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EFEITOS DE PREPARAC()ES ANTIPROTEOLITICAS
NO TRATAMENTO DA CERATITE ULCERATIVA INEXPERIMENTAL EM RATOS
(Rattus novergicus LINHAGEM WISTAR, VARIACAO albinus, LINNAEUS, 1758)

RESUMO - Estudaram-se os efeitos do sulfato de condroitina 3% (SC), da N-
acetilcisteina 10% (NAC), do EDTA 1% (EDTA) e solucdo salina (GC), sobre a
viabilidade do epitélio corneal e a concentracdo de metaloproteinases (MMP-2 e MMP-
9), em coérneas de ratos submetidos a ulceracdo quimica por NaOH 1N. Compuseram-
se quatro grupos de vinte e quatro animais, que foram submetidos a queimadura
guimica corneal com NaOH 1N. Os tratamentos foram realizados a intervalos de 6
horas e as corneas fotografadas, nos mesmos periodos, apos tingimento com
fluoresceina, até a reepitelizagdo. Doze animais de cada grupo foram submetidos a
eutanasia humanitaria, 20 horas apos ulceracdes. O mesmo procedimento foi repetido
as 42 horas para os outros doze animais de cada grupo. As corneas foram processadas
para quantificacdo de microvilosidades do epitelio corneal por microscopia eletronica de
varredura e para quantificacdo da MMP-2 e -9, por zimografia. O tempo médio de
epitelizacdo em horas foi de 28,00+12,82 (SC), 29,00+11,01 (NAC), 35,00+7,01 (EDTA)
e de 35,00+7,01 (GC), sem diferenca signficativa (p=0,46) entre os grupos. Nao se
observou diferenca quanto ao nimero de MEC entre os grupos (p>0,05). As 20 e as 42
horas, a forma latente da MMP-2 foi significativamente mais elevada nos grupos NAC e
SC (p<0,001), e as 42 horas observou-se maior concentracdo em EDTA, relativamente
ao GC (p<0,001). As 42 horas, a concentragdo da MMP-2, em sua forma ativa, foi
significativamente maior, no grupo SC, relativamente aos demais grupos (p<0,001). A
MMP-9 s6 se expressou em sua forma latente, sendo sua concentracdo
significativamente mais elevada, no grupo NAC, as 42 horas (p<0,001). Concluiu-se,
que das substancias testadas, s6 o sulfato de condroitina acelerou a epitelizagéo
corneal, mas nenhuma delas apresentou efeitos protetores as microvilosidades do
epitélio corneal. As substancias utilizadas, ndo mostraram efeito benéfico, quanto a
inibicdo de MMPs, notadamente o sulfato de condroitina 3% e a N-acetilcisteina 10%.
Palavras chave: alcali, ceratite ulcerativa, metaloproteinases, microvilosidades, ratos,

zimografia



EFFECTS OF ANTIPROTEOLYTIC AGENTS USED IN THE TREATMENT
OF EXPERIMENTAL ULCERATIVE KERATITIS IN WISTAR ALBINO RATS (Rattus

novergicus)

SUMMARY - This study aimed evaluate the effects of topical 3% chondroitin sulfate
(SC), 10% N-acetylcysteine (NAC), 1% EDTA (EDTA) and 0,9% NaCl on corneal
epithelial viability and the expression of matrix metalloproteinase-2 and -9 (MMP-2 and -
9), in alkali burned rat corneas. Ninety eight healthy rats were divided into four groups
and animals were submitted to corneal burn with NaOH 1N. All treatments occurred
every 6 hours, and the corneas were photographed at the same time points until lesions
were fluorescein negative. Twelve animals of each group were euthanized 24 and 42
hours after burn, and corneas were processed for corneal epithelial microvilli
guantification (CEM) by scanning electron microscopy and MMP-2 and -9 evaluation by
zimography. Images were quantified by Image J. Average corneal wound healing rate
was 28,00+12,82 (SC), 29,00+£11,01 (NAC), 35,00+7,01 (EDTA) and 35,00+7,01 hours
in controls (GC) (p=0,46). CEM count did not change significantly among groups
(p>0,05). At 20 and 42 hours, MMP-2 latent form quantity was significantly increased in
NAC and SC groups (p<0.001); at 42 hours, MMP-2 latent form was significantly
elevated in EDTA, in comparison to GC (p<0,001). At 42 hours, MMP-2 active form was
significantly increased only in SC (p<0,001). MMP-9 was expressed only in its latent
form, being significantly higher in NAC, at 42 hours (p<0,001). This study indicated that
only 3% chondroitin sulfate accelerated corneal wound healing. 10% N-acetylcysteine,
1% EDTA and 3% chondroitin sulfate did not protect the corneal epithelial microvilli. In
addition, none of the tested agents showed any benefit over MMPs inhibition in alkali

burned.

Key Words: metalloproteinases inhibition, microvilli, rat, ulcerative Kkeratitis,

zymography



1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Os tecidos organicos constituem-se em ambientes dinamicos, nos quais células
residentes interagem reciprocamente com a matriz extracelular. A manutencdo da
arquitetura dos tecidos é controlada pela atividade coordenada de uma classe de
enzimas conhecidas como metaloproteinases de matriz estromal (MMPs) (GROSS &
LAPIERE, 1962).

A atividade das metaloproteinases tem sido comprovada em enfermidades e em
condicOes fisiologicas de remodelacao tecidual (GROSS, 1981), assim como ja fora na
cornea (SIVAK & FINI, 2002).

