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CREMONINI, D.N. Lente de contato biossintética com liberagcdo gradual de
ofloxacina para tratamento de ceratite experimental por Staphylococcus
aureus em caes. Botucatu, 2008. 95p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

Resumo

O contato da cornea com 0 meio externo torna-a a estrutura ocular mais
passivel de traumas e lesbes, que podem acarretar em formacdo de intensa
cicatriz ou até de perfuracéo, prejudicando a visdo do animal. A utilizacdo de
lente de contato terapéutica em medicina veterinaria € pouco difundida, devido
a dificuldade de adaptacéo a superficie corneana. Avaliou-se um novo material
para tratamento das afeccdes corneanas a partir de uma membrana de
celulose microfibrilar biossintética, utilizada em lesGes cutédneas graves.
Induziu-se ceratite bacteriana experimental, comparando-se o tratamento com
a lente de contato biossintética (LC), impregnada com ofloxacina, a terapia
tépica convencional. Realizaram-se avaliag6es clinicas e morfolégicas, além do
controle microbioldgico e da dosagem de ofloxacina no humor aquoso atravées
do método de cromatografia liquida de alto rendimento (HPLC). Os olhos que
receberam a LC desenvolveram reacdo inflamatdria severa, associada a
neovascularizacdo profunda, opacidade corneana, secrecdo, quemose e
hiperemia ocular. O exame histopatolégico revelou afinamento epitelial com
formacdo de microcistos, edema corneano e infiltrado inflamatorio. Estas
alteracdes foram possivelmente causadas pela hipoxia tecidual associada ao
inadequado posicionamento da lente. O biomaterial, impregnado com
ofloxacina, promoveu liberacdo gradual, dosada pelo método de HPLC, durante
o periodo de avaliacdo, entretanto os valores obtidos pela analise foram
inferiores aos olhos tratados com colirio, mas suficientes para controlar a
infeccdo por Staphylococcus aureus. Concluiu-se que o material ndo foi
adequado para auxiliar a reparacéo tecidual corneana, necessitando aprimorar

suas caracteristicas para tal finalidade.

Palavras-chave: Ceratite bacteriana; Cornea; Ofloxacina; Membrana
biossintética; Staphylococcus aureus.
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Abstract

The contact of the cornea with the external way become it to the ocular
structure more likely of traumas and injuries, that can cause formation of
intense scar or until perforation, harming the vision of the animal. The use of
contact lens therapy in veterinary medicine is not very widespread, due to the
difficulty of adjusting to the corneal surface. It was intended to study a new
material for treatment of the corneal diseases from a cellulose membrane to
microfibrillar biosynthetic, used in serious cutaneous injuries. Experimental
bacterial keratitis was induced, comparing the treatment with the biosynthetic
contact lens (CL) impregnated with ofloxacin, to the Conventional topical
therapy. Clinical and morphological evaluations were performed, beyond the
microbiologic control and dosage of ofloxacin in the aqueous humor by the high
performance liquid chromatography method (HPLC). The eyes that received the
CL developed severe inflammatory reaction, associated with neovascularization
deep, corneal opacity, secretion, chemosis and ocular hyperemia. The
histopathologic examination revealed epithelial thinning with training of
microcysts, corneal edema, and inflammatory infiltrate. These alterations are
possibly induced due tissue hypoxia associated to the inadequate positioning of
the contact lens. The biomaterial, impregnated with ofloxacin, promoted gradual
release, measured by HPLC method, during the assessment period, however
the values obtained by the analysis were lower in the eyes treated with eye
drops, but enough to control the infection by Staphylococcus aureus. It was
concluded that the material was not appropriate for help the corneal tissue
repair, requiring improvement of their characteristics for this purpose.

Key words: Bacterial keratitis; Cornea; Ofloxacin; Biosynthetic membrane;

Staphylococcus aureus.



1  INTRODUCAO

A cOrnea apresenta muitos mecanismos de defesa, imunolégicos e néo
imunoldgicos, que a protegem contra agentes infecciosos, visto que esta se
apresenta em contato constante com microorganismos presentes no filme
lacrimal. A lagrima lubrifica e remove microorganismos, além de conter
substancias antimicrobianas como enzimas e imunoglobulinas, assim,
associada ao epitélio corneano intacto, forma uma barreira a entrada destes
agentes. A maioria das infeccbes corneanas ocorre apds traumatismo
corneano ou em casos de alteracbes dos mecanismos de defesa local ou
sistémica (LIMA e BELFORT Jr., 1997). A ceratite ulcerativa, ou Ulcera de
cornea, € caracterizada por processos erosivos superficiais ou profundos, com
perda de epitélio e exposicdo do estroma. Sdo passiveis de causar lesdes
corneanas o0s traumas, defeitos palpebrais, deficiéncia lacrimal, além de
agentes infecciosos (GELATT, 1999, SLATTER, 2005). Diagnostico precoce e
terapia antimicrobiana sao essenciais para o tratamento adequado das
ceratites ulcerativas bacterianas, evitando formagdo de extensa cicatriz que
pode causar perda da visdo. Associadas ao tratamento clinico, condutas
cirdrgicas podem ser empregadas de acordo com as caracteristicas das
Ulceras. Entre as ceratites infecciosas, a ceratite bacteriana € a mais frequente,
sendo, em algumas situacdes, dificil distingui-la de outras doencas
inflamatdrias e infecciosas da cornea. O tratamento visa a eliminar rapidamente
0S microorganismos, reduzir a resposta inflamatoria, prevenir o dano estrutural

e a promover a cicatrizacdo corneana (ALVES et al., 2006).

As lentes de contato terapéuticas sao utilizadas para auxiliar o processo
de reparacdo corneana, incluindo alivio da dor, manutencdo da aposi¢do do
epitélio cicatrizado ao estroma, protecdo ao crescimento do novo epitélio,
protecdo corneana em casos de alteracOes palpebrais, auxilio a visdo em
irregularidades corneanas, além de permitir melhor hidratacdo corneana em
lagoftalmia ou ceratite paralitica e adesédo das bordas em casos de laceracdo
ou perfuracdo corneana (DABEZIES JR, 1984; HOLDEN e MERTZ, 1984;
HOLDEN et al., 1985; REIDY et al., 2000; KANPOLAT e UCAKHAN, 2003). As

lentes de contato de hidrogel sdo também utilizadas como vetor de liberacdo de



diversas substancias na superficie ocular, aumentando o tempo de
permanéncia e a concentracdo do medicamento tépico (WAJS e MESLARD,
1986).

Estudada desde a década de 60, a bactéria gram-negativa Acetobacter
xylinum, possui a caracteristica de sintetizar um material semelhante a
celulose, porém de origem animal (CARSON et al, 1967). Este material possui
caracteristicas biossintéticas que a tornam inerte, atoxica e seletivamente
permeavel, agindo como uma barreira aos microorganismos (DE PAOLA e
SOUZA, 1987; GATTAZ SOBRINHO, 1989); possui estrutura semelhante a
derme, possibilitando seu uso como substituto a ela em diversas lesdes,
reduzindo a dor e auxiliando a reparagéo cicatricial (REBELLO et al., 1987,
FONTANA et al., 1990). A membrana € bem aceita pelo organismo, em face
das suas caracteristicas pouco indutivas de reacdo tecidual, protege e
auxiliando a cicatrizacdo de areas lesadas, além de impedir a contaminacao de
microorganismos, por permeabilidade seletiva, podendo, ainda, ser impregnada
com antimicrobiano para liberacdo gradual. Frente a estas caracteristicas,
propds-se o estudo da aplicabilidade desse material, em lesdes corneanas, na
busca de um procedimento alternativo, ainda néo estudado, correlacionando as

funcdes de protecéo e terapéutica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EMBRIOLOGIA E ANATOMIA DA CORNEA

O olho desenvolve-se a partir da contribuicdo de dois folhetos
embrionarios, o ectoderma e o mesoderma. O epitélio corneano deriva do
ectoderma superficial, enquanto que o estroma, a membrana de Descemet e 0
endotélio originam-se do mesoderma escleral (PUTZ, 2001). O estroma forma-
se a partir da secrecéo de fibrilas de colageno tipo | e de fibronectina pelos
ceratdcitos em desenvolvimento. A membrana de Descemet € formada a partir
do endotélio. A cornea apresenta relativa transparéncia ao final da gestacao no
cado (COOK, 1999). A tunica fibrosa € composta pela esclera, limbo e cérnea,
formando uma estrutura semi-rigida, visando a funcao tectbnica do bulbo
ocular, a fim de proteger os componentes intra-oculares, principalmente a
camada sensorial. A cornea € a porcao transparente e avascular, constituindo,
assim sua funcéo de refracao e transmissao da luz (PUTZ, 2001).

A cornea possui forma eliptica, € convexa na superficie anterior e
cobncava na posterior. Apresenta diametro horizontal maior que o vertical,
sendo que em cdes e gatos esta diferenca € pequena, aparentando ser
praticamente circular. Sua espessura varia entre espécies, racas e individuos;
sendo, no cao, entre 0,45 e 0,55mm centralmente e 0,5 a 0,65mm na periferia
(SAMUELSON, 1999). A curvatura da cornea também sofre interferéncia entre
individuos, podendo variar entre 37 e 43 dioptrias (SAMPAIO et al., 2002). Ela
€ ricamente suprida por nervos sensoriais, originados a partir de ramos do
nervo trigémeo e por fibras simpaticas do ganglio cervical. Além da funcao
sensorial, 0s nervos corneanos tém funcdo trofica, sendo que, uma vez
lesados, tem-se a formacao de erosdes epiteliais e Ulceras. Os ramos ciliares
curtos e longos, lacrimal e nasociliar formam um plexo pericorneano e
penetram na cornea pela porcdo média e anterior do estroma, deslocando-se
radialmente em direcdo ao centro e formam outro plexo subepitelial, para a
inervacao das células epiteliais (POWER e NEVES, 1997; PUTZ, 2001).

A cornea dos cdes € composta por quatro camadas, sendo estas,
epitélio anterior, estroma, membrana de Descemet e endotélio. O epitélio

anterior da cornea € classificado como estratificado, escamoso e nao



queratinizado, apresenta de 25 a 40 um de espessura e € composto por uma
camada de células colunares, aderidas a membrana basal, duas a trés
camadas de células poliédricas e duas a trés camadas de células
pavimentosas. A camada de células basais estd firmemente aderida por
hemidesmossomos a membrana basal, sendo esta composta por fibrilas de
colageno tipo IV, VI e VII, além de laminina, fibronectina e hialuronato. As
células superficiais do epitélio apresentam microvilos compostos por
glicocdlice, o qual emite filamentos que entram em contato com a mucina,
promovendo maior aderéncia e estabilidade ao filme lacrimal (BANKS, 1991;
SAMUELSON, 1999; PUTZ, 2001). O estroma compde 90% da espessura total
da cérnea, sua matriz extracelular é formada por glicosaminoglicanos (sulfato
de condroitina, sulfato de dermatan e sulfato de ceratina) e fibrilas de colageno
(tipo I, 11, V, e XII), organizadas em lamelas paralelas a superficie, os quais se
entrelacam ao queratdcitos e as fibras nervosas amielinicas. Colageno néo-
fibrilar, incluindo os tipos IV, VI e VII também compde a cérnea, presente na
lamina basal e entre as fibrilas de colageno. A membrana limitante caudal
(membrana de Descemet) separa a camada estromal do endotélio, é acelular e
composta por fibrilas de colageno arranjadas de forma ordenada. A face
posterior da cornea é revestida pelo endotélio, constituido por células
pavimentosas, em sua maioria hexagonais, que formam um revestimento
celular estreitamente interdigitado, separando-a do humor aquoso presente na
camara anterior (POWER e NEVES, 1997; PUTZ, 2001). O filme lacrimal pode
ser descrito como a quinta camada da cérnea, pois proporciona uma interface
relativa para a cornea preenchendo depressdes causadas pelos microvilos da
membrana celular das células epiteliais. A lagrima é composta por trés
camadas, compreendidas por uma fina porcéo lipidica anterior, derivada da
secrecdo meibomiana, uma interface espessa, aquosa, formada pelas
glandulas lacrimais e uma camada interna de mucina formada pelas células
caliciformes conjuntivais (POWER e NEVES, 1997; PUTZ, 2001).

A transparéncia da cérnea deve-se a auséncia de vasos sanglineos e
pigmentos, epitélio ndo queratinizado, arranjo ordenado das fibrilas de
colageno, dispostas em laminas paralelas e fibras nervosas amielinicas, além
de seu grau de hidratacdo (BANKS, 1991; COOK, 1999; SLATTER, 2005).



2.2 METABOLISMO E HIDRATA(;AO CORNEANOS

As células da cornea sdo metabolicamente ativas e requerem nutrientes
para sua atividade. Dentre estes, os mais requeridos sé&o glicose, oxigénio,
vitaminas e aminoacidos. Noventa por cento dos nutrientes sdo oriundos do
humor aquoso e o restante provéem dos vasos limbicos e da lagrima. A
demanda por oxigénio, entretanto, que € consumido principalmente pelo
epitélio e pelo endotélio, é suprida, na maior parte, por difusédo a partir do filme
lacrimal, que o absorve da atmosfera, pois a tensdo do oxigénio no humor
aguoso é insuficiente para suprir as necessidades metabdlicas do epitélio.
Quando as palpebras estdo fechadas, o oxigénio permeia a lagrima apenas por
difusédo a partir dos vasos conjuntivais (ARFFA, 1991; GUM et al., 1999; PUTZ,
2001).

O controle da hidratacdo estromal é essencial para a transparéncia
corneana; apesar de a agua compor 78% de sua estrutura, este tecido é
mantido em estado de deturgescéncia, onde diversos mecanismos estéo
envolvidos para a sua rigorosa manutencdo, na qual qualquer variacédo
causaria edema e perda da transparéncia. Para tal controle, os mecanismos
envolvidos sdo: barreira intercelular do epitélio e endotélio aos ions e a agua
para dentro do estroma; afinidade dos glicosaminoglicanos presentes no
estroma a agua; transporte ibnico ativo das células endoteliais e epiteliais;
pressao intra-ocular e evaporacdo de agua da superficie corneana (ARFFA,
1991; POWER e NEVES, 1997; GUM et al., 1999; PUTZ, 2001).