A cérnea € composta por cinco camadas: filme lacrimal, epitélio, estroma,
membrana de Descemet e endotélio. O estroma corneal apresenta predominio de
fibrilas colagenas (Tipo | e Il), queratdcitos e fibras nervosas ndao mielinizadas. A matriz
extracelular é constituida por proteoglicanos e suas hastes de glicosaminoglicanos
(sulfato de condroitina, dermatan sulfato, heparan sulfato, queratan sulfato e acido
hialurénico), que participam da manutencao estrutural e funcional da cérnea (SLATTER,
1990; BANKS, 1991).

A manutencdo e a reparacdo da matriz estromal decorrem do balango
coordenado entre a sintese, a degradacdo e a remodelacdo de seus componentes.
Dela participam enzimas proteoliticas, cuja funcdo é controlada por inibidores de
proteases. Desequilibrios entre os niveis de proteases e de seus inibidores podem
ensejar degradacao patoldgica do colageno estromal e dos proteoglicanos (TWINING,
1994; HIBBETS et al.,1999).

Quando a coérnea € aviltada, mdultiplos sistemas sdo ativados produzindo
alteracbes e interacBes celulares mediadas por leucécitos, fibroblastos, células
endoteliais e pela acdo combinada de proteinases, fatores de crescimento, citocinas e
de outros componentes, cuja atividade visa a reparacdo da lesdo. Decorrem
angiogénese, reepitelizacdo, tecido de granulagédo e deposicdo de matriz extracelular

(WONG et al., 2002).
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Proteinases atuam na remodelacdo do estroma (TWINING, 1994; HIBBETS et
al.,1999). N&o obstante, elas podem estar envolvidas no agravamento de condicoes,
como nas ceratites ulcerativas (DONZIS & MANDINO, 1987; WILLEFORD et al., 1998;
GEERLING et al., 1999).

A perda da continuidade epitelial, ocorréncia obrigatéria nas ceratites ulcerativas,
incita a cascata de eventos celulares e extracelulares voltados ao restabelecimento da
integridade tecidual (BERMAN, 1980; FINI & GIRARD, 1990).

Ceratites ulcerativas podem ser classificadas como infecciosas e néo
infecciosas. As infecciosas tém como agentes envolvidos mais comuns, as bactérias,
os virus e os fungos. Ceratites ulcerativas nao infecciosas podem ter origem traumatica
ou decorrer da acao direta de agentes quimicos (WAGONER, 1997; SZUCS et al.,
2000; ALBERTI et al., 2001).

Em Ulceras corneais quimicas, como as induzidas por alcali, proteinases atuam
como mediadores da destruicdo progressiva do estroma (BROWN et al.,, 1970;
PATERSON et al.,, 1994). No passado, acreditava-se que a fonte primaria de
proteinases era somente a cornea (FINI & GIRARD,1990; MATSUBARA et al.,1991).
Contudo, pesquisas anteriores, avaliando o papel de polimorfonucleares na degradacéo
do colageno corneal, mostraram que leucdcitos, ao liberarem proteinases, contribuem
para a evolucdo rapida da ceratomalacia (KENYON et al., 1979). TWINING (1994) e
KERNACI et al. (1997), reiteraram que proteinases podem ser secretadas por
patdgenos e atuam agravando o dano tecidual.

Nas ceratites ulcerativas, a expresséo de proteinases destrutivas e a reducdo na
atividade de seus inibidores induzem a rapida degradagédo do colageno e de outros
componentes da matriz estromal (BROWN, 1971; BERMAN, 1980; MATSUBARA et al.,
1991; STRUBBE et al., 2000). A evolucédo da ulceracao corneal pode, portanto, ser
considerada uma desordem da homeostase entre a atividade de proteinases e de seus
inibidores tissulares (TIMPS) (SLANSKY et al., 1969; STRUBBE et al., 2000, BROOKS
& OLLIVIER, 2004).

Proteinases séo classificadas em metaloproteinases de matriz estromal (MMPS),

proteinases séricas, proteinases asparticas e proteinases cisteinicas. (HIBBETS et al.,
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1999; BROOKS & OLLIVIER, 2004). As metaloproteinases constituem, assim, uma
familia de enzimas que degradam componentes da matriz extracelular e da membrana
basal (BIRKEDAL, 1988; WOESSNER, 1998). Elas estdo envolvidas em processos
fisiol6gicos e nos patoldgicos, que incluem a embriogénese, o desenvolvimento e a
reparacdo teciduais, a inflamacdo e em metastases tumorais (MOSES et al.,1996;
WERB, 1997; MADLENER et al., 1998).

As MMPs sao enzimas dependentes de célcio e de zinco e podem de consoante
com o substrato que mobilizam, ser classificadas em quatro classes: gelatinases,
colagenases, estromelisinases e tipo membrana (NAGASE & OKADA et al., 1997,
WOESSNER, 1999).

Pesquisas mostraram a expressdo de MMPs em coérneas saudaveis e em
corneas lesadas, principalmente a MMP-2 e a MMP-9, em seres humanos, em caes, em
camundongos, em ratos, em coelhos e em cavalos (KENNEY et al., 1998; YE & AZAR,
1998; CHANDLER et al., 2003; SAKIMOTO, 2003; YANG et al., 2003; KALLBERG et
al., 2004; OLLIVIER, 2004; CARTER et al., 2007).