2.3  MECANISMOS DE DEFESA DA SUPERFICIE OCULAR

Muitos sdo os mecanismos de defesa, imunoldgicos e ndo imunoldgicos,
gue protegem a cornea contra agentes infecciosos. As palpebras constituem a
primeira defesa, protegendo contra agressdes por corpos estranhos e
pequenos traumas, seguida do filme lacrimal que umedece e protege a
superficie ocular. Compete a lagrima dificultar a aderéncia de microorganismos
e carrear componentes imunologicos como globulinas, lisozima, pB-lisina,
lactoferrina e sistema complemento. A anatomia da superficie
corneoconjuntival é responsavel por mecanismos de defesa intrinsecos. A
cornea € intensamente inervada, que ajuda a evitar traumas e a desencadear

lacrimejamento reflexo. A conjuntiva dispde de tecido linféide subepitelial
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(tecido linféide associado a conjuntiva - CALT) onde estdo concentrados 0s
linfécitos, antigenos séo processados e transportados aos linfonodos regionais
onde dao origem a plasmdcitos, que seguem pela corrente sangliinea até o
tecido glandular submuconasal onde produzem IgA, que age prevenindo a
aderéncia bacteriana as células epiteliais, aprisionando o agente invasor na
superficie da camada de mucina do filme lacrimal. A presenca de IgG na
lagrima neutraliza toxinas, virus e bactérias. As células de Langerhans estdo
presentes no limbo e na conjuntiva, processam antigenos fagocitados,
interagem com linfocitos T e secretam substancias mediadoras de inflamacao
(ALVES e KARA-JOSE, 1997a)

2.4 PROCESSO DE REPARACAO DA CORNEA

O epitélio corneano apresenta-se em estado de regeneracao constante,
onde as células superficiais, permanentemente liberadas no filme lacrimal, sé&o
simultaneamente substituidas por novas células vindas das camadas basais
que, por sua vez, sdo repostas por outras células que migram a partir do limbo.
A intensidade deste processo de descamacdo deve ser equivalente a
proliferacdo de novas células, para que a camada epitelial mantenha-se estavel
(THOFT & FRIEND, 1983). Ap6s uma agressao, ocorre intensificacdo da
regeneracao fisiologica, sob influéncia de proteinas da matriz extracelular e
fatores de crescimento (DUA et al., 1994). A lesdo recompde-se por migracao,
mitose e adesdao epitelial. As células epiteliais basais sdo o pivé do processo de
mitose e o epitélio basal do limbo é o reservatério das células germinativas do
epitélio da cérnea (DUA et al.,, 1994, DUA e AZUARA-BLANCO, 2000).
Inicialmente, as células vizinhas a éarea lesada retraem-se, perdem seus
microvilos superficiais e suas junc¢des do tipo tight, emitem expansdes para a
area acometida e deslizam recobrindo-a. As células basais distantes da lesdo
entram em mitose para preencher a area lesada formando um tamp&o. Em seis
a 14 dias, quando o tampao epitelial desaparece, o epitélio apresenta
espessura normal mas ainda € fraca a adesdo a membrana basal. Apés trés a
quatro semanas 0 epitélio tem aparéncia normal, a camada basal esta
completa e o nimero de hemidesmossomos aumenta até o 41° dia apds o
traumatismo (ALVES e KARA-JOSE, 1997b). Inicialmente, a camada epitelial é
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mais fina que a normal, mas por divisdo mitética, esta retorna a espessura
original.

A camada estromal responde inicialmente com a formacdo de edema e
secrecao de fibrina, fibrinogénio e fibronectina; neutrofilos migram para a leséo
e hidrolisam restos celulares carreados, principalmente, via lagrima, além dos
vasos perilimbicos e do humor aquoso; mononucleares chegam apds um
periodo de 12 a 24 horas. Os ceratécitos na area acometida morrem e 0s
adjacentes formam fibroblastos, produzindo coldgeno e glicosaminoglicanos.
Macrofagos invadem a leséo, 48 horas apos a injuria, promovendo a remocao
de debris celulares e transformando-se em ceratdcitos. As fibrilas de colageno
que se formam no estroma em regeneracado sao irregulares e diminuem a
transparéncia corneana. Quando a membrana de Descemet é acometida, esta
€ recomposta pelo endotélio em algumas semanas. Por volta de sete dias apos
a injaria, a celularidade corneana diminui e as células e fibrilas reordenam-se,
aproximando do normal e formando uma discreta cicatriz (PEIFFER et al.,
1999; SLATTER, 2005).

A manutencdo e a reparacao da matriz extracelular estromal requerem
um balanco coordenado entre sintese, degradacdo e remodelamento, sendo
que as enzimas proteoliticas exercem importantes funcdes. Ha inibidores de
proteinase presentes naturalmente no filme lacrimal e na cérnea, produzidos
simultaneamente as proteinases, prevenindo a excessiva degradacao do tecido
corneano saudavel. Metaloproteinases sdo sintetizadas pelos ceratdcitos,
células epiteliais e neutrofilos, em consequéncia a cicatrizacdo corneana,
precedendo a remodelacao e a degradacao do colageno estromal (BROOKS e
OLLIVIER, 2004; OLLIVIER et al., 2007)

O processo cicatricial corneano € normalmente avascular, porém, uma
reparagcdo com neovascularizagdo pode ocorrer em lesdes destrutivas, quando
hé& grande perda tecidual ou infeccdo. A &rea lesada é invadida por vasos
sangilineos originados a partir do limbo, transportando pigmentos, células
inflamatorias e anticorpos (SLATTER, 2005). A vascularizacao limbica contém
conexao em anastomose entre 0sS vasos conjuntivais e os vasos profundos séo
continuos a vascularizagdo da iris (circulacdo episcleral-ciliar). Tecido de
granulacdo deposita-se, formando cicatriz mais densa que a reparacéo

avascular. ApG6s a cicatrizacdo, 0s vasos sanguineos colabam, mas néo
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desaparecem, sendo chamados de “vasos fantasmas” (SPENCER, 1985;
SLATTER, 2005).

Abrasdes epiteliais corneanas estimulam resposta proliferativa da
conjuntiva perilimbica, porém, em condicfes normais, o epitélio limbico exerce
estimulo inibitério a migracdo do epitélio conjuntival sobre a cornea. Quando
um defeito epitelial envolve o limbo, a barreira é removida e o epitélio
conjuntival invade a coérnea, acompanhado de células caliciformes. Este
processo, conhecido como conjuntivalizacdo, € associado a epitelizacao
irregular e formacdo de defeitos epiteliais recorrentes ou persistentes,

neovascularizacao superficial e pigmentacdo (GOMES et al., 2002).

2.5 CERATITES ULCERATIVAS

A ceratite ulcerativa, ou Ulcera de cornea, € caracterizada por processos
erosivos superficiais ou profundos na coérnea, com perda de epitélio e
exposicdo do estroma. Os agentes comumente relacionados sao os traumas,
defeitos palpebrais, deficiéncia qualitativa ou quantitativa da lagrima, além de
infec¢des por fungos, bactérias ou virus. Pode ser classificada de acordo com a
profundidade, em superficial, estromal profunda ou descemetocele, ou ainda,
quanto a evolucdo, em ceratite livre de complicacao, progressiva ou refratéria.
Os sinais mais evidentes sdo blefarospasmo, fotofobia, epifora, edema,
secrecdo ocular e vascularizacdo (WHITLEY e GILGER, 1999; SLATTER,
2005; KEAY et al., 2006). Ulceras corneanas ndo sdo, com freqiiéncia,
visibilizaveis claramente, mesmo com iluminacéo direta, por esta razdo todos
os olhos vermelhos ou dolorosos devem se corados com fluoresceina para se
visibilizarem possiveis solucbes de continuidade na superficie corneana
(SLATTER, 2005).

A conduta terapéutica inicia-se com a identificacdo e a eliminacéo da
causa, além da restauracéo e da preservacdo da cornea. Ulceras superficiais
nao complicadas podem ser resolvidas com a utilizacdo de medicacdes topicas
como antimicrobiano e atropina 1% para controle da dor associada ao espasmo
da musculatura ciliar. Quando a lesao corneana néo regride em dois a seis
dias, outros procedimentos devem ser utilizados. Em casos de Ulceras
recorrentes ou refratarias e ceratites progressivas cronicas, podem-se

empregar outros medicamentos topicos como lubrificantes oculares, inibidores
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de proteinases (EDTA, acetilcisteina e doxiciclina), fibronectina, agentes
moduladores, como fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento
transformador (TGF), neurotrofinas, fibronectina e hialuronan, além do uso de
lente de contato terapéutica (KERN, 1990; BENTLEY e MURPHY, 2004;
BROOKS e OLLIVIER, 2004). O soro sanguineo € utilizado como adjuvante no
tratamento de Ulceras de cOrnea e ceratoconjuntivite seca, pois apresenta
fatores de crescimento, vitaminas, imunoglobulinas, substancias
anticolagenoliticas e bacteriostaticas que propiciam um fator epiteliotropico
para a superficie ocular (GEERLING et al., 2004; NOBLE et al., 2004). O
sulfato de condroitina também é descrito para tratamento de Ulceras indolentes,
pela acdo anticolagenolitica e antiinflamatoria (MILLER, 1996; RANZANI,
2004). Os antiinflamatorios esterdides e nao-esterdides topicos ou
subconjuntivais reduzem a infiltracao inflamatoria, contudo, podem retardar a
cicatrizacdo da lesdo corneana (ALVES e KARA-JOSE, 1997a). Os
corticosterdides podem, ainda, complicar infec¢des por diminuir as defesas
imunoldgicas da superficie ocular e potencializar a acdo das proteinases (LIMA
e BELFORT Jr., 1997).

Os tratamentos cirdrgicos empregados variam de acordo com as
caracteristicas das Ulceras a serem tratadas. Nas Ulceras recorrentes ou
refratérias, indica-se debridamento do epitélio ndo aderido, associado a técnica
de ceratotomia ponteada ou em grade para expor o estroma e estimular o
crescimento de novo epitélio (GILGER e WHITLEY, 1999). Nas Ulceras
profundas podem ser associadas técnicas cirdrgicas tais como tarsorrafia,
recobrimento de terceira pélpebra, enxerto de conjuntiva, transposicao
corneoescleral ou ceratoplastia (KERN, 1990; NASISSE, 1996; GILGER e
WHITLEY, 1999; SLATTER, 2005). Adesivos biolégicos como cianoacrilato ou
cola de fibrina, podem ser empregados para tamponar pequenas perfuracdes
(CHAN e BOISJOLY, 2004; WATTE et al., 2004; SAMPAIO e RANZANI, 2005).
A aplicacdo de membranas bioldgicas, como peritdnio (GARCIA et al., 1996),
pericardio (BARROS et al., 1997), capsula renal (ANDRADE et al., 1999),
tunica vaginal (GALERA et al., 2000), ou membrana amniética (BARROS et al.,
2005; SAMPAIO et al., 2006; CREMONINI et al., 2007), também sé&o utilizadas

para reconstruir a superficie ocular em diversas afeccoes.
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2.6 CERATITES BACTERIANAS

A cOrnea esta em contato constante com microorganismos presentes no
filme lacrimal. A lagrima lubrifica e remove microorganismos, contém
substancias antimicrobianas como enzimas e imunoglobulinas, que, associadas
ao epitélio corneano intacto, formam uma barreira a entrada de
microorganismos. A maioria das infecgdes corneanas ocorre apds traumatismo
corneano ou em casos de alteragbes do mecanismo de defesa local ou
sistémica (LIMA e BELFORT Jr.,, 1997). Entre as ceratites infecciosas, a
ceratite bacteriana € a mais frequente, sendo em algumas situacdes dificil
distingui-la de outras doencas inflamatorias e infecciosas da cornea. A entrada
dos microorganismos ocorre geralmente por sua aderéncia ao epitélio ou ao
estroma corneano apés trauma penetrante ou lesdes superficiais, entretanto,
bactérias como Neisseria gonorrheae, Corynebacterium diphtherial,
Hemophilus e Listeria podem penetrar o epitélio corneano integro. Apos um
periodo de 12 a 24 horas a superficie ulcerada é preenchida por bactérias nela
aderidas. A maioria das bactérias patogénicas secreta enzimas proteoliticas
como proteases e colagenases capazes de liquefazer o colageno presente no
estroma corneano. Mesmo apos a morte dos microorganismos, seus residuos
podem causar danos corneanos pelas endotoxinas liberadas que também
atuam como potente fator quimiotatico, aumentando a resposta inflamatéria,
atraindo fagocitos e estimulando a resposta humoral, que contribuem a
destruicdo das bactérias mas tém efeito nocivo a cornea (ALVES e KARA-
JOSE, 1997a; ALVES et al., 2006).

Sinais clinicos incluem edema palpebral, secrecdo purulenta, dor,
fotofobia, hiperemia e edema conjuntival, além de ulceracdo corneana com
infiltrado estromal focal e difuso no estroma adjacente. Presenca de depdsitos
na camara anterior como hipopio e hifema, sinais de iridociclite, glaucoma,
sinéquias, catarata e opacidades vitreas também podem estar associados
(LIMA e BELFORT Jr., 1997). Dentre os agentes mais comumente envolvidos
estdo Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa (MUTTON et al., 1997; BOURCIER et al.,, 2003;
PRADO, 2005; ALVES et al., 2006).

Diagnostico precoce e terapia antimicrobiana sao essenciais para um

tratamento adequado das ceratites ulcerativas bacterianas, evitando formacéo
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de extensa cicatriz que pode causar perda da visdo. O tratamento visa a
eliminar rapidamente os microorganismos, reduzir a resposta inflamatéria,
prevenir o dano estrutural e promover a cicatrizagdo corneana. Antimicrobianos
de largo espectro sédo utilizados, preferencialmente orientados pelo exame
bacteriologico. A coleta de material para cultura microbiolégica € indicado para
orientar a conduta terapéutica, assim a coleta é realizada antes de comecar a
terapia antimicrobiana, mas esta deve ser iniciada até que se tenha o resultado
do cultivo, que pode indicar a substituicdo do antimicrobiano em casos de
bactérias resistentes ao protocolo utilizado inicialmente ou resposta clinica ndo
favoravel (LIMA e BELFORT Jr., 1997).

AdministracOes sistémicas de antimicrobianos nao possibilitam efetuar
seu objetivo quando a area afetada € pobremente irrigada, como os tecidos
oculares, sendo nestes, mais indicada a utilizacdo de medicacdes topicas ou
subconjuntivais (REDDY e GANESAN, 1996; ROBERT e TASSY, 2000).
Entretanto administragdo intra-ocular e sistémica é indicada em casos de
endoftalmite (LIMA e BELFORT Jr., 1997). Diversas classes de antimicrobianos
sdo eficazes contra os agentes comumente encontrados nesta enfermidade,
como aminoglicosideos, cefalosporinas e fluorquinolonas. A frequéncia de
instilagdo do antimicrobiano deve ser de, no minimo, quatro vezes ao dia, para
evitar a inducdo de bactérias resistentes. A reducdo e suspenséo do tratamento
devem acompanhar a melhora clinica evidente com reepitelizacdo e auséncia
de infiltrado (MUTTON, et al., 1997; DOWLING e GRAHN, 1998).

Dentre o0s antimicrobianos topicos utilizados comercialmente em
oftalmologia, as fluorquinolonas s&o ativas contra bacilos aerdébicos gram
negativos e cocos gram positivos, entre eles, os Staphylococcus sp e
Pseudomonas aeruginosa (BARROS et al., 1996; RAO et al., 2000; PRAJNA et
al., 2001). Sdo comumente utilizadas as fluorquinolonas de segunda geracéo,
como ciprofloxacina, norfloxacina e ofloxacina, terceira geracdo, como a
levofloxacina e, em casos de bactérias multirresistentes, as fluorquinolonas de
quarta geracdo, como a gatifloxacina e a moxifloxacina (MAH, 2003; KERN,
2004). Possuem boa penetracdo na superficie ocular na presenca de um
defeito epitelial, além disso, a ofloxacina também penetra o epitélio corneano
intacto e atinge alta concentracdo no humor aquoso. A penetracao

transcorneana ocorre primariamente por difusdo passiva, além de solubilidade
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aquosa e lipidica (GHAZI-NOURI et al.,, 2003; HEALY et al., 2004; YU-
SPEIGHT et al., 2005).

2.7 LENTES DE CONTATO TERAPEUTICAS (LCT)

As lentes de contato gelatinosas para uso terapéutico na medicina,
foram descritas inicialmente na década de 1960, mas sua utilizacdo tornou-se
consagrada na década de 1970, com a introducdo das lentes compostas por
polihidroetilmetacrilato, um polimero hidrofilico (MOBILIA et al., 1977); eram
indicadas para auxiliar no tratamento de Ulceras indolentes (LEIBOWITZ e
ROSENTAL, 1971), ceratopatia bolhosa (LERMAN e SAPP, 1970), entre outras
enfermidades inflamatérias da cornea (GASSET e KAUFMAN, 1970;
WALTMAN e KAUFMAN, 1970). Atualmente, as lentes de contato hidrofilicas
sdo compostas por 2-hidroxietil metacrilato, como Unico polimero, ou associado
ao acido metacrilico ou ao silicone, que aumentam a permeabilidade ao
oxigénio, ou a fosforilcolina, que aumenta a biocompatibilidade. Uma vasta
variedade de lentes hidrofilicas, com graus de hidratac&o variando de 39 a 79%
e espessuras de 0.035 a 0.45mm tém sido utilizadas com sucesso como lentes
de contato terapéuticas (LCT).

As lentes de contato hidrofilicas séo classificadas em quatro categorias:
lentes com superficie ndo ionizada com alta (maior que 50%) ou baixa (menor
que 50%) concentracdo de agua e lentes com superficie ionizada com alta
(maior que 50%) ou baixa (menor que 50%) concentracdo de agua. A
concentracdo de &gua, a composicdo do polimero e a espessura da lente
determinam a permeabilidade ao oxigénio. A passagem do oxigénio a cornea
na presenca da lente de contato ocorre pela difusdo de trés vias: vasos
limbicos, material da lente e camada lacrimal depositada sob a lente.
Importantes parametros da lente incluem tipo de polimero, espessura e
diametro da lente, base de curvatura e grau de hidratacdo. A permeabilidade
ao oxigénio (Dk) do polimero hidrogel € determinada por um coeficiente de
difusdo do oxigénio (D) e pela solubilidade ao oxigénio (k). A transmissibilidade
de oxigénio das lentes (Dk/L) é diretamente proporcional a permeabilidade de
oxigénio (Dk) e inversamente proporcional a espessura da lente (L) (HOLDEN
e MERTZ, 1984; McDERMOTT e CHANDLER, 1989). A caracteristica i6nica da

superficie determina a compatibilidade com medicacdes tépicas, solucdes de
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limpeza e afinidade por deposicdo de proteinas e de lipideos. As caracteristicas
fisicas da lente permitem, ainda, determinar o potencial de troca lacrimal ao
piscar, além da possibilidade de aderéncia ou formacdo de dobras sobre a
cornea, permitindo a compactacao da lente sobre a superficie corneana (SHAH
et al., 2003). Geralmente, lentes espessas, com baixa concentracdo de agua,
curvatura menor e com tendéncia a pouca movimentagdo Sao menos
permedveis ao oxigénio e induzem maior edema corneano. Segundo
Sundmacher et al. (1977) menor edema corneano foi induzido com a utilizagéo
de LCT com 72% de hidratacdo comparada a outra com 38% de hidratacéo.

As LCT sao também utilizadas como vetor de liberacdo de diversas
substancias na superficie ocular, aumentando o tempo de permanéncia e a
concentracdo do medicamento topico (WAJS e MESLARD, 1986). H& trés vias
de incorporacao dos farmacos nas lentes de hidrogel, por meio da saturacéo do
compartimento aquoso da lente, que necessita que o farmaco apresente-se em
sua forma solivel em &gua; incorporar uma pré-droga hidrossolivel que
difunda no hidrogel e degrade em sua forma ativa no contato com a superficie
ocular; ou que as moléculas do farmaco estejam ligadas a estrutura do
polimero, rompendo estas ligacdes quando em contato com os tecidos oculares
(THOFT e MOBILIA, 1981). A partir destes principios, diversos estudos
relataram a liberacdo de farmacos através do hidrogel, como fluoresceina
(WALTMAN e KAUFMAN, 1970), fenilefrina (KAUFMAN et al.,, 1971),
pilocarpina (PODOS et al.,, 1972; RUBIN e WATKINS, 1975), prednisolona
(HULL et al, 1974), tetraciclina (PRAUS et al, 1972), bacitracina
(BRETTSCHNEIDER et al., 1975), cloreto de benzalconio (LEMP, 1978),
carbenicilina, cloranfenicol, gentamicina (JAIN e LAL, 1983) e acetazolamida
(FRIEDMAN et al., 1985). Entretanto, estes relatos indicam um tempo de
liberagdo, em média, de até quatro horas. Embora as LC tenham uma boa
biocompatibilidade, a capacidade de armazenar estes farmacos nas lentes
convencionais é relativamente baixa e, consequentemente, ha dificuldade em
atingir uma concentracao terapéutica adequada no olho (WAJS e MESLARD,
1986). As lentes de contato de hidrogel, com impressdo molecular, possuem
maior capacidade de armazenamento de farmacos que as lentes tradicionais
pois possuem maior capacidade de adsorcdo na malha do polimero. Esta

liberacdo prolongada no filme pré-corneano pode aumentar significantemente a
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disponibilidade do farmaco na superficie ocular e, portanto, reduzir a freqiéncia
de administragdo do medicamento. Podem, ainda, aumentar a seguranca da
terapia topica pela minimizacdo de perda pela drenagem da medicacdo. Tal
técnica foi demonstrada com a utilizacdo de lentes embebidas com timolol
(HIRATANI et al., 2005) e norfloxacina (ALVAREZ-LORENZO et al., 2006).

Atualmente, o uso de LCT na medicina inclui alivio da dor, manutencéo
da posicao do epitélio cicatrizado ao estroma, prote¢do ao crescimento do novo
epitélio, protecdo as alteracbes palpebrais; auxilio a visdo em irregularidades
corneanas, além de permitir melhor hidratacdo em lagoftalmia ou ceratite
paralitica e adeséo das bordas nas lacera¢des ou perfuracdes (DABEZIES JR,
1984; HOLDEN e MERTZ, 1984; HOLDEN et al., 1985; REIDY et al., 2000;
KANPOLAT e UCAKHAN, 2003).

2.7.1 Indicagdes parao uso das LCT

A. Defeitos epiteliais persistentes e erosdes recorrentes

Sao ocasionadas por deficiéncia de adesdo da membrana basal do
epitélio, edema epitelial basal focal e substituicdo alterada das células epiteliais
(WILIAMS e BUCKLEY, 1985). A LCT, associada aos lubrificantes oculares,
reduz o trauma ao epitélio fragil ocasionado pelo constante movimento
palpebral e auxilia na adequada distribuicdo do filme lacrimal. Promove
também reducdo da dor devido a protecdo das terminacdes nervosas
(McDERMOTT e CHANDLER, 1989; LIU e BUCKLEY, 1996).

B. Ceratopatias bolhosas e ceratites filamentares

Ceratopatias que apresentam alteracBes estruturais e bioquimicas da
camada estromal sdo tratadas, principalmente, com ceratoplastia penetrante,
mas podem se beneficiar com a utilizacdo de ceratotomia ponteada (CORMIER
et al.,, 1996). A associacdo de LCT reduz a sensibilidade dolorosa pela
protecao das terminacdes nervosas, aumenta a acuidade visual por melhorar a
superficie de refracdo e corrigir o astigmatismo, além de retardar a
necessidade de ceratoplastia (HOVDING, 1984; McDERMOTT e CHANDLER,
1989; SMIDDY et al., 1990).

C. Ulceras corneanas indolentes

Caracterizada pela auséncia de cicatrizacédo, a lesdo envolve o epitélio,

membrana basal e lamela estromal anterior; a LCT age como suporte para o
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crescimento epitelial em contato com sua superficie interna que, quando
removida, o epitélio permanece intacto, permitindo a restauracdo da camada
estromal (LEIBOWITZ e ROSENTHAL, 1971; EVANS et al., 2005).

D. Irregularidade da superficie corneana

A LCT pode causar significante alivio da dor e do desconforto em
condi¢cdes onde a superficie da cornea esteja irregular ou elevada (SMIDDY et
al., 1990).

E. Ulceras de cornea

A LCT pode ser utilizada no tratamento de Ulceras infecciosas e auto-
imunes, proporcionando protecdo a fragil cicatrizacdo do epitélio corneano,
enquanto mantém a liberacdo efetiva de antimicrobianos e de outras
substancias, por mecanismo de deposicdo (HIRATANI et al., 2005). Diversos
autores comprovam que o0s antimicrobianos penetram na lente de contato e
permanecem mais tempo em contato com a superficie corneana por seu
acumulo no material hidrofilico (MATOBA e MCCULLEY, 1985; ALVAREZ-
LORENZO et al., 2008).

F. Ceratoconjuntivite seca

O uso de LCT para auxiliar a cicatrizacdo nas deficiéncias lacrimais &
controverso. O objetivo da terapia € maximizar a lubrificacdo e a funcgéo
lacrimal enquanto mantém a integridade da superficie ocular (SMIDDY et al.,
1990), apesar de a lente hidrofilica proteger os epitélios corneano e conjuntival
da exposicdo ao traumatismo palpebral, pode predispor a superficie ocular a
infeccBes onde as defesas contra microorganismos habituais da lagrima estdo
reduzidas (SHAH et al., 2003). Além disso, alguns hidrogéis podem piorar o
estado de olho seco pela desidratacdo da conjuntiva adjacente, pois
necessitam manter a concentracdo hidrica e a permeabilidade ao oxigénio
(MACKIE, 1985). Hidratacdo intensa, entretanto, associada a antimicrobianos
profildticos e acompanhamento cuidadoso podem suprir esta deficiéncia
lacrimal (SHAH et al., 2003). Lentes de silicone, que ndo necessitam de
hidratacdo, sdo mais indicadas para afeccdes relacionadas a deficiéncias
lacrimais, porque nao desidratam a superficie ocular (SMIDDY et al., 1990).

G. Associadas ao periodo pds-operatorio

As LCT podem ser Uteis em cirurgias apos a remocao do tecido epitelial,

ceratectomias, ceratoplastias ou cirurgias refrativas a laser, protegendo o
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epitélio, além de reduzir a dor no periodo poés-operatério (THOFT, 1983;
THOFT, 1986; LIM-BOM-SIONG et al.,, 1998). Podem, ainda, ser utilizadas
apos a utilizacdo de adesivo de cianoacrilato em perfuracdes corneanas
(WEISS et al.,1983).

2.7.2 Contra-indicagcdes das LCT

Se ocorrer uma significante reducdo da sensibilidade corneana ao
contato, o olho pode néo tolerar a LCT e pode desenvolver intensa inflamacéo
e infiltracdo corneana. Ha também contra-indicacdo na presenca de lagoftalmia
ou de anomalias palpebrais. Uma dessecacao localizada da lente pode
desencadear irritacdo mecanica e abrasdo da superficie ocular, com

consequente reacao dolorosa (SHAH et al., 2003).

2.7.3 Manutencao das LCT

As lentes de contato podem alterar a superficie ocular normal, de forma
significativa. O polimero de hidrogel pode causar desidratacdo da superficie,
dependendo da concentracdo de agua contida na lente. Desta forma,
lubrificantes oculares podem ser necessarios para manter a estabilidade do
filme lacrimal assim como a hidratacdo adequada da cornea. Outro fator
controverso € a possivel alteracdo da microbiota normal da conjuntiva. Embora
alguns estudos indiquem que a lente de contato ndo altera a microbiota de
forma significativa, outros apontam a ocorréncia de alteracfes quantitativas
importantes (LARKIN e LEEMING, 1991). Devido ao risco de desenvolvimento
de ceratites infecciosas relacionadas ao uso de LCT, a associacdo de
antimicrobianos profilaticos € indicada quando ha utilizacdo de LCT (BROWN
et al., 1974). Em condi¢cdes de uso prolongado da LCT, sua remocao para
limpeza e desinfecc¢éo é indicada, visto que acumulo de depdsitos pode causar
significante irritacdo e desconforto. A LCT pode ser removida semanal ou
mensalmente para limpeza e desinfeccdo, sendo recolocada até total
reepitelizacao (SMIDDY et al., 1990; SHAH et al., 2003).

2.7.4 Complicacdes associadas ao uso de LCT
Dentre as possiveis complicacdes relacionadas ao uso cronico das LCT,

ha uma preocupacdo com a interacdo do material e a superficie ocular,
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avaliando-se sua permeabilidade a agua, oxigénio e medicamentos, além de
sua influéncia sobre a dindmica da lagrima e da reparacdo corneana (SUGITA
et al., 2000; FOULKS et al., 2003; FORNASIERO et al., 2005). Estudos
demonstram que ocorre um aumento nos niveis de mediadores inflamatorios e
reducdo da camada de mucina no filme lacrimal de usuarios de lente de
contato (CHANG e CHANG, 2002; YASUEDA et al., 2005).

As lentes de hidrogel podem causar significante hipoxia, hipercapnia,
alteracdo da barreira epitelial e acidose do tecido corneano (HOLDEN e
MERTZ, 1984; McCNAMARA et al., 1998), além de trauma mecanico crénico ao
epitélio e alterar a distribuicdo do filme lacrimal (THOFT, 1986; BRUCE et al.,
2001). Dependendo do polimero, da hidratacdo e do formato, as lentes podem
aumentar ou reduzir o edema corneano e conjuntival. Alteragbes epiteliais
incluem edema, formacéo de microcistos, reducédo da sensibilidade, alteracbes
na adesao intercelular e pannus (HOLDEN et al., 1985; McNAMARA et al.,
1998; KANPOLAT e UCAKHAN, 2003).