As fontes comuns de MMPs s&do enddgenas (teciduais) e exdgenas (produzidas
por microorganismos) (REBHUN, 1981; BROOKS, 1999). Reconhece-se que bactérias
como Pseudomonas sp (BROOKS e OLLIVIER, 2004) e fungos, como o Aspergillus
spp. e o Fusarium spp. sdo importantes produtores de proteinases (KESSLER et al.,
1977 GOPINATHAN et al., 2001).

Metaloproteinases e proteinases séricas preponderam na resolucéo de lesdes da
cornea, como ja fora descrito em diferentes espécies animais (STRUBBE et al., 2000;
CHANDLER, 2003; OLLIVER et al., 2003; SAKIMOTO et al., 2003; MULHOLLAND et
al., 2005; CARTER et al., 2007). A MMP-2 e a MMP-9 sdo as de maior significancia
nas fases finais da remodelacdo e da degradacdao do colageno estromal (FINI, 1992;
MULHOLLAND et al., 2005).

A MMP-2 é sintetizada por ceratdcitos estromais e encontra-se na forma inativa
no epitélio da cdérnea intacta e no estroma. Ela realiza funcbes de vigilancia, tornando-

se ativa para degradar moléculas de colageno danificadas resultantes do
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envelhecimento natural (FINI, 1990; MATSUBARA, 1991; TWINNING, 1994; YE et al.,
1998).

A sintese de MMP-9 se da em células epiteliais e por polimorfonucleares, quando
h& lesdo corneal. Ela se torna ativa no curso da evolucéo das lesdes corneais, sendo,
todavia, indetectavel em corneas sadias (FINI, 1990; TWINNING, 1994; YE et al., 1998;
WONG et al., 2002).

A MMP-9 degrada a estrutura de adesdo da membrana basal das células
epiteliais. Ela se torna detectavel em ulceracdes, retardando a reepitelizacdo (FINI &
GIRARD, 1990; MATSUBARA et al., 1991; WONG et al., 2002). BROOKS et al. (2004)
e OLLIVIER et al. (2007), condicionaram 0 sucesso no tratamento das Ulceras
corneais ao controle vigoroso da atividade de enzimas liticas.

Inibidores de metaloproteinases estdo indicados no tratamento de ceratites
ulcerativas e na ceratomalacia, para reduzir a progressdo da degradacao estromal e
acelerar a reparacao epitelial (BROWN, 1970; BARLETTA et al., 1996; CLARK, 1998;
STRUBBE, 2000). Dos considerados inibidores efetivos de MMPs, para uso oftalmico,
incluem-se a N-acetilcisteina, o0 &cido etilenodiaminotetra-acético (EDTA), as
tetraciclinas e o soro sanguineo (PRAUSE, 1983; TWINNING et al., 1994; HIBBETS et
al., 1999; STRUBBE, 2000; BROOKS et al., 2004; OLLIVIER et al., 2007).

O EDTA, as tetraciclinas e a N-acetilcisteina sdo quelantes de calcio e de zinco,
minerais essenciais a atividade e a manutencéo da estrutura das proteinases (NAGASE
et al., 1997). Por quelar o calcio, o EDTA interfere com a estabilidade das MMPs e, ao
mesmo tempo, suscita a diminuicdo na migracdo de polimorfonucleares para a lesao
(PFISTER et al., 1984). Prepara¢cbes de uso local, em concentracdes variaveis de
0,05% até 0,2%, séo bem toleradas por caes e por equinos (BROOKS, 1999).

A N-acetilcisteina € um inibidor de MMPs comumente utilizado em pacientes
humanos e animais (SLANSKY, 1969; BERMAN, 1980; PETROUTSOS et al., 1982;
WARD, 1999; KANAO et al., 1993). A instilacdo local de N-acetilcisteina 10%, tem sido
recomendada para caes e para cavalos (WARD, 1999; BROOKS, 1999).

PETROUTSOS et al. (1982), ao avaliarem o efeito da N-acetilcisteina em cérneas de



coelhos com ulceracdo corneal, observaram que ao utilizarem-na a 10% ou a 20%, nédo
encontram efeitos adversos quanto a evolucao da reparagéo.

OLLIVIER et al. (2003), notificaram, a partir de estudos in vitro, efeitos de
inibidores de MMPs sobre a atividade proteolitica do filme lacrimal em cavalos com
ceratite ulcerativa. O EDTA, na concentracao de 0,2%, reduziu a atividade proteolitica
em até 99,4%, seguido pela doxiciclina 0,1%, que o fez em 98,8%, pela N-acetilcisteina
10%, que o fez em 98,9%, pelo soro sanguineo autégeno, que reduziu em 90,0% e pelo
llomostato (inibidor sintético de MMPs) 0,1%, em 53,4%.

Estudos comparando-se os efeitos do soro sanguineo autdégeno e da N-
acetilcisteina, notadamente quanto a parametros clinicos como o blefarospasmo,
descarga ocular, hiperemia, quemose e transparéncia corneal, além da microscopia,
ndo mostraram diferencas significativas, quanto a reepitelizacdo corneal em lesbes
guimicas induzidas (CAMPOS et al., 2003).

BARROS et al. (2007), mostraram que o extrato do vegetal Potomorphe
umbellata foi capaz de inibir a acdo da MMP-2 e da MMP-9, em lesbes corneais
experimentais de coelhos.