Alteragbes como dobras estromais, formagdo de bolhas endoteliais e
polimegatismo também foram documentadas com o uso prolongado de LCT
(WHITE e MILLER, 1981). Edema e estimulacao de neovascularizacdo tendem
a ser uma consequéncia ao uso cronico, além destes, conjuntivite papilar
gigante, inflamacdo de origem alérgica (DONSHIK e PORAZINSKI, 1999;
CHANG e CHANG, 2002), infiltrados corneanos periféricos (BAUM e
DABEZIES, 2000) e, raramente, inflamacéo intra-ocular severa (PLOTNIK, et
al., 1991) também podem estar associados.

O biomaterial das lentes de contato interfere também na distribuicdo do
filme lacrimal, agindo como um anteparo entre a palpebra e a cornea,
dificultando a remocado de debris e muco da superficie corneana (McNAMARA
et al., 1998; BRENNAN e COLES, 2000; BRUCE et al., 2001; VENTOCILLA e
STAMLER, 2006).

Usuarios de lente de contato por mais de quatro anos podem
desenvolver astigmatismo irregular desencadeado pela alteracdo na curvatura
da cérnea, gerada pelo contato prolongado da curvatura da lente sobre a
superficie corneana (WILSON et al., 1990).

Infeccbes da superficie ocular sdo passiveis de ocorrer concomitante ao

uso de LCT, variando com o tipo de polimero e tempo de utilizacdo (POGGIO
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et al., 1989; NILSSON e MONTANA, 1994). A LCT, quando posicionada no
olho, rapidamente acumula proteinas, glicoproteinas e lipideos do filme lacrimal
em sua superficie. Bactérias aderem-se a estes componentes, colonizando a
superficie da lente e do epitélio subjacente (LIESEGANG, 1997; CHENG et al.,
1999; WILLCOX et al., 2001). As bactérias gram-positivas sdo as mais
comumente isoladas, incluindo Staphylococcus coagulase negativa,
Propionibacterium sp. e Corynebacterium sp. Dentre as gram-negativas,
incluem-se a Pseudomonas sp., Stenotrophomonas sp. e Acinetobacter sp
(WILLCOX et al., 2001).

2.7.5 Utilizagcdo das lentes de contato terapéuticas em medicina
veterinaria

Seu uso comecou a ser relatado no final da década de 1970 em céaes
(SCHMIDT et al., 1977) e inicio da década de 1980 em equinos (TAMMEUS et
al., 1983), onde a escolha da lente era baseada na permanéncia desta na
superficie da cornea por um periodo superior a 24 horas. Segundo relatos, 73%
a 95% das ulceras corneanas refratarias em caes cicatrizaram com a aplicacéo
de LCT (MORGAN et al., 1984; DICE e COOLEY, 1988). Com o intuito de se
obter melhor adaptacdo a curvatura e ao didmetro da cornea animal, diversas
lentes de uso humano foram testadas (DICE e COOLEY, 1988). Estudos
realizados em cdes com lentes de hidrogel revelaram que as lentes se
mantiveram em 70% dos animais, durante sete dias (SCHMIDT et al., 1977) e
em 75% dos casos durante oito dias, em média (MORGAN et al., 1984),
entretanto a maioria dos animais ndo utilizou colar elisabetano. A principal
complicacédo esta associada ao inadequado posicionamento da lente, visto a
variacdo na curvatura encontrada entre as diferentes racas (SAMPAIO et al.,
2002). Lentes de contato com posicionamento inadequado causam
desconforto, edema corneano, neovascularizagéo, infec¢cdes secundarias e seu
desprendimento (KERN, 1990). Quanto ao tempo de permanéncia, uma
cantorrafia lateral temporaria poderia prolongar sua retencdo (GILGER e
WHITLEY, 1999).

As LCT podem ser utlizadas com sucesso em enfermidades
relacionadas a erosd0es corneanas recorrentes ou  persistentes,

descemetoceles, traumas e Ulceras crbnicas. Podem ainda ser utilizadas



23

associadas a outras condutas como ceratotomia ponteada ou em grade ou
ainda a ceratectomia superficial (GILGER e WHITLEY, 1999). Sua utilizagdo
em alteracdes palpebrais, como entropio e lagoftalmia, é controversa devido ao
ressecamento e deslocamento da lente, assim como em ceratoconjuntivite
seca (SCHMIDT et al., 1977; MORGAN et al., 1984). Comparada a técnica de
recobrimento com terceira palpebra, a LCT oferece vantagens por néo obrigar
a utilizacdo de anestesia geral e de ndo restringir a visdo do animal, além de
permitir o acompanhamento da lesdo corneana (SCHMIDT et al., 1977,
MORGAN et al.,1984).

2.8 MEMBRANA DE CELULOSE BIOSSINTETICA

Estudada desde a década de 1960, a bactéria gram-negativa,
Acetobacter xylinum, possui a caracteristica de sintetizar um material
semelhante a celulose, porém de origem animal, diferindo-se da celulose
vegetal pela arquitetura da parede celular (CARSON et al, 1967; WEBB e
COLVIN, 1967). Na década de 1980, entretanto, desenvolveu-se uma pelicula
de celulose pura microfibrilar biossintética, obtida por um processo de
fermentacdo da bactéria. O material foi desenvolvido no LQBB - Laboratorio de
quimio/biotecnologia de biomassa da Universidade Federal do Parana (UFPR),
para utilizacdo como substituto temporario da pele (Biofill®), curativo para
cirurgias periodontais (Gengiflex®), reconstrucdo vascular, entre outros.
Passou entdo a ser utilizado em diferentes tipos de lesdo de pele em Medicina,
a partir de 1987 (ROSS et al, 1991; GEYER et al., 1994; KLEMM et al., 2001).

Esta membrana possui estrutura semelhante a derme, ¢é
semitransparente e parcialmente flexivel, possibilitando seu uso como
substituto a ela em casos de queimaduras severas, dermoabrasdes, Ulceras,
cobertura de incisdes cirargicas, leses traumaticas e escoriagdes, reduzindo a
dor e auxiliando na reparacao cicatricial (REBELLO et al., 1987; FONTANA et
al., 1990; FONTANA et al., 1991; MARQUES et al., 1996; MAYALL et al., 1990;
WOUK e SOUZA, 1996). Em grandes queimaduras verificou-se a facilidade
com que a pelicula se aderiu ao leito da ferida e o desprendimento espontaneo
da mesma apds a reepitelizacdo, evitando a invasao bacteriana e diminuindo a
perda de proteinas e eletrdlitos. Apresentou assim, caracteristicas de

biocompatibilidade sendo biodegradavel, inerte, atdxica e seletivamente
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permedvel, agindo como uma barreira aos microorganismos (DE PAOLA e
SOUZA, 1987; GATTAZ SOBRINHO, 1989). Em dermoabrasdes revelou efeito
hemostéatico e em diversos tipos de Ulceras, limitou a formacdo de tecidos
exuberantes pela orientacdo da formacao cicatricial (PITANGUY et al., 1988;
MAYALL et al.,, 1990). As primeiras descricbes do uso da membrana em
veterinaria foram de Wouk e Michelotto (1989) e de Wouk e Souza (1996) que
constataram a eficacia desta no tratamento de feridas em cavalos. Relato de
Marques et al., (1996) também demonstrou sua utilizacdo em feridas maméarias
em vacas, no qual relatou uma diminuicdo no periodo de cicatrizacdo e
auséncia de necessidade de trocas diarias de curativos. Evidéncias
histopatoldgicas demonstraram a ocorréncia de deposicao precoce de fibrina
no leito da ferida, proporcionando aderéncia ao tecido, seguida de
desprendimento espontaneo apos a reepitelizacdo (WOUK et al., 1998).

Realizaram-se estudos da acdo da membrana de celulose sobre o tecido
corneano, em ceratoplastias lamelares, com a aplicacdo de uma bandagem da
membrana, com ou sem sutura, sobre a cérnea de coelhos. Notou-se auxiliar a
cicatrizacdo deste tecido em um periodo de 12 horas (BRIK, 1991;
SCHOENAU, 1993).

Além das caracteristicas protetoras e cicatrizantes, segundo Markman et
al. (1995), a membrana pode ainda ser impregnada com antimicrobiano.
Demonstrou a liberacdo gradual de tetraciclina, em concentracfes
decrescentes durante 12 dias, apos o implante de discos embebidos no

peritdnio de camundongos.
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3 OBJETIVOS

Apoés inducédo de ceratite bacteriana experimental por Staphylococcus
aureus em caes, propOs-se avaliar a utilizacdo de lente de contato
biossintética, com liberacdo gradual de ofloxacina, considerando-se:

e Os sinais clinicos oculares relacionados ao uso deste biomaterial

e As alteracdes morfologicas da cornea e a influéncia da lente sobre
a reparacao do tecido corneano;

e A liberagdo gradual de ofloxacina, a partir do biomaterial,
detectando-se sua presenca no humor aquoso, com andlise por cromatografia
liquida de alto rendimento (HPLC);

e O efeito deste antimicrobiano sobre o crescimento bacteriano, por
analise microbioldgica;

oo A andlise estrutural do biomaterial quando utilizado na superficie

ocular.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os critérios utilizados seguiram as normas para experimentacao
animal e foram aprovados pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus Botucatu.

4.2  ANIMAIS

Foram utilizados 32 olhos de 20 cédes higidos, sem raca definida,
adultos, machos e fémeas, com peso entre 10 e 20 Kg, fornecidos pelo Biotério
Central do Campus de Botucatu - UNESP. Todos foram submetidos a exame
oftalmoldgico individual, avaliando-se a integridade da cérnea com iluminacéo
artificial direta’, sendo entéo identificados e mantidos em canis individuais,

onde receberam ragdo e agua ad libitum.

4.3 PREPARO DO MATERIAL UTILIZADO NO EXPERIMENTO

4.3.1 Lentes de contato biossintéticas

As lentes foram confeccionadas a partir de uma membrana de celulose
bacteriana®, produzida em meio enriquecido para crescimento, mantido durante
72 horas até obter-se uma manta de 10 mm de espessura. A celulose foi
embebida em solugdo tampéo, para atingir pH 7. Ap0s secagem em estufa,
obteve-se uma membrana desidratada de 0,5 mm de espessura. O raio de
curvatura e diametro das lentes foi padronizado de acordo com dados obtidos
da ceratometria® dos animais. Foram realizadas trés mensuracdes em cada
olho, obtendo-se valor médio dos raios de curvatura de 8,5 mm, em 16 olhos
avaliados (Tabela 1). Quanto ao diametro das lentes, obteve-se um valor médio
aproximado de 16 mm de limbo a limbo, mensurado com compasso cirargico
Castroviejo diretamente sobre as corneas destes animais. A membrana foi
prensada em forma de teflon, obtendo-se a curvatura padronizada
previamente. A lente foi cortada passando a apresentar diametro de 16 mm e

as bordas foram polidas para eliminar possiveis ranhuras que pudessem irritar

! Lanterna halégena - Welch Allin
% Fibrocel Produtos Biotecnologicos - Brasil
® Autoceratdmetro Nidek modelo KM 500 - Japan
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a superficie ocular. Apés a sua confeccao, ela foi esterilizada por radiacéo
gama. Este método de esterilizacdo foi eleito por ndo alterar a composigcao
fisica da membrana de celulose. O processamento das lentes foi efetuado no
Departamento de Quimica Inorganica do Instituto de Quimica da UNESP -
Campus Araraquara.

Apés este processo, as lentes foram embebidas em solucdo de
ofloxacina a 0,3%", durante 24 horas, para impregnacdo com o antibiético,
atingindo espessura média de 0,7mm.

TABELA 1: Médias dos raios de curvatura das cOrneas avaliadas e média geral

das mensuracdes

OLHO RAIO (MM)
1 8,3
2 8,5
3 8,6
4 8,7
S 8,3
6 8,5
7 8,3
8 8,6
9 8,6
10 8,6
11 8,6
12 8,5
13 8,7
14 8,3
15 8,4
16 8,5
Média geral 8,5

Didmetro
da lente = 1 fmm

FIGURA 1: Esquema das medidas do molde da lente de contato; area em azul

representando o formato da lente

* Ofloxacina - Alcon - Brasil
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4.3.2 Inéculo bacteriano

A. Bactéria

Foi utilizada uma linhagem com padréo internacional de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 previamente descrita como causadora de ceratite em
coelhos e analisada em tratamento experimental de ceratite bacteriana
(MOREAU et al., 2002).

B. Padronizacéo do inéculo

O cultivo bacteriano foi realizado no Departamento de Microbiologia do
Instituto de Biociéncias da UNESP - Campus Botucatu. Para verificacdo da
pureza da amostra de Staphylococcus aureus ATCC 25923, esta foi semeada
em placa de agar sangue por 24 horas a 37°C. Para o preparo do inéculo,
coldnias de S. aureus foram semeadas em caldo Infuséo de Cérebro e Coracéo
(BHI) e, apés incubacao por 24 horas a 37°C, a turvacao foi ajustada de acordo
com a escala 0,5 de McFarland, utilizando solucdo salina (0,85%) como
diluente. A turbidez é correlacionada com uma contagem de 10® UFC/m
(KOWALSKI et al., 2001).

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.4.1 Grupos experimentais
Utilizaram-se 32 olhos distribuidos em quatro grupos experimentais:

l. GrCL: oito olhos com ceratite bacteriana experimental, tratados
durante sete dias com lente de contato terapéutica biossintética
embebida em ofloxacina 0,3%.

I. GrC: oito olhos com ceratite bacteriana experimental, tratados
durante sete dias com colirio de ofloxacina 0,3%, quatro vezes ao
dia.

Il GrL: oito olhos sem lesdo mantidos com lente de contato
terapéutica biossintética embebida em ofloxacina 0,3% durante
sete dias.

V. GrN: oito olhos normais, sem lesdo e sem lente de contato, para

controle.
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4.4.2 Inducgéo do abscesso corneano

Os animais do GrCL e do GrC foram tranquilizados com 0,1mg/kg de
acepromazina® e 1mg/kg de cloridrato de tramadol®, via intramuscular e, apés
10 minutos, anestesiados com 15mg/kg de cetamina’ associada a 2mg/kg de
xilazina® e 1mg/kg de diazepam®, via intravenosa. Procedeu-se & anti-sepsia da
superficie ocular com solugcdo de iodo povidine a 5%, diluido em solucao
fisiolégica. A cérnea foi dessensibilizada com colirio de proximetacaina®® 0,5%,
a abertura das palpebras foi realizada com blefarostato Barraquer'! e o
posicionamento do bulbo ocular com pincas Halsted'? sobre a conjuntiva bulbar
para visibilizacdo ao microscépico estereoscépico cirlrgico™®. Realizou-se uma
incisédo de 0,5mm de profundidade e 2 mm de comprimento com bisturi 15° de
profundidade limitada de 0,5mm* na regi&io central da cérnea; em seguida, a
camada estromal média foi incisada, paralela as lamelas, com bisturi crescente
angulado™, de modo a formar um tanel, onde foi inoculado 0,1 ml de cultivo
bacteriano com 108 unidades formadoras de col6nia (UFC) de Staphylococcus
aureus ATCC25923. Ambos os tratamentos foram iniciados 24 horas apoés a
inducdo da ceratite e mantidos durante sete dias. Nos olhos pertencentes ao
grupo tratado com a lente de contato, esta foi posicionada instilando-se colirio
de proparacaina para dessensibilizacdo da cérnea. Nos olhos referentes ao
grupo tratado com colirio, instilou-se ofloxacina 0,3% *°, quatro vezes ao dia.
Em todos os animais tratados foi instilado colirio de atropina 1%'’ a cada 24
horas durante sete dias, para controle do espasmo da musculatura ciliar e

alivio da dor.

> Acepran - Univet - Brasil

® Tramal - Searle - Brasil

! Dopalen - Agribands - Brasil

8 Dopaser - Calier - Espanha

9 Diazepam - Unido Quimica - Brasil

1% Anestalcon - Alcon - Brasil

! Steel Inox - Brasil

!2 steel Inox - Brasil

3 Modelo SOM 62 Standard, Karl Kaps, Alemanha
4 Micro Feather - Feather Safety Razor - Japan

!5 Crescent bevel up - Feather Safety Razor - Japan
18 Ofloxacina - Alcon - Brasil

7 Atropina 1% colirio - Allergan-Frumtost - Brasil
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4.4.3 Colheita de secrecdo conjuntival para cultivo microbioldgico

Utilizou-se swab estéril*®

, previamente embebido em solugdo salina
estéril, mantido durante 10 segundos em contato com a conjuntiva palpebral
inferior e acondicionado em frasco estéril até o momento da semeadura em

placa de agar sangue. A colheita foi realizada em todos os animais avaliados.

4.4.4 Colheita de humor aquoso para analise farmacoldgica

Todos os animais foram anestesiados com 10 mg/kg via intravenosa da
associacdo de tiletamina e zolazepam'®, e com proparacaina tépica, para
puncdo de camara anterior e colheita 0,2 ml de humor aquoso, com agulha®
de 13x0,45 mm e seringa®* de 1 ml; apds aspiracéo, introduziu-se uma bolha
de ar, de mesmo volume, para manter a pressdo da camara anterior. O humor
aquoso foi acondicionado em microtubo estéril e mantido em congelador a

-80°C até a realizacdo da analise farmacolégica.

445 Biopsiadas corneas para avaliacao histopatologica

Todos os animais foram tranquilizados com 0,1mg/kg de acepromazina®
e 1mg/kg de cloridrato de tramadol®, via intramuscular e, apés 10 minutos,
anestesiados com 15mg/kg de cetamina®* associada a 2mg/kg de xilazina® e
1mg/kg de diazepam?®, via intravenosa. Foram realizadas duas bi6psias em
todos os olhos avaliados, delimitando-se 5 mm de largura com compasso
cirdrgico Castroviejo e profundidade de 0,5 mm com bisturi de profundidade
limitada. O tecido delimitado foi removido com auxilio de bisturi crescente
angulado. Uma amostra do tecido corneano foi fixada em formol a 10%
tamponado e a outra em Carnoy, composto por formaldeido, cloroférmio e
alcool 70%, durante 24 horas e ambas mantidas em alcool 70%, para inclusédo

em parafina. Foram realizados cortes histolégicos de quatro micrometros,

'8 Sterile Swab - IVD - Italy

19 Zoletil - Virbac - Brasil

20 Agulha descartavel estéril - BD - Brasil

%1 Seringa descartavel estéril - Plascalp - Brasil
2 pcepran - Univet - Brasil

%3 Tramal - Searle - Brasil

%4 Dopalen - Agribands - Brasil

% Dopaser - Calier - Espanha

%% Diazepam - Uni&o quimica - Brasil
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corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) para anéalises morfologicas

em microscopia de luz.
45 AVALIACAO DOS RESULTADOS

4.5.1 Clinica

Os animais foram avaliados diariamente, considerando-se o primeiro,
terceiro e sétimo dias de cada periodo, para andlise estatistica, com auxilio de
iluminacao artificial direta®’, para observacéo da evolucéo clinica dos sinais de
blefarospasmo, secrecéo ocular, hiperemia conjuntival, quemose, opacidade e
neovascularizagdo corneana. Acompanhou-se também a evolugcdo do
abscesso corneano. Estas alteracdes foram quantificadas de forma subjetiva
em: 0 — ausente; 1 — leve; 2 — moderado; 3 — intenso (MUNGER, 2002). A lente

de contato foi analisada em relacdo a sua presenca e integridade, sendo

removida ao final do periodo de observacéo.

4.5.2 Microbiolégica

No momento imediatamente anterior ao inicio do tratamento e
posteriormente, em intervalos de 24 horas, realizou-se coleta de secrecao
conjuntival com swab em todos os olhos observados no experimento, até a
cultura apresentar-se negativa. O swab conjuntival foi semeado, para cultivo
microbiolégico, em placa de agar sangue e caldo BHI, em incubacédo a 37° C,
para se observar crescimento de colbnias e turvacédo, respectivamente, sendo
avaliado a cada 24 h. O cultivo bacteriano foi realizado no laboratério do
Departamento de Microbiologia do Instituto de Biociéncias da UNESP -
Botucatu.

4.5.3 Morfoldgica

No final de cada periodo de observacdo, ou seja, ao sétimo dia, foi
realizada coleta de tecido corneano para avaliagdo histopatologica. Ao exame
microscopico de luz foram avaliados parametros morfométricos referentes a
espessura da camada epitelial e nimero de células do tecido estromal

(fibrécitos e leucdcitos). As imagens foram capturas pelo sistema digital

27 Welch Allin - EUA
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acoplado ao microscépio®® associado a uma camera digital de mesma marca.
Para a andlise epitelial, foram realizadas cinco mensuracdes, através do
software Leica Qwin?® considerando-se a distancia da membrana basal até a
superficie do epitélio. Para contagem automatica das células estromais utilizou-
se o software AVSoft BioView®®, considerando-se cinco campos da area
estromal, delimitando-se 34,5% da area total digitalizada. As lentes de contato
biossintéticas removidas dos olhos, ap0s os periodos de avaliagdo, foram
fixadas em formol 10% tamponado, para analise em microscopia de luz e em
glutaraldeido, para andlise por microscopia eletrdnica de varredura®’. Estas
avaliacdes foram realizadas junto ao Departamento de Morfologia do Instituto

de Biociéncias da UNESP — Campus Botucatu.

4.5.4 Farmacologica

Realizou-se a colheita de humor aquoso no terceiro e sétimo dias apoés
inicio do tratamento. A liberagdo do antibidtico presente na lente de contato
utilizada neste experimento foi analisada de forma quantitativa, pelo Sistema
Shimadzu®** de cromatografia liquida de alto rendimento (HPLC) e software
para aquisicdo e tratamento de dados LC Solution versdo 1.22 SP1. O
processamento do material foi realizado na Fundagéo de Estudos e Pesquisas
Agricolas e Florestais (FEPAF).

4.6  ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizados os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis para
comparacao entre grupos, em cada momento de avaliagdo e o teste de
Friedman para comparacdo entre os momentos. Os testes, para todas as
variaveis relativas as observacdes clinicas e histopatolégicas, foram realizados
a 5% de significancia (p<0,05) (ZAR, 1999).

%8 | eica - Inglaterra

9 | eica - Inglaterra

%0 AVSoft - Brasil

%1 Quanta 200 - FEI Europe BV - Tchecoslovakia
% Shimadzu - Japan
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO CLINICA

5.1.1 Blefarospasmo

Apo6s a indugcdo da ceratite, os animais apresentaram blefarospasmo
moderado ou intenso no primeiro dia, sendo que no GrC este sintoma regrediu
para leve ou moderado no terceiro dia, tornando-se discreto em quatro olhos e
ausente nos demais, aos sete dias. Quanto aos olhos do GrCL, houve
regressdo ao terceiro dia, mas ndo houve melhora até o final do periodo de
observagdo. No GrL, os animais desenvolveram blefarospasmo leve no
primeiro dia apds a colocacdo da lente, tornando-se moderado ou intenso no
final do periodo em cinco olhos e leve nos demais. O grupo controle (GrN) nédo
apresentou blefarospasmo nos momentos avaliados. Os valores individuais e

as medianas estao representados na Tabela 2 e na Figura 4, respectivamente.

5.1.2 Secrecao ocular

Secrecao ocular mucopurulenta formou-se nos olhos que sofreram
indugdo da ceratite de forma moderada ou intensa no primeiro dia, reduzindo
para ausente ou leve no GrC e para leve ou moderado no GrCL, com excecao
de um olho deste grupo que apresentou secre¢ao mucosa intensa durante todo
0 periodo de avaliacdo. No GrL observou-se presenca de secrecdo mucosa
leve ou moderada no terceiro dia, evoluindo para leve a intensa no sétimo dia.
O grupo controle (GrN) nao apresentou secrecdo ocular nos momentos
avaliados. Os valores individuais e as medianas estao representados na Tabela

3 e na Figura 5, respectivamente.



37

5.1.3 Hiperemia conjuntival

Observou-se hiperemia conjuntival moderada ou intensa nos olhos que
apresentavam ceratite induzida, sendo que, no GrC, houve regressédo deste
sintoma para leve ou moderado ao terceiro dia e para ausente ou leve ao
sétimo dia. No GrCL, ao terceiro dia, este sinal regrediu em quatro olhos e
manteve-se nos demais; ao sétimo dia apresentou-se leve em trés e moderado
em cinco olhos. O GrL demonstrou sinais leves no primeiro dia, evoluindo para
leve ou moderado ao terceiro dia e para leve a intenso ao sétimo dia. O grupo
controle (GrN) ndo apresentou hiperemia conjuntival nos momentos avaliados.
Os valores individuais e as medianas estdo representados na Tabela 4 e na

Figura 6, respectivamente.

5.1.4 Quemose

Apés a inducdo da ceratite, os olhos do GrCL apresentaram quemose
moderada a intensa no primeiro dia, reduzindo para ausente a moderada no
terceiro dia; em seguida houve pouca reducéo deste sinal até o sétimo dia em
cinco olhos, auséncia em dois olhos e em um olho manteve-se moderada em
todo o periodo. No GrC observou-se guemose leve a moderada no primeiro dia
e ausente nos demais momentos. O GrL apresentou sintoma leve no terceiro
dia em trés olhos e, no sétimo dia, leve em seis olhos e moderado ou intenso
nos outros dois. O grupo controle (GrN) nao apresentou quemose nos
momentos observados. Os valores individuais e as medianas estdo

representados na Tabela 5 e na Figura 7, respectivamente.
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5.1.5 Abscesso corneano

O abscesso induzido foi avaliado em todos os olhos apenas pelas
caracteristicas observadas pelo exame direto da cérnea. Os olhos do GrCL
apresentavam o abscesso no primeiro dia de avaliagdo, no terceiro dia ndo foi
observado devido a presenca da lente de contato, no sétimo dia, apés a
remocao desta, observou-se que a leséo persistiu em seis e houve piora em
dois olhos. No GrC a lesdao manteve-se inalterada no terceiro dia em trés olhos
e reduziu para ausente ou leve nos demais, no sétimo dia estava ausente em
todo o grupo. O GrL e o GrN néo desenvolveram, em qualquer dos momento,
lesdo corneana semelhante a induzida inicialmente nos demais grupos. Os
valores individuais e as medianas estao representados na Tabela 6 e na Figura

8, respectivamente.

5.1.6 Opacidade corneana

Avaliou-se a opacidade desenvolvida ao redor da lesédo induzida,
associada a opacidade generalizada eventualmente observada. Os olhos que
continham a leséo apresentaram opacidade moderada no primeiro momento,
sendo que no GrC esta reduziu para leve em sete deles e para moderada em
um, no terceiro dia e para ausente em todos, no ultimo dia de avaliagéao.
Entretanto, no GrCL este sinal mostrou-se moderado no inicio, reduzindo em
apenas dois olhos e piorando em outros dois, do terceiro ao sétimo dia e
mantendo-se inalterado nos demais, durante todo o periodo. O GrL nao
apresentou opacidade no primeiro momento, mas trés olhos a desenvolveram
de forma leve no terceiro dia e todos a exibiram, variando de leve a intensa, no
sétimo dia. O grupo controle (GrN) ndo desenvolveu opacidade corneana nos
momentos avaliados. Os valores individuais e as medianas estdo

representados na Tabela 7 e na Figura 9, respectivamente.
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5.1.7 Neovascularizacao

Todos os olhos observados no GrCL desenvolveram neovascularizagéo
no sétimo dia de avaliacdo, de forma leve a intensa, assim como no GrL, de
forma leve a moderada. No GrC apenas trés olhos desenvolveram este sinal,
de modo leve a moderado, no terceiro dia, mantendo-se até o final do periodo.
O grupo controle (GrN) ndo manifestou sinais de neovascularizagdo nos
momentos avaliados. Os valores individuais e as medianas estao

representados na Tabela 8 e na Figura 10, respectivamente.