Glicosaminoglicanos foram empregados em oftalmologia veterinaria,
especialmente para o tratamento do defeito epitelial crénico espontaneo, visando
acelerar a reparacédo corneal (WILLEFORD et al., 1998). Eles sdo constituentes da
matriz extracelular de varios 6rgaos e participam da reparacéo tecidual (KATO et al.,
2000). Entre os de maior importancia na cornea, elencam-se o sulfato de condroitina,
o acido hialurénico, o dermatan sulfato, o queratan sulfato e o heparan sulfato
(SORIANO et al., 2001).

O sulfato de condroitina encontra-se em altas concentracdes no estroma corneal,
contribuindo para sua manutencao, estabilidade, rigidez e transparéncia (AXELSSON &
HEINEGARD, 1975). Ele participa da ades&o e da migracéo celulares, da orientacio
das fibrilas coldgenas e da reparacéo tecidual (ANDERSON et al., 2000).

Propriedades anti-proteoliticas do sulfato de condroitina foram demonstradas na
cartilagem e no liquido sinovial de pacientes humanos. Verificou-se que ele é capaz de

inibir enzimas proteoliticas, como colagenases e elastases e de proteger as membranas
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celulares da acéo dos radicais livres (RONCA et al.,1998). Na osteoartrite, comprovou-
se que o sulfato de condroitina inibe a acdo de metaloproteinases in vivo e in vitro
(RONCA et al., 1998; SCHLUETER & ORTH, 2002), como resultado da reducdo da
atividade da MMP-9 (ORTH 2002; CHAN et al., 2005).

Relatou-se, em céaes, que a combinacdo de duas solu¢cbes contendo diferentes
antibioticos e sulfato de condroitina foi capaz de auxiliar na reparacado de corneas com
defeito epitelial espontaneo crénico (LEDBETTER et al., 2007).

Os efeitos cicatrizantes de uma solucdo topica de sulfato de condroitina sobre
Ulceras por alcali em coelhos, foram avaliados clinicamente por TALIERI et al. (2000).
Nao se encontraram diferencas clinicas significativas, quando os resultados foram
comparados com os de um grupo placebo.

SAKUMA et al. (2000), ao avaliarem o efeito do hialuronato de sédio sobre a
expressdo das metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9), em cérneas de coelhos que
passaram por ceratectomia lamelar, observaram elevacdo na atividade enzimatica,
principalmente da MMP-9, sem retardo da reepitelizacdo corneal.

De acordo com OLLIVIER et al. (2003), para se avaliar a atividade das MMPs, a
zimografia em gel e a imunoistoquimica seriam as técnicas mais recomendadas para
avaliar a MMP-2 e a MMP-9.

A zimografia € uma técnica eletroforética que permite observar a atividade das
proteases. E considerada uma técnica simples, sensivel, quantificavel e funcional para
a andlise de atividade proteolitica em células e extratos celulares (HEUSSEN &
DOWDLE, 1980). Esta técnica permite o estudo de enzimas que degradam matriz

extracelular, particularmente, as metaloproteinases (VISSE & NAGASE, 2003).



2. JUSTIFICATIVA

Ceratites ulcerativas requerem, para o seu tratamento, o controle copioso da
atividade de enzimas liticas. Protocolos terapéuticos habitualmente incluem
substancias como a N-acetilcisteina, o EDTA, o soro sanguineo e o0s
glicosaminoglicanos, notadamente o sulfato de condroitina, cujos efeitos sobre a
epitelizacdo sdo considerados benéficos, mas sua real acdo sobre as
metaloproteinases ndo € completamente conhecida, sendo motivo de novas e originais
investigacdes.

Poucas pesquisas in vivo, em pacientes com ulceracdes corneais, comparando o
efeito dos inibidores de metaloproteinases tém sido realizadas para se avaliarem
protocolos terapéuticos, embora, efeitos in vitro ou em animais sadios permitiram formar
um consenso que substancias como o EDTA 1%, a N-acetilcisteina e 0 soro sanguineo
séo eficientes na inibicdo da expressdo das MMPs.

Por tais razbes, motivou-se realizar a pesquisa in vivo para comparar resultados,
guanto ao emprego de agentes reconhecidos como inibidores de MMPs e avaliar os
efeitos antiproteoliticos do sulfato de condroitina na cérnea de ratos (Rattus norvegicus

linhagem Wistar, variacdo albinus) submetidos a ulceracao corneal com NaOH 1N.

3. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos antiproteoliticos do sulfato de condroitina 3%, da N-
acetilcisteina 10% e do EDTA 1% sobre o processo de reepitelizacdo apos ulceracoes
corneais induzidas por queimadura quimica com NaOH 1N, empregando técnicas de
zimografia em gel para deteccdo de MMPs, bem como a microscopia eletrbnica de

varredura para o quantitativo de microvilosidades das células epiteliais.



4. MATERIAL E METODOS
4.1 Consideracdes quanto a ética

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista —
Campus de Jaboticabal sob protocolo n° 028628-08. Por oportuno, cabe ressaltar que
cuidados bioéticos, relativamente as normas da Association for Research in Vision and
Ophthalmology — ARVO (National Institutes of Health Publications No 85-23, Revised
1985), foram obedecidos, de consoante com o codigo de NUREMBERG (GOLDIM,
1995).

4.2 Pacientes

Empregaram-se 98 ratos Wistar (Rattus novergicus linhagem Wistar, variacao
albinus), clinicamente higidos, fémeas, com idades entre dois e trés meses, e pesos
entre 250 e 300 gramas, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual
Paulista-UNESP- Campus de Botucatu.

Os exames oftalmicos prévios consistiram da biomicroscopia com lampada em
fenda' e do teste de tingimento pela fluoresceina®. Selecionados, os animais foram
mantidos em gaiolas apropriadas, higienizadas e em ambiente ventilado, recebendo

racdo comercial® e 4gua potavel ad libitum.

b slit Lamp SL-14 — Kowa Company Ltda.
2 Fluoresceina strips — Ophthalmos Ltda.
¥ Nuvilab CR1- Nuvital Nutrientes S.A. Colombo-PR-Brazil



4.3 Ulceracgao corneal induzida por alcali

Os animais foram anestesiados com uma solucdo de 50 mg/kg de cloridrato de
cetamina® e 5 mg/kg de cloridrato de xilazina® (MOHAN et al., 2008), aplicada pela via
intraperitoneal. Instilou-se uma gota de colirio de proximetacaina® no olho esquerdo
para uma melhor analgesia, imediatamente antes da aplicacdo local do alcali.
Procedeu-se a antissepsia da cornea, do saco conjuntival e da conjuntiva com solugéo
fisioldgica acrescida de polivinil-pirrolidona, na proporc¢éao 1:50.

Para a obtencdo das Ulceras, um fragmento de papel filtro’ embebido em
hidroxido de sodio (NaOH) 1N, cortado de forma circular com trépano de 2mm, foi
aplicado diretamente sobre a regidao axial da cérnea esquerda por 60 segundos.
Posteriormente, a superficie ocular foi copiosamente lavada com solucdo salina 0,9%,
durante um minuto e obteve-se como resultado, uma Ulcera corneal regular (Figura 1).

Os procedimentos foram realizados sob magnificacéo, com lupa de pala®.

Figura 1. Imagem fotogréfica ilustrando Ulcera corneal
induzida por NaOH 1N em Rattus novergicus
linhagem Wistar, variagcdo albinus, fémea
adme=IRotar area ulcerada regular en regiag
axial (seta). Jaboticabal, SP, 2011.

Figura 1. Imagem fotogréfica ilustrando Ulcera corneal
induzida por NaOH 1N em Rattus novergicus
linhagem Wistar, variacdo albinus, fémea,
adulto. Notar area ulcerada regular en regido
axial (seta). Jaboticabal, SP, 2011.

Dopalen® — Vetbrands, Brasil.
Sedazine® — Fort Dodge, Brasil
Anestalcon, Alcon, Sao Paulo, Brasil.
Papel filtro quantitativo - Wathman No 42
Lupa de pala Optivisor® DA 04/ 2,0X

© N o a »
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4.4 Solugdes oftalmicas

Solugdes oftalmicas de sulfato de condroitina 3%, N-acetilcisteina 10% e EDTA
1%, foram manipuladas industrialmente, por fabricante reconhecido®. As solucdes

foram estocadas por até trinta dias a temperatura de 4°C e protegidas da luz.

4.5 Delineamento experimental e protocolos terapéuticos

Constituiram-se quatro grupos de vinte e quatro animais, que tiveram a cérnea
esquerda submetida a ulceracdo quimica com NaOH 1N.

Dois animais foram mantidos sob as mesmas condi¢cdes, sem ulceracdo ou
tratamento, para que as suas coérneas fossem utilizadas como basal no teste de
zimografia e microscopia eletrbnica de varredura.

O primeiro grupo foi tratado com EDTA 1% *° (EDTA) (COUTURE et al., 2006), o
segundo, com sulfato de condroitina 3% (SC), o terceiro com N-acetilcisteina 10%*2
(NAC). Um quarto grupo foi utilizado como controle e tratado com solugéo salina 0,9%
(GC). Todas as substancias foram instiladas a um volume de 30 pl intercalados de seis
horas, até a reepitelizacdo das lesdes.

As coérneas lesadas foram avaliadas a biomicroscopia com luz em fenda e filtro
azul cobalto, apés instilacdo de fluoresceina®®, a cada seis horas, pelo mesmo
observador, desde o momento da confeccdo das Ulceras, até a sua reepitelizacédo
(fluoresceina negativo).

Decorridas 20 horas das les6es, 12 animais de cada grupo foram submetidos a
eutanasia humanitaria com pentobarbital sédico™® 120mg/kg (CLOSE et al., 1997) e
tiveram seus olhos colhidos para avaliacéo do tecido corneal. O mesmo se repetiu para

0s outros 12 animais de cada grupo, que tiveram suas cOrneas colhidas as 40-42 horas

® Ophthalmos, S&o Paulo, Brasil

1 EDTA 1%-Ophthalmos, S&o Paulo, Brasil

1 Sulfato de Condroitina- Ophthalmos, S&o Paulo, Brasil
N- Acetilcisteina 10%- S&o Paulo, Brasil

Fluoresceina strips — Ophthalmos Ltda.

Hypnol® Syntec, Brasil.

12
13
14
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apos a queimadura com alcali (teste da fluoresceina negativo). Uma cérnea e meia foi
levada a freezer a -70°C para posterior zimografia, entanto que meia cérnea foi fixada

em glutaraldeido para avaliacdo por microscopia eletrdnica de varredura.