TABELA 2 - Escores de blefarospasmo observados nos olhos dos diferentes

grupos no primeiro (M1), terceiro (M3) e sétimo (M7) dias de avaliacdo

Grupo GrCL GrC GrL GrN
—gﬁ{;‘g”ms ML M3 M7 [M1 M3 M7 |[M1 M3 M7 [M1 M3 M7
1 3 1 2 |2 1 1 |1 1 1 |o o0 o
2 2 1 1 |2 1 1 |1 1 1 |0 o0 o
3 2 1 1 |3 1 o0 (1 1 1 |0 o0 o
4 3 1 1 |3 2 1 |1 2 2 |o o0 o
5 2 1 2 |3 2 1 |1 1 2 |0 o0 o
6 2 2 2 /3 2 o0 |1 2 3 |0 o0 o
7 3 2 2 |3 2 o0 |1 2 3 |0 o0 o
8 3 2 2 |2 2 o0 |1 1 2 o o0 o

GrCL: grupo ceratite+lente; GrC: grupo ceratite; GrL: grupo lente; GrN: grupo normal

3
o GrCL
n 2
o mGrC
(@]
o m GrL
o 1
O GrN
0
M1 M3 M7
Momentos

Figura 4: Representagdo gréfica das medianas dos escores de blefarospasmo,
dos grupos em cada momento de avaliagcédo, no primeiro (M1), terceiro (M3) e
sétimo (M7) dias
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TABELA 3 - Escores de secregdo ocular observados nos olhos dos diferentes

grupos no primeiro (M1), terceiro (M3) e sétimo (M7) dias de avaliagéo

O~NOOUITDWN R
WWWWwwwww
NN WWWWW W
PRPRPNONNRNER
ecNoNoloNoNoNoNe
PNNRNONR R
cNoNoloNoNoNoNe
cNolololNolNoNoNo]
cNoNoloNoNoNeNeo]

NWWNNREP PP

OCOOrRrPFRPORFrPF

WWNWE R NN
NNNWR R R R

GrCL: grupo ceratite+lente; GrC: grupo ceratite; GrL: grupo lente; GrN: grupo normal

3
o GrCL
n 2
o m GrC
o
o m GrL
w1
O GrN
0
M1 M3 M7
Momentos

Figura 5: Representacdo gréfica das medianas dos escores de secrecao
ocular, dos grupos em cada momento de avaliacdo, no primeiro (M1), terceiro
(M3) e sétimo (M7) dias
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TABELA 4 - Escores de hiperemia conjuntival observados nos olhos dos
diferentes grupos no primeiro (M1), terceiro (M3) e sétimo (M7) dias de

avaliacao

WWWWwwWwww
NNMNNNRNR R
NNWWWWWN
NNONNNNNN R
PRRPRRRRPLRO
RPRRPRRRRRR
PRNNNN RN
NWWNNRF RPN
cNeNoNoNoNoNeoNo)
oNeNoNoloNoNoNo)
[eNoNoNoNoNoNolNo)

WwnhNhNWkRrRFPPW®W

co~NO O WNBE

GrCL: grupo ceratite+lente; GrC: grupo ceratite; GrL: grupo lente; GrN: grupo normal

3
o GrCL
@ 2 mGrC
3
L
O GrN
0
M1 M3 M7
Momentos

Figura 6: Representacdo gréfica das medianas dos escores de hiperemia
conjuntival, dos grupos em cada momento de avaliagdo, no primeiro (M1),

terceiro (M3) e sétimo (M7) dias
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TABELA 5 - Escores de quemose observados nos olhos dos diferentes grupos
no primeiro (M1), terceiro (M3) e sétimo (M7) dias de avaliacdo

O~NOOUITDWN R
RPRPNRRORO
PRPNNOMNONNN R
cNeoNololoRoNoNe)
eNoloNolNoNoNoeNo)
eNoNoNoloRoNoNo)
OCORRPRRLROOO
eNoNololoRoNoNo)
eNeoNololoRoNoNe)
[eNolNoNolNoNoNoeNo)
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NNNMNNRFRPRPREPRO

GrCL: grupo ceratite+lente; GrC: grupo ceratite; GrL: grupo lente; GrN: grupo normal

3
o GrCL
§ 2 mGrC
(@]
7 m GrL
w 1
O GrN
0
M1 M3 M7
Momentos

Figura 7: Representacdo grafica das medianas dos escores de quemose, dos
grupos em cada momento de avaliacdo, no primeiro (M1), terceiro (M3) e
sétimo (M7) dias
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TABELA 6 - Escores de abscesso corneano observados nos olhos dos

diferentes grupos no primeiro (M1), terceiro (M3) e sétimo (M7) dias de

avaliacao
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GrCL: grupo ceratite+lente; GrC: grupo ceratite; GrL: grupo lente; GrN: grupo normal

* momento ndo avaliado devido a presenca da lente
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Figura 8: Representacdo grafica das medianas dos escores de abscesso

corneano, dos grupos em cada momento de avaliagdo, no primeiro (M1),

terceiro (M3) e sétimo (M7) dias
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TABELA 7 - Escores de opacidade corneana observados nos olhos dos
diferentes grupos no primeiro (M1), terceiro (M3) e sétimo (M7) dias de

avaliacao
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GrCL: grupo ceratite+lente; GrC: grupo ceratite; GrL: grupo lente; GrN: grupo normal
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Figura 9: Representacdo gréfica das medianas dos escores de opacidade
corneana, dos grupos em cada momento de avaliacdo, no primeiro (M1),
terceiro (M3) e sétimo (M7) dias
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TABELA 8 - Escores de neovascularizagdo observados nos olhos dos
diferentes grupos no primeiro (M1), terceiro (M3) e sétimo (M7) dias de

avaliacao
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GrCL: grupo ceratite+lente; GrC: grupo ceratite; GrL: grupo lente; GrN: grupo normal
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Figura 10: Representacdo grafica das medianas dos escores de
neovascularizagdo, dos grupos em cada momento de avaliacdo, no primeiro
(M1), terceiro (M3) e sétimo (M7) dias
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52 AVALIACAO MORFOLOGICA

A avaliagcdo histoldgica da lente de contato biossintética detectou, na
microscopia de luz, presenca de células inflamatdrias e, na microscopia
eletrbnica de varredura, presenca de muco e de debris celulares, aderidos as

fibrilas da lente (Figuras 20 e 21).

5.2.1 Epitélio corneano

Observou-se epitélio pavimentoso estratificado ndo queratinizado; nos
cortes histologicos do GrCL, GrL e GrC a camada epitelial continha namero
reduzido de células comparada aos olhos do grupo controle (GrN). As células
epiteliais basais desenvolveram espongiose (edema intraepitelial),
caracterizando um epitélio jovem e em fase inflamatoéria. No GrCL, em um olho
observou-se espessamento da membrana basal e dois formaram cistos
intraepiteliais. No GrL trés olhos ndo possuiam camada epitelial no corte
histoldgico e outros trés olhos continham cistos epiteliais. No GrC dois cortes
histologicos apresentaram espessamento de membrana basal. Ndo se notou
alteracfes quanto a espessura e a morfologia epitelial nos olhos do GrN. As
mensuragdes da espessura da camada epitelial sdo representadas na Tabela 9
e na Figura 11.

5.2.2 Estroma corneano

A camada estromal presente nos cortes histolégicos do GrCL
caracterizou-se pelo desarranjo das lamelas e reducdo da eosinofilia,
resultantes do edema intra-estromal, sendo mais intenso na por¢cao anterior
proximo a membrana basal do epitélio. O estroma continha ceratécitos,
fibrécitos e leucécitos mono e polimorfonucleares, predominando linfcitos e
mondcitos, sendo moderado em seis olhos e intenso nos outros dois. Em um
corte histolégico observou-se formacédo de neovasos. No GrC edema estromal
leve a moderado estava presente em todos os olhos, de forma menos intensa,
comparada ao GrCL. A regido estromal continha poucos leucdcitos e apenas
um olho continha neovaso. No GrL leucécitos equivaleram-se em quantidade
ao GrCL, sendo que os trés olhos com exposi¢cdo estromal continham grande

quantidade de mononucleares. Assim como no GrCL, o GrL também
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demonstrou desarranjo das lamelas estromais, de forma mais evidente que nos
olhos do GrC. Os olhos do GrN mostraram estroma regular, baixa celularidade
e raros leucdcitos. A contagem das células estromais esta representada na
Tabela 10 e na Figura 12. Nao se detectaram bactérias nos cortes histologicos

avaliados.
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TABELA 9 - Médias da espessura da camada epitelial (um) da cornea dos

olhos avaliados nos diferentes grupos aos sete dias de pos-operatorio

1 28,04 32,33 24,79 60,33
2 73,9 61,56 154 62,84
3 42,84 48,44 82,65 76,61
4 30,43 35,15 14,56 87,95
5 20,93 40,89 38,45 92,72
6 17,94 48,22 0 79,01
7 11,06 41,87 0 74,38
8 33,37 56,09 35,72 54,63
GrCL: grupo ceratite+lente; GrC: grupo ceratite; GrL: grupo lente; GrN: grupo normal

100
—~ 80
5 m GrCL
o 60 mGrC
5
§ 40 m GrL
x @GN
@ 20

0
1 2 3 4 5 6 7 8
Olho

Figura 11: Representacao grafica das médias da espessura da camada epitelial
(um) da coérnea dos olhos avaliados nos diferentes grupos aos sete dias de

pos-operatorio
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TABELA 10 - Médias das contagens de células estromais dos olhos avaliados
nos diferentes grupos aos sete dias de pds-operatorio

1 74,6 72,6 96,8 22,6
2 101,8 111,6 61,4 47,8
3 135,6 82,6 89 34,2
4 97,4 125 279 38,4
5 57,8 120,4 151,6 33,6
6 74,8 49,4 190,4 53,4
7 159,4 68 30,6 454
8 197,4 56,6 50,8 44,6
GrCL: grupo ceratite+lente; GrC: grupo ceratite; GrL: grupo lente; GrN: grupo normal

300
g 250
S 200 m GrCL
3 m GrC
L 150
o m GrL
g 100 @ GrN
2 50

0

1 2 3 4 5 6 7 8
Olho

Figura 12: Representacado grafica das médias do niumero de células estromais
dos olhos avaliados nos diferentes grupos aos sete dias de pés-operatério
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5.3 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

No GrCL, na secregcdo conjuntival de apenas um olho nao houve
crescimento bacteriano na placa semeada, no primeiro dia de coleta; quatro
resultaram em alta quantidade de colbnias (acima de 300 UFC) e trés tiveram
crescimento limitado. No segundo dia, houve reducdo na contagem de colbnias
em seis olhos e aumento em um, a coleta posterior apresentou crescimento
baixo em apenas duas placas e negativo nas demais bem como em todas as
coletas ao quarto dia (Tabela 11).

Nos olhos pertencentes ao GrC, houve maior crescimento bacteriano
nas placas semeadas no primeiro dia em cinco olhos, caracterizado pela alta
contagem de col6nias tipicas de S. aureus; os demais apresentaram baixa
contagem. Nos dias subsequientes, o crescimento bacteriano foi muito reduzido
(Tabela 12).

Nas culturas referentes ao GrL, houve pouco crescimento em apenas
dois olhos no primeiro dia e apenas um olho apresentou crescimento nas
placas, até o quarto dia (Tabela 13).

Quanto ao GrN, houve baixa contagem de UFC no primeiro dia em
apenas trés olhos e em quatro no segundo dia. Os demais ndo demonstraram

crescimento bacteriano (Tabela 14).

TABELA 11 - Contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) nas placas
de agar sangue, semeadas no primeiro (M1), segundo (M2), terceiro (M3) e
quarto (M4) dias, com secrecao dos olhos referentes ao grupo ceratite e lente
(GrCL)

GrCL M1 M2
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TABELA 12 - Contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) nas placas

de agar sangue, semeadas no primeiro (M1), segundo (M2), terceiro (M3) e

quarto (M4) dias, com secrecédo dos olhos referentes ao grupo ceratite (GrC)

GrC

M1

M2

M3

M4

O~NOOThA~ WN P

300
300
300
4
300
15
243
1

OrRrPOOFrLrOO0o
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OCOO0OO0OO0OOO0OO0o

TABELA 13 - Contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) nas placas

de agar sangue, semeadas no primeiro (M1), segundo (M2), terceiro (M3) e

quarto (M4) dias, com secrecao dos olhos referentes ao grupo lente (GrL)

GrL M1 M2 M3 M4
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 8 100 9 71
7 5 0 0 0
8 0 0 0 0

TABELA 14 - Contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC) nas placas

de agar sangue, semeadas no primeiro (M1), segundo (M2), terceiro (M3) e

quarto (M4) dias, com secrecéao dos olhos referentes ao grupo controle (GrN)

GrN M1 M2 M3 M4
1 0 0 0 0
2 0 2 0 0
3 1 4 0 0
4 1 1 0 0
5 0 0 0 0
6 1 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 5 0 0




52

5.4  AVALIACAO FARMACOLOGICA

As amostras de humor aquoso foram analisadas pelo método de
cromatografia liquida de alto rendimento e obtiveram-se os valores descritos na
Tabela 15 e na Figura 15. Algumas amostras apresentaram-se com alta
densidade devido a presenca de fibrina e ndo foi possivel o processamento
destas pelo aparelho. Os resultados avaliados no GrC foram maiores,
comparados ao GrCL, no terceiro dia, em todos os olhos. No sétimo dia, as
amostras do GrC demonstraram valores menores, comparados a leitura
anterior e, no GrCL, apenas dois resultaram positivos. As dosagens dos olhos
do GrCL foram maiores que as do GrL, detectadas em apenas duas amostras.
As analises do GrN ndo mostraram a presenca de ofloxacina, tanto no terceiro

guanto no sétimo dias.
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TABELA 15 - Valores de concentracéo da ofloxacina no humor aquoso (pg/ml),

nos olhos segundo grupos e momentos, ao terceiro (M3) e sétimo (M7) dias

1,69
3,18
3,72
4,81
1,87
*

4,88
11,76
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3,96

18,93 6,16
* 6,32
31,62 7,83
159,74 15,18
49,56 7,17
63,71 6,06
59,17 6,65
37,51 4,06
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GrCL: grupo ceratite+lente; GrC: grupo ceratite; GrL: grupo lente; GrN: grupo normal

* material ndo avaliado devido a presenca de fibrina
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Figura 13: Representacdo grafica da concentracdo de ofloxacina no humor

aquoso (pg/ml), nos olhos segundo grupos e momentos, ao terceiro (M3) e

sétimo (M7) dias
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

As Tabelas 16 a 27 representam as medianas e referentes valores
minimos e maximos das variaveis analisadas nos momentos de observacao de
cada grupo. Para a indicacdo dos resultados do teste de comparacdes
multiplas foram utilizadas letras mindsculas e mailsculas colocadas ao lado
das estatisticas descritivas [mediana (valor minimo - valor maximo)]. As letras
mindsculas comparam 0s grupos em cada momento. Letras maidsculas
comparam 0s momentos dentro de cada grupo. Letras iguais indicam

diferencas néo significativas (P>0,05).

5.5.1 Avaliacéao clinica

Tabela 16 - Mediana e valores minimos e maximos de blefarospasmo segundo

grupos e momentos

Momentos de Avaliagdo

Grupo M1 M3 M7

GrCL 2,5Ba (2-3) 1Aa (1-2) 2Aa (1-2)
GrC 3Ca (2-3) 2Ba (1-2) 0,5Ab (0-1)
GrL 1ADb (1-1) 1Aa (1-2) 2Aa (1-3)
GrN OAc (0-0) 0ADb (0-0) OAc (0-0)

Houve diferenca de GrCL e GrC em relacdo ao GrL e ao GrN e entre
estes, mas nao houve diferenca entre GrCL e GrC, no primeiro momento. Em
M3 houve diferenga entre GrN e os demais e, em M7, ndo se observou entre
GrCL e GrL, mas entre estes e GrC e GrN. Detectou-se ainda, diferenca, em
M7, entre GrC e GrN. Os momentos mostraram diferenca estatistica em GrC e
GrCL.