4.6 Critérios de avaliacao

4.6.1 Tempo de reepitelizagcéo

As corneas foram avaliadas a biomicroscopia com luz em fenda e filtro azul
cobalto, antes e apds instilagdo de fluoresceina, a cada 6 horas, pelo mesmo

BN

observador, imediatamente a sua concepcao, até o teste resultar negativo. Para o
monitoramento da evolucdo, quanto & reepitelizacdo, os olhos foram fotografados™,
com filtro azul cobalto, sem auxilio de flash, a uma distancia focal fixa de quatro
centimetros. As imagens fotogréficas foram avaliadas em software especifico,'® para a
quantificacdo da area ulcerada e da sua evolucdo (STERN et al., 2006; WILLIAMS et
al., 2008).

Apds a selecdo das imagens (ferramenta File/Open...), a area ulcerada foi
circundada com auxilio da ferramenta free hand selections e o valor obtido

(Analyze/Measure), tabulado para estudo estatistico (Figura 2).

> Cybershot 7.1® Sony do Brasil, Sao Paulo, SP, Brasil
16 Image J, disponivel em_ http://rsbweb.nih.gov/ij/
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Figura 2. Quantificacdo da area ulcerada com software especifico, em olho esquerdo de Rattus
norvegicus linhagem Wistar, varia¢éo albinus, fémea, adulto. Em A, a area ulcerada em verde
circundada (seta branca) com auxilio da ferramenta free hand selections. Em B, quantificacao
numérica da area (seta preta). Jaboticabal, SP, 2011.

4.6.2 Zimografia em gel, densitometria e analise de imagens

A andlise das amostras por zimografia em gel foi desenvolvida no Laboratorio de
imunologia do Instituto de Biologia da Universidade de Campinas (UNICAMP).

Visando a realizacdo da zimografia em gel enriqguecido com gelatina (MMP-2,
MMP-9), tornou-se necessaria a criacdo de um "pool", concebido com a cérnea de um
animal e meia de outro individuo do mesmo grupo, para que se atingisse a quantidade
minima de proteina necessaria a realizacdo dos testes. As cérneas foram levadas a
congelamento em frezeer a -70°, perfazendo um total de seis amostras por cada grupo.

ApOs descongeladas, as corneas foram maceradas a 20.000 rotacbes por
minuto, empregando-se um polytron’’, durante 60 segundos, em solucdo tamp&o®.
Apés a maceragéo, realizou-se incubacdo, por 2 horas, a 4°C e 4000 rotagbes por
minuto, coletando-se o0 sobrenadante. O precipitado foi suspenso em 1/3 do volume do

tampao de extracéo™®, levado a aquecimento, por 5 minutos a 60°C, e centrifugado por

7 polytron® PT 2100- Kinematica AG, Switzerland
18 Solucdo tampéao- Laboratoério de Microbiologia e Imunologia- UNICAMP, Campinas, SP, Brasil
19 Tampé&o de extragdo- Laboratério de Microbiologia e Imunologia- UNICAMP, Campinas, SP, Brasil
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20 minutos a 4°C e 4000 rpm, para se coletar o sobrenadante. Os dois extratos foram,
posteriormente misturados, e o quantitativo de proteina determinado empregando-se o
método Bradford (BRADFORD, 1976).

As amostras foram aplicadas em gel de corrida contendo gelatina. Utilizaram-se
25 g de proteina em cada poco, aplicando-se as amostras diluidas 1:1 em tampao de
amostra®. Ato continuo, a cuba foi preenchida com tampao de corrida®* a 150 V e 4°C.
Posteriormente, os géis foram lavados duas vezes (20 minutos cada lavagem) em
tampao de lavagem®’. Foram incubados com o tamp&o de incubacdo?®, por 20 a 24
horas a 37°C, sob agitacdo, para a renaturacdo das MMPs e digestdo do substrato.
Uma vez finalizada a incubacdo, os géis foram corados com solucdo de Comassie
Blue?*, até que se obtivesse a tonalidade azul escura no gel, visando-se a maximizar o
contraste entre as areas de lise e as ndo digeridas. A seguir, 0os géis foram clareados,
tingidos e incubados durante uma hora. Posteriormente, eles foram preservados em
solucdo de metanol 30% e glicerol 3% diluidos em agua.

A atividade gelatinolitica da MMP-2 e MMP-9 foi quantificada por analise da
distancia entre a migracdo das bandas no gel, o peso molecular e o padrédo de MMPs. A
densidade oOptica dos zimogramas foi escaneada, digitalizada, levada a densitémetro de

imagens e analisada em software especifico®.

Tampao de amostra- Laboratério de Microbiologia e Imunologia- UNICAMP, Campinas, SP, Brasil
Tampao de corrida- Laboratério de Microbiologia e Imunologia- UNICAMP, Campinas, SP, Brasil
Tampao de lavagem- Laboratorio de Microbiologia e Imunologia- UNICAMP, Campinas, SP, Brasil
Tampao de incubacéo- Laboratério de Microbiologia e Imunologia- UNICAMP, Campinas, SP, Brasil
Comassie blue- Bio Rad Laboratories

Scion Image, disponivel em www.scioncorp.com
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4.6.3 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrbnica de varredura foi desenvolvida nos préprios do
Laboratério de microscopia eletrénica da FCAV-UNESP.

As corneas foram fixadas em glutaraldeido 3%, em tampé&o fostato de sodio 0,1M
pH 7.4, por 48 horas e, posteriormente, lavadas em tampao fosfato. A seguir, foram
pos-fixadas com tetroxido de 6smio 1%, por 4 horas, e desidratadas em solugcbes
alcodlicas crescentes de 30%, 50%, 70%, 80% 90% e 100%, intercaladas de 20
minutos. Posteriormente, elas foram secas em secador de ponto critico, a 37°C e
pressao de 1500 PSI, por 20 minutos. Realizou-se a metalizacdo em ouro paladio, a fim
de tornarem as amostras eletricamente condutivas. As avaliagbes foram feitas com
aceleracoes de 15 a 20 kV, em aumentos de 750 a 5000 vezes. Imagens fotograficas
foram impresas em papel térmico'® e escaneadas em video impressora’’. Cinco
imagens foram capturadas aleatoriamente de cada amostra, na regido central da
cérnea, com aumento de 5000 vezes, para quantificacdo da densidade das
microvilosidades. A densidade foi quantificada segundo Julio et al. (2008). Apos a
selecdo da imagem (ferramenta File/Open), a mesma foi binarizada (Process/Make
binary/watershed). Particulas em preto (Figura 3) representam as projecdes das
microvilosidades, quantificadas apds selecdo da ferramenta (Analyze/ Analyze
particles), sendo o seu tamanho fixado em 9 megapixels-infinito. Os valores obtidos

foram convertidos, por regra de trés simples, em pm?.

'8 papel Térmico Mitsubishi K65 HM.
7 Video Impressora Mitsubishi P9OW.
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Figura 3. Quantificacdo da densidade das microvilosidades, em software especifico, em corneas de
Rattus norvegicus linhagem Wistar, variacdo albinus, fémea, adulto apds ulceragdo quimica
com NaOH 1N, tratados com EDTA 1% ou com N-acetilcisteina 10% ou com sulfato de
condroitina 3% ou com solucdo salina. As imagens mostram as microproje¢cées como pontos
pretos (seta vermelha). Com auxilio da ferramenta Analyze/ Analyze particles, os pontos foram
guantificados numericamente (seta azul). Jaboticabal, SP, 2011.

4.7 Andlise estatistica

Os parametros de avaliacdo desta pesquisa foram: reepitelizacdo (area ulcerada
em micrbmetros e tempo de reepitelizacdo), zimografia em gel (unidades
densitométricas arbitrarias) e microscopia eletrénica (microvilosidades um?).

Todos dados foram avaliados, quanto a sua normalidade, ao teste de
Kolmogorov-Smirnov.

A reepitelizacéo foi analizada empregando-se o teste Kruskal-Wallis seguido do
Dunn's Test. O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.

Para a zimografia, empregou-se analise de variancia de um delineamento
inteiramente casual, com tratamentos no esquema fatorial 5x2, em seis repeticdes.
Comparacdes, quanto as médias, foram feitas aplicando-se o teste Bonferroni. Valores
de p< 0,05 foram considerados significativos.

Relativamente a microscopia eletrdnica, empregou-se analise de variancia de um

delineamento inteiramente casual, com tratamentos no esquema fatorial 5x1, em seis
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repeticbes. As médias foram comparadas empregando-se o teste Bonferroni. Valores
de p<0,05 foram considerados significativos.

Os resultados (média e desvio padréo) e os graficos foram preparados em
Software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, CA, USA) e em Software Minitab
Statistical Software.
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5. RESULTADOS

5.1 Reepitelizacéo

Relativamente ao diametro da area ulcerada, seis horas ap0s ulceracdo corneal,
o didmetro da lesdo aumentou significativamente (25%) em todos os grupos (p<0,05),
guando comparado com o tamanho da lesao original (Figura 4).

Nas avaliagfes, quanto ao tamanho das Ulceras as 6 e as 18 horas, encontrou-se
diferenca significativa (p<0,05). Houve reducdo média em todos os grupos, da ordem
de 33,6%. Decorridas 24 horas e até que se atingissem 42 horas, ndo se encontrou
diferenca significativa quanto ao tempo de reepitelizacdo entre os grupos. A reducédo do

tamanho da Ulcera, nestes momentos (entre 24 e 42 horas) foi de 5,45% (Tabela 1).

Figura 4. Imagens fotograficas ilustrando a progressdo da reparagdo corneal até a sua
reepitelizacdo, em olhos de Rattus norvegicus linhagem Wistar, variacdo albinus, fémeas,
adultos, ap6s ulceracdo quimica com NaOH 1N tratados com EDTA 1% ou com N-
Acetilcisteina 10% (NAC) ou com sulfato de condroitina 3% (SC) ou com solucao salina (GC).
Jaboticabal, SP, 2011.
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Da avaliacdo quanto a reepitelizacdo em cada grupo estabelecido, nos diferentes
tempos de avaliagcdo, encontrou-se diferenca estatistica (p<0,05). No grupo tratado com
o sulfato de condroitina (SC) (14,29% £7,92) e no grupo tratado com solucdo salina
(GC) (13,95% + 7,11) a reducdo da area ulcerada foi mais acelerada,
comparativamente aos grupos onde se empregaram a N-acetilcisteina (NAC) (13,52% +
12,77) e 0 EDTA (13,47% + 13,98) (Figura 5).

Figura 5. Média e erro padrdc dos valores correspondentes a reducdo da area corneal ulcerada de
Rattus norvegicus linhagem Wistar, variacdo albinus, fémeas, adultos, apés ulceragédo quimica
com NaOH 1N, tratados com EDTA 1% ou com N-acetilcisteina ou com sulfato de condroitina
ou com solucao salina, imediatamente a ocorréncia das Ulceras e nos respectivos periodos, até
a re-epitelizacdo corneal. Jaboticabal, SP, 2011.