Tabela 17 - Mediana e valores minimos e maximos de secrecdo ocular

segundo grupos e momentos

Momentos de Avaliacdo

Grupo M1 M3 M7

GrCL 3Ba (3-3) 2Aa (1-3) 1,5Aa (1-3)
GrC 3Ca (2-3) 1Ba (1-2) 0,5Ab (0-1)
GrL OADb (0-0) 1,5Ba (1-2) 2Aa (1-3)
GrN 0ADb (0-0) 0ADb (0-0) 0OAc (0-0)
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Houve diferenca de GrCL e GrC em relacao a GrL e GrN, mas néo entre
eles, em M1; em M3 houve diferenca de GrCL, GrC e GrL comparados a GrN e
em M7 de GrCL e GrL em relacdo a GrC e GrN e ainda, entre estes. Os

momentos mostraram diferenca estatistica em GrC, GrL e GrCL.

Tabela 18 - Mediana e valores minimos e maximos de hiperemia conjuntival

segundo grupos e momentos

Momentos de Avaliacdo

Grupo M1 M3 M7

GrCL 3Ba (3-3) 2,5Aa (1-3) 2Aa (1-2)
GrC 3Ca (2-3) 2Ba (1-2) 1Ab (0-1)
GrL 1Bb (1-1) 2Ba (1-2) 2Ba (1-3)
GrN OAc (0-0) 0ADb (0-0) OAc (0-0)

Observou-se diferenca, no M1 de GrCL e GrC em relagdo a Grl e GrN e
ainda, entre estes. No M3, houve diferenca de GrCL, GrC e GrL comparados a
GrN e no M7, de GrCL e GrL em relacdo a GrC e GrN e ainda, entre estes. Os

momentos amostraram diferenca estatistica em GrC e GrCL.

Tabela 19 - Mediana e valores minimos e maximos de quemose conjuntival

segundo grupos e momentos

Momentos de Avaliacdo

Grupo M1 M3 M7

GrCL 2Ba (2-3) 1,5Aa (0-2) 1Aa (0-2)
GrC 2Ba (1-2) 0Ab (0-0) 0ADb (0-0)
GrL OADb (0-0) O0ADb (0-1) 1Ba (1-3)
GrN 0ADb (0-0) 0Ab (0-0) 0Ab (0-0)

Em M1 houve diferenca de GrCL e GrC comparados a GrL e GrN, mas
ndo houve entre eles. Em M3, houve apenas diferenca entre GrCL e os
demais. Em M7, ocorreu diferenca de GrCL e GrL, comparados a GrC e GrN.
Houve diferenca entre M1 e M3 no GrCL e no GrC e, ainda, de M1 e M3 em

relacdo a M7 no GrL.
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Tabela 20 - Mediana e valores minimos e maximos de abscesso segundo

grupos e momentos

Momentos de Avaliacao

Grupo M1 M3 M7

GrCL 2Aa (2-2) # 2Aa (2-3)
GrC 2Ca (2-2) 1Ba (0-2) 0ADb (0-0)
GrL 0ADb (0-0) 0Ab (0-0) 0Ab (0-0)
GrN 0ADb (0-0) 0Ab (0-0) 0ADb (0-0)

# momento ndo avaliado devido a presenca da lente de contato

Observou-se diferenca de GrCL e GrC em relacéo a GrL e GrN, mas nao

houve entre eles, no M1. No M3 houve diferenca de GrC em relacdo a GrL e

GrN. No M7, ocorreu apenas entre GrCL comparado aos demais. Houve

diferenca entre momentos no GrC.

Tabela 21 - Mediana e valores minimos e maximos de opacidade corneana

segundo grupos e momentos

Momentos de Avaliacao

Grupo M1 M3 M7

GrCL 2Aa (2-2) 2Aa (1-2) 2Aa (1-3)
GrC 2Ca (2-2) 1Bb (1-2) O0Ab (0-1)
GrL 0ADb (0-0) OAc (0-1) 1,5Ba (1-3)
GrN 0ADb (0-0) 0Ad (0-0) 0Ab (0-0)

Ocorreu diferenca entre GrCL e GrC comparados a GrL e GrN, mas nao

entre eles, no M1. No M3, houve diferenca entre todos os grupos e no M7,

entre GrCL e GrL, comparados a GrC e GrN. Houve diferenca entre momentos

em GrC e GrL

Tabela 22 - Mediana e valores minimos e maximos de neovascularizacéo

corneana segundo grupos e momentos

Momentos de Avaliacao

Grupo M1 M3 M7

GrCL 0Aa (0-0) 0Aa (0-0) 2Ba (1-3)
GrC OAa (0-0) 0Aa (0-2) OAc (0-2)
GrL 0Aa (0-0) 0Aa (0-0) 1Bb (1-2)
GrN OAa (0-0) OAa (0-0) 0Ad (0-0)
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N&o se observou diferenca entre grupos em M1 e M3. Entretanto, em
M7, houve diferenca em todos os grupos entre si. Houve diferenca de M1 e M3
em relagcdo a M7 no GrCL e no GrL.

5.5.2 Avaliagdo morfologica

TABELA 23 - Mediana e valores minimos e maximos das espessuras (um) das

camadas epiteliais segundo grupos

GrCL GrC GrL GrN
29,24a 45 .05a 20,1a 75,5b
(11,06-73,9) (32,33-61,56) (0-82,65) (54,63-92,72)

Houve diferenca estatistica de GrCL, GrC e GrL comparados ao GrN,

mas nao entre eles.

TABELA 24 - Mediana e valores minimos e maximos das contagens de células

estromais segundo grupos

GrCL GrC GrL GrN
99,6a 77,6a 92,9a 41,5b
(57,8-197,4) (49,4-125) (30,6-279) (22,6-53,4)

Houve diferenca estatistica do GrN em relagcdo aos demais, mas nao
entre GrCL, GrC e GrL.

5.5.3 Avaliacao microbiolégica

TABELA 25 - Mediana e valores minimos e maximos de contagem de colbnias

(UFC) segundo grupos e dias (M)

Dias de Avaliacdo

Grupo M1 M2 M3 M4

GrCL 168Ba (0-300) 2,5ABa (0-109) 0Aa (0-18) OAa (0-0)
GrC 271Bb (1-300) OAa (0-1) 0Aa (0-0) 0OAa (0-0)
GrL OADb (0-8) OAa (0-100) OAa (0-9) OAa (0-71)
GrN 0Ab (0-1) 0,5Aa (0-5) 0Aa (0-0) 0Aa (0-0)

Houve diferenca estatistica entre os grupos com ceratite (GrCL e GrC) e

0s grupos sem inducéao da lesdo (GrL e GrC), no primeiro dia de avaliacdo. N&o
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houve diferenca entre grupos nos demais dias. Houve diferenca entre os

momentos M1 e M2 no GrCL e no GrC.

5.5.4 Avaliacdo farmacoldgica

TABELA 26 - Mediana e valores minimos e maximos da concentracdo de

ofloxacina no humor aquoso (ug/ml) no terceiro dia, segundo grupos

GrCL GrC GrL GrN
3,72b 49 56a Oc Oc
(1,69 -11,76) (18,93 -159,74) (0-0) (0-0)

Ocorreu diferenca estatistica entre o GrC o GrCL e entre estes

comparados aos demais. N&o houve diferenga entre GrL e GrN.

TABELA 27 - Mediana e valores minimos e maximos da concentracdo de

ofloxacina no humor aquoso (pg/ml) no sétimo dia, segundo grupos

GrCL GrC GrL GrN
Ob 6,49a Ob Ob
(3,96-5,35) (4,06 - 5,18) (2,54 - 4,02) (0-0)

Ocorreu diferenca estatistica apenas entre o GrC e os demais. Nao

houve diferenca entre GrCL, GrL e GrN.
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6 DISCUSSAO

6.1 Metodologia

O contato da cornea com 0 meio externo torna-a a estrutura ocular mais
passivel de traumas e lesdes. Assim, as enfermidades corneanas sao as mais
comumente observadas na rotina oftalmoldgica. Lesdes cronicas ou severas
podem acarretar formacéo de intensa cicatriz ou até perfuracdo, prejudicando
sensivelmente a visdo do animal. Assim, estudos desenvolvidos nesta area sao
importantes para minimizar estas consequéncias e para recuperar a Visao
destes animais. Objetivou-se, com este estudo, fornecer a pratica clinica, novo
método de tratamento das afec¢des corneanas. A escolha do cdo como modelo
experimental visou a correlacionar a efetividade do tratamento a espécie animal
mais difundida dentro da area veterinaria.

A utilizacdo de lente de contato terapéutica em medicina veterinaria €
pouco difundida, devido a dificuldade de adaptacdo em relacdo a variacao de
curvatura da cérnea, dificultando seu ajuste a superficie corneana, além da
movimentacdo da terceira palpebra e da necessidade em manter o animal com
colar tipo elisabetano (SCHMIDT et al., 1977, MORGAN et al., 1984). Assim,
avaliou-se, neste trabalho, um novo material para lentes de contato
terapéuticas visando, além da protecdo mecanica, auxilio a cicatrizacéo, pela
extrapolagcédo dos resultados obtidos mediante seu uso em feridas cutaneas,
onde a membrana de biocelulose auxiliou a cicatrizacéo e protegeu o leito da
ferida contra infeccbes (REBELLO et al., 1987; FONTANA et al., 1990;
MAYALL et al., 1990; FONTANA et al., 1991; MARQUES et al., 1996; WOUK e
SOUZA, 1996).

O protocolo anestésico adotado, utilizando-se acepromazina associada
ao cloridrato de tramadol, via intramuscular, para tranquilizacéo e a associa¢éo
de benzodiazepinico e anestésico dissociativo para a analgesia e a hipnose
foram eficazes quanto ao tempo necessario para os procedimentos, além de
manter parcialmente a centralizagdo do bulbo ocular, que auxiliou no
posicionamento do olho para a visibilizagdo ao microscopio cirdrgico. A
complementacdo da analgesia com colirio de proximetacaina 0,5% foi

importante para complementar a manutencdo anestésica. Para a coleta de



61

humor aquoso, procedimento de curta duracdo, optou-se por outro protocolo,
utilizando-se apenas a associacado de tiletamina e zolazepam, proporcionando
recuperacdo mais rapida dos animais (PAWSON e FORSYTH, 2004).

Dentre o0s agentes envolvidos nas ceratites bacterianas, o
Staphylococcus aureus é a bactéria mais comumente encontrada nesta
afeccdo (MUTTON et al., 1997; BOURCIER et al., 2003; PRADO, 2005; ALVES
et al., 2006). O modelo experimental utilizado para inducdo de -ceratite
bacteriana baseou-se nos protocolos publicados na literatura para inoculacao
intra-estromal de S. aureus em coelhos. A concentracdo de bactérias no
indculo, assim como o tempo de avaliagdo antes e durante o tratamento variou
relativamente aos estudos consultados (DAJCS et al., 2001; KOWALSKI et al.,
2001; MOREAU et al., 2002; HOLZER et al., 2003; TUNGSIRIPAT et al., 2003;
BAREQUET et al., 2004), assim, optou-se por padronizar o experimento de
modo a estabelecer um método adequado aos objetivos pretendidos. A
concentracdo de bactérias utilizada no in6culo e o intervalo de inicio do
tratamento foram adequados para a inducédo da ceratite bacteriana, visto que
entre os 16 olhos avaliados, 15 apresentaram crescimento bacteriano 24 horas
apos a inducdo. A técnica de inoculacédo apresentada na literatura, foi descrita
por diversos métodos, incluindo inje¢do direta do indculo no leito estromal e
formacado de flap produzido com microcerdtomo (MOREAU et al.,, 2002,
TUNGSIRIPAT et al., 2003). Optou-se pela utilizacéo de bisturi de profundidade
limitada e tunelizacdo lamelar com bisturi crescente angulado devido ao seu
simples manuseio e custo reduzido em relacdo ao microceratomo. A técnica
proporcionou facil aplicabilidade e proporcionou que se atingisse o objetivo.

As fluorquinolonas sé@o potentes agentes antimicrobianos com amplo
espectro de acdo e intensa atividade contra organismos gram-negativos e
gram-positivos. Ofloxacina e ciprofloxacina sdo duas das mais comumente
utilizadas no tratamento de infec¢des oftalmicas (PRAJNA et a., 2001), além de
a ofloxacina apresentar maior absorcao intra-ocular, tanto no epitélio integro
quanto lesado, indicando relevancia em sua escolha como antibiotico adotado
na terapia da ceratite bacteriana empregada neste estudo (HEALY et al., 2004,
YU-SPEIGHT et al., 2005). Adotou-se a frequéncia de instilacdo do antibidtico
de quatro vezes ao dia para evitar a inducdo de bactérias resistentes
(MUTTON, et al.,, 1997; DOWLING e GRAHN, 1998). Optou-se, ainda, pela
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associacdo da atropina 1% tépica devido a possibilidade de ocorréncia de
iridociclite reflexa, que acompanha as Ulceras corneanas (KERN,1990).

As formas de avaliagdo utilizadas neste experimento, clinica,
histopatoldgica, microbiolégica e farmacologica, visaram a complementar-se
dentro dos resultados obtidos. A avaliacao clinica procurou seguir as alteracdes
observadas em ceratites relacionadas a infec¢cdes bacterianas (LIMA e
BELFORT Jr., 1997) e em usuéarios de lentes de contato (HOLDEN et al., 1985;
McNAMARA et al., 1998). Optou-se pela ndo utilizagdo da fluoresceina como
marcador da lesdo para nao haver interferéncia na constituicdo do humor
aguoso, visto que este seria utilizado posteriormente para analise quimica da
dosagem do antibidtico. A biopsia de cornea foi adotada para possibilitar a
avaliacdo histoldgica do tecido corneano, visto que a cultura bacteriana poderia
mostrar-se negativa mesmo quando ha bactérias, cujo crescimento seria
suprimido pelo antibiético e para observar o infiltrado corneano abaixo do
epitélio, pois a citologia de cérnea ndo detectaria tais alteracdes
(ALEXANDRAKIS et al., 2000).

A dosagem da concentracdo de ofloxacina no humor aquoso apos
administracdo topica, pelo método de cromatografia liquida de alto rendimento
(HPLC) (GHAZI-NOURI et al., 2003; HEALY et al., 2004; YU-SPEIGHT et al.,
2005), adequou-se aos resultados obtidos com os cultivos bacteriolégicos.

6.2 Resultados clinicos e morfolégicos

Todos os olhos que receberam a lente de contato demonstraram
blefarospasmo, secrecao ocular, hiperemia conjuntival e quemose leves a
intensos durante todo o periodo de avaliacdo, com pouca variacdo entre
momentos, diferente do GrC, que apresentou reducédo do primeiro ao sétimo
dia, regredindo para forma leve ou ausente no ultimo momento em todos o0s
sintomas. Estes sinais indicam que os olhos com lente de contato sofreram
estimulo inflamatorio constante, devido a presenca desta, desde o inicio,
inclusive no grupo GrL, onde ndo havia ceratite. A secrecdo ocular
mucopurulenta esteve presente no inicio do periodo de observacdo, nos grupos
onde houve inducdo da ceratite bacteriana, confirmando a presenca de

infeccdo. No ultimo momento de avaliacdo, o aspecto purulento foi substituido
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por uma secrecdo mucosa persistente, nos olhos que estavam com a lente,
indicando também estimulo inflamatorio.

Quanto a ceratite induzida nos olhos do GrCL, ndo houve melhora
clinica durante o periodo de observacdo e em dois olhos houve piora, com
formacdo de depressado profunda no local da lesdo. Entretanto, no GrC, houve
cicatrizacdo da lesdo com leve opacidade, apenas na regido lesada. Esta
comparacao indica que a lente ndo auxiliou a cicatrizacdo da cornea, conforme
observado na literatura referente a cicatrizacdo de feridas cutaneas com a
utilizacdo da membrana de celulose (REBELLO et al., 1987; FONTANA et al.,
1990; MAYALL et al., 1990; FONTANA et al., 1991; MARQUES et al., 1996;
WOUK e SOUZA, 1996).

O epitélio corneano é do tipo escamoso, estratificado e nao
queratinizado; apresenta de 25 a 40 um de espessura, composto por uma
camada simples de células basais colunares, duas a trés camadas de células
poliédricas em forma de asas, e duas a trés camadas de células escamosas
(BANKS, 1991; SAMUELSON, 1999). A camada epitelial dos cortes
histologicos apresentou epitélio escamoso, estratificado e ndo queratinizado,
corroborando os dados da literatura. Entretanto, no GrN observou-se sete a
nove camadas de células e espessura de 54 a 92 um, indicando um epitélio
mais espesso e composto por maior nimero de camadas de células poliédricas
e escamosas, comparativamente a literatura.

Uma vez que as células epiteliais completam o processo de migracao
sobre o leito da ferida, estas proliferam e estratificam, restaurando a espessura
normal do epitélio (DUA et al.,, 1994). Nos grupos tratados, a espessura
apresentou-se menor comparada ao GrN, sendo que nos olhos que receberam
a lente de contato, o epitélio mostrou-se mais fino que no GrC, além de dois
olhos do GrL em que houve abrasdo total da camada epitelial. Os tipos
celulares eram, em sua maioria, de células basais e poliédricas, caracterizando
um epitélio jovem e apresentavam espongiose, identificada pela palidez
perinuclear, principalmente proximo a membrana basal e indicando processo
inflamatdrio agudo (SPENCER, 1985).

Nos cortes histolégicos do GrU, a camada epitelial apresentava-se
integra, porém com espessura menor que o normal, sugerindo que 0 processo

cicatricial ainda ndo havia se completado. Nos olhos com lente, entretanto,
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acredita-se que o processo cicatricial foi prejudicado e houve maior afinamento
corneano, além de trés olhos que ndo continham camada epitelial, sugerindo
que a lente provocou hipoxia, alteracéo da barreira epitelial e acidose do tecido
corneano, além do trauma mecanico e da alteracdo da distribuicdo do filme
lacrimal, conforme citado na literatura quanto as possiveis alteracfes
provocadas pela LC (HOLDEN e MERTZ, 1984; THOFT, 1986; McNAMARA et
al., 1998). Estas observacoes estao associadas ao uso cronico de LC mas, no
presente estudo, ocorreram em um curto periodo de tempo, indicando intensa
interferéncia da membrana de celulose sobre o tecido corneano. A hipoxia do
tecido corneano leva ao edema epitelial, reducdo da atividade mitética e
formacao de microcistos (VENTOCILLA e STAMLER, 2006), alteracdes estas
também detectadas a histologia dos olhos que se mantiveram com a lente
durante o periodo de observacéao.

A opacidade corneana foi observada aos sete dias, apds a remocao da
lente, em todos os olhos do GrCL e GrL, ou seja, mesmo sem indugao de
ceratite, variando de leve a intensa. Este resultado relacionou-se, na avaliagéo
histolégica, com edema epitelial e estromal, além de desarranjo das lamelas
estromais, ocasionada pelo acumulo de liquido e formacdo de cicatriz,
entretanto, separagdo das lamelas pode ocorrer também como artefato de
técnica. Infiltracdo de células inflamatorias, necrose estromal por destruicao
enzimatica, vascularizacéo e deposicao de calcio também estéo relacionadas a
perda de transparéncia (SPENCER, 1985; MARGO e GROSSNIKLAUS, 1991).
A opacidade avaliada clinicamente ndo se correlacionou com as alteracdes
histolégicas em todos os casos, assim, 0s olhos que apresentaram opacidade
mais intensa no GrCL ndo foram necessariamente os que resultaram em maior
namero de células estromais ou menor espessura de camada epitelial,
corroborando o relato de HOLZER et al. (2003).

Quanto ao tipo celular leucocitario, predominaram, em todos 0s grupos,
mononucleares, em sua maioria, linfocitos, plasmocitos, e histiécitos,
corroborando as descricdes de Spencer (1985), quanto ao tempo de evolucéo
da inflamacao, visto que os neutrdfilos tém tempo médio de vida menor que os
mononucleares, assim, ndo sendo observados em grande quantidade aos sete

dias. Segundo HOLZER et al. (2003), apés a inducédo de ceratite lamelar difusa,
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também se constatou a presenca de plasmdcitos, eosindéfilos e linfécitos, em
concordancia com as observacoes relacionadas a este estudo.

A reacgdo vascular da inflamacéo ocular manifesta-se inicialmente pela
hiperemia perilimbica, que pode se estender por toda periferia ou envolver
apenas um setor. Vasos sao estimulados pelo edema, infiltracdo celular e
necrose tecidual; tendem a ser superficiais, quando ha lesdo epitelial e
profundos, na lesdo estromal (SPENCER, 1985). Neovascularizagdo profunda
esteve presente, como inje¢ao ciliar, em todos os olhos que receberam a lente,
avaliados aos sete dias, com excecdao de um deles, que apresentou
neovascularizacao superficial, observada nas avaliacfes clinica e histoldgica,
ao sétimo dia. Estas andlises indicam que a lente causou alteragbes da
camada estromal nos olhos que a receberam, mesmo nos que nao sofreram
inducdo da ceratite. Edema e estimulacdo de neovascularizacdo tendem a ser
uma conseqiéncia ao uso crénico de LC (DONSHIK e PORAZINSKI, 1999;
CHANG e CHANG, 2002), mas, neste experimento, estas alteracdes
desenvolveram-se em um curto periodo de sua utilizacao, relacionando-se um
estimulo severo da inflamacdo, provocado pela membrana de celulose.
Segundo relato de WADA et al. (2000), a utilizacdo de LCT em um cavalo
também causou neovascularizagdo corneana, entretanto a lente foi mantida por
um periodo de 143 dias na superficie corneana. No GrC, trés olhos
desenvolveram neovasos superficiais, notados no terceiro e sétimo dias, mas
constatados em apenas uma biopsia, referente ao olho com neovascularizacéo
moderada. Neste grupo os vasos foram induzidos pelo processo cicatricial
relacionado a ceratite bacteriana, visto que a reparacdo com presenca de
neovascularizacdo pode ocorrer em lesdes destrutivas, quando ha grande
perda tecidual ou infec¢do (SALTTER, 2005).
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6.3 Resultados microbioldgicos e farmacolégicos

Os olhos nos quais houve inducéo da ceratite bacteriana apresentaram
alto crescimento de colonias nas placas semeadas com a secrecgdo conjuntival
no primeiro dia, reduzindo intensamente a contagem nos demais. Os swabs
foram mantidos em caldo de enriquecimento, detectando-se turvacao apos 24
horas, fato que indica presenca de bactérias no material colhido, porém em
guantidade insuficiente para crescimento na placa semeada. Estes resultados
demonstram a eficicia no tratamento das ceratites, tanto no grupo tratado com
colirio quanto com a lente impregnada. Nos grupos sem ceratite houve baixa
contagem em todas as colheitas, nas quais cresceram apenas bactérias
presentes na microbiota normal, visto que o0 S. aureus pode estar presente de
forma néo patogénica (DAJCS, et al., 2001).

Quanto a concentracdo da ofloxacina detectada nas amostras de humor
aguoso na primeira coleta, ao terceiro dia, ambos os grupos, GrC e GrCL
obtiveram valores acima da concentracao inibitéria minima de 0,57 pg/ml, para
S. aureus (BAREQUET et al., 2004), embora as doses do GrCL tenham sido
menores. Pela analise microbioldgica, houve resposta favoravel ao antibiotico,
indicando, também que a liberacdo gradual, foi constante e suficiente para agir
contra a infeccdo. Na segunda coleta, ao sétimo dia, apenas o GrC se
diferenciou dos demais, mas com valores menores que a primeira coleta. Esta
diferenca ocorreu devido a auséncia de lesdo corneana, o que dificulta a
passagem de substancias quando a barreira epitelial esta intacta (HEALY et al.,
2004; YU-SPEIGHT et al., 2005). No GrL, tanto a primeira quanto a terceira
coleta apresentaram baixos niveis de antibidtico, provavelmente devido a
presenca desta barreira, associada ao baixo nivel de antibiético ao sétimo dia.
Em seres humanos, as LCT s&o contra-indicadas em infecc¢des ativas, pois a
infeccdo pode ser exacerbada, entretanto, nas avaliagbes relacionadas ao
projeto, ndo ocorreu piora do quadro infeccioso, ao contrario, houve reducéao do
crescimento  bacteriano, conforme resultados obtidos nos cultivos
microbiolégicos (NILSSON e MONTANA, 1994).
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6.4 Lente de contato biossintética

Na histologia das lentes, tanto a microscopia de luz, quanto na eletrdnica
de varredura, observou-se a presenca de células inflamatérias, muco e debris
celulares aderidos a elas, na face interna e na externa. Este evento ocorre
devido a lente agir como um anteparo entre a palpebra e a cérnea, interferindo
com o mecanismo de limpeza do filme lacrimal pela movimentacdo palpebral,
para a remoc¢do de detritos, células e muco, consequientemente causando a
aderéncia deste material a ela (McCNAMARA et al., 1998; BRENNAN e COLES,
2000; BRUCE et al.,, 2001; VENTOCILLA e STAMLER, 2006). Este evento
também propicia as lentes de contato uma superficie alternativa de colonizacéo
de bactérias a superficie ocular, mas esta é esporadica e o numero de
bactérias é relativamente baixo para induzir possiveis rea¢fes inflamatorias
(WILLCOX et al., 2001). Nao se detectaram bactérias no exame histolégico das
lentes, tampouco piora da infec¢do devido a sua presenca.

O uso de lentes de contato hidrofilicas na oftalmologia veterinaria é
pouco difundido, principalmente devido a dificuldade de adaptacédo da curvatura
da cornea a superficie da lente, visto que lentes de contato com ajuste
inadequado podem causar desconforto, edema corneano, neovascularizacao,
infeccBes secundarias e queda da mesma (KERN, 1990). N&o houve perda da
lente em qualquer dos olhos avaliados. Até o terceiro dia, tanto no GrCL quanto
no GrL, a lente apresentou movimentacao sobre a superficie ocular, entretanto
ao final do periodo de avaliacdo, quando ela foi removida, observou-se a
demarcacdo da sua borda sobre a superficie corneana, sugerindo que o
material biossintético sofreu deformacéo e reducao do raio de curvatura, com
compressdo sobre a coérnea. Esta alteracdo é descrita na literatura como
sindrome da lente apertada, onde ocorre inflamacao estromal difusa, com
formacao de ceratite ponteada e infiltrados no estroma anterior, causando dor,
fotofobia, congestéo conjuntival e lacrimejamento (VENTOCILLA e STAMLER,
2006). Outra hipotese sugere a desidratacdo da superficie corneana pela
membrana de celulose, visto que lentes que contém alto grau de hidratacao
tendem a sequestrar a agua da superficie ocular, causando dessecacao da
cornea e aderéncia da lente a superficie ocular, podendo, ainda, reduzir a
permeabilidade ao oxigénio (GOLDING et al., 1995; ARORA et al., 2004). Estas

reacoes nao foram observadas com a utilizacdo de lentes de contato
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hidrofilicas em cées, por periodo semelhante ao avaliado neste estudo
(SCHMIDT et al., 1977; MORGAN et al., 1984).

As LC com Dk alto, ou seja, alta permeabilidade ao oxigénio, s&o
preferiveis por facilitar a oxigenacdo da superficie corneana, visto que este
tecido depende do filme lacrimal para suprir suas necessidades metabdlicas
(HOLDEN e MERTZ, 1984; McDERMOTT e CHANDLER, 1989; PUTZ, 2001).
As alteracg@es clinicas e histolégicas encontradas neste trabalho ndo condizem
com as descri¢cdes observadas pelos autores em relacdo a permeabilidade da
membrana de celulose, na cicatrizacdo de feridas cutaneas (DE PAOLA e
SOUZA, 1987; GATTAZ SOBRINHO, 1989).
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7 CONCLUSOES

Considerando-se os resultados obtidos no presente estudo, sob a
metodologia empregada, concluiu-se que:

oo Os sinais clinicos observados indicaram que a lente de contato
biossintética posicionou-se adequadamente a superficie ocular.

e A lente de contato biossintética prejudicou o processo cicatricial
nos olhos analisados devido a compressao da lente sobre a cornea causando
hipoxia e inflamacé&o.

oo O biomaterial promoveu liberacdo gradual de ofloxacina, em
concentracdo adequada, até o terceiro dia de avaliacéo.

e O biomaterial apresentou efeito antimicrobiano, apesar da
concentracdo do antibiético ser menor que no grupo tratado com colirio.

©e Sugerem-se estudos mais detalhados sobre a permeabilidade do
oxigénio na membrana biossintética, determinacdo do Dk, grau de hidratacao e
espessura ideal para tal evento, sem comprometer a estabilidade mecanica

necessaria para o adequado ajuste deste material a superficie corneana,
possibilitando utiliza-la como uma lente de contato terapéutica.
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