*Teste Tukey (p<0,05)
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O tempo médio de reepitelizacdo total em horas e em cada grupo, foi de 28
horas nos animais tratados com sulfato de condroitina (SC), 29 horas nos tratados com
N-acetilcisteina (NAC), 35 horas nos tratados com EDTA 1% (EDTA) e de 35 horas no
grupo Controle (GC), sem diferenca signficativa entre eles (p=0.46) (Figura 6) (Tabela
2).

B Sulfato de condroitina =3 N-acetilcisteina E= EDTA

I Controle
45+

40+
35+

30+

25+
20+
15+
10+

Tempo de epitelizacao (horas)

Figura 6. Média e erro padrdd dos valores correspondentes ao tempo de
reepitelizacdo em cérneas de Rattus norvegicus linhagem Wistar, variacéo
albinus, fémeas, adultos, apés ulceragdo quimica com NaOH 1N, tratados
com EDTA 1% ou com sulfato de condroitina 3% ou com N-acetilcisteina
3% ou com solugédo salina (controle). Jaboticabal, SP, 2011.

*Teste Bonferroni
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Tabela 1. Estatistica descritiva* das porcentagens de area ulcerada e reepitelizacdo em tempo (horas),
em Rattus norvegicus linhagem Wistar, variagdo albinus, fémeas, adultos, apés ulceracéo
guimica com NaOH 1N, tratados com EDTA 1% (EDTA) ou com N-acetilcisteina 10% (NAC) ou
com sulfato de condroitina 3% (SC) ou com solugéo salina (GC). Jaboticabal, SP, 2011.

HORA SC DP EDTA DP NAC DP GC DP
0 100 0 100 0 100 0 100 0
6 90,28 25,74 139,86 31,89 129,32 23,91 113,03 18,74
12 29,85 17,52 67,39 45,35 60,40 13,41 26,76 8,64
18 9,77 6,34 42,49 54,05 29,30 17,07 10,99 4,94
24 5,21 2,24 27,83 46,60 17,66 11,31 8,59 5,38
30 3,56 2,38 15,47 25,97 14,98 9,89 6,24 4,65
36 1,075 121 11,11 20,76 9,40 7,47 4,16 4,73
42 0 0 573 13,19 5,35 6,33 2,35 2,67

*Teste de Bonferroni, DP: Desvio padrdo

Tabela 2. Estatistica descritiva’ do tempo de reepitelizacdio de Ulceras corneais (horas) em Rattus
norvegicus linhagem Wistar, variagdo albinus, fémeas, adultos, apds ulceracdo quimica com
NaOH 1N, tratados com EDTA 1% ou com sulfato de condroitina 3% (SC), ou com N-
acetilcisteina 10% (NAC), ou com solucéo salina (controle). Jaboticabal, SP, 2011.

GRUPOS Média (horas) DP Ccv
GC 35 7,01 20,04
EDTA 1% 35 7,01 20,04
NAC 10% 29 11,01 37,96
SC 3% 28 12,82 45,79

DP: Desvio padréo, CV: Coeficiente de variacéo

*Teste Bonferroni
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5.2 Zimografia em gel
A forma latente e ativa da metaloproteinase-2 (MMP-2) foi detectada nas cérneas
de animais saudaveis. Relativamente a MMP-9 latente, encontrou-se expressao em

todos os animais do estudo, exceto nos saudaveis (Figura 7).

Figura 7. Gel de poliacrilamida, enriquecido com gelatina, mostrando bandas de metaloproteinases
ativas e latentes, em cornea de Rattus norvegicus linhagem Wistar, variacdo albinus, fémeas,
adultos e saudaveis decorridas 20 e 42 horas da ulceragdo quimica com NaOH 1N, tratados
com EDTA 1% (EDTA) ou com N-acetilcisteina 10% (NAC) ou com sulfato de condroitina 3%
(SC) ou com solucéo salina (GC). Observar bandas de maior densidade para a forma ativa
(92kDa) da MMP-9 e para as formas latente (72kDa) e ativa (62kDa) da MMP-2. Jaboticabal,
2011.

5.2.1 MMP-2 ativa

A avaliacdo do gel de poliacrilamida, a MMP-2 ativa mostrou bandas de maior
densidade no grupo tratado com Sulfato de condroitina 3% e com a N-acetilcisteina, as
42 horas (Figura 7).

Ao se avaliar a expressao de MMP-2 ativa as 20 horas, houve diferenca
significativa (p< 0,05) relativamente aos grupos Sulfato de condroitina, N-acetilcisteina e
controle, sO, quando comparados aos da cornea normal (Figura 8).

Decorridas 42 horas da ulceragéo, todavia, ao se compararem 0s grupos EDTA

1%, N-acetilcisteina 10% e Sulfato de condroitina 3% com a cérnea saudavel, houve
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diferenca significativa (p<0,05), demonstrando valores de expressdo desta
metaloproteinase mais elevados nas corneas ulceradas.

Quando comparada a expressdo da MMP-2 ativa as 42 horas, entre os
tratamentos, encontrou-se diferenca significativa (p<0,01). O grupo tratado com sulfato
de condroitina exibiu valores elevados e diferiu significativamente (p<0,05) dos grupos
tratados com N-acetilcisteina 10% e com o EDTA 1%, que se mostraram proximos aos
do grupo controle (Figura 8).

Ao comparar a expressdo MMP-2 ativa as 20 e as 42 horas, encontrou-se que 0
grupo tratado com sulfato de condroitina 3% diferiu significativamente dos demais
(p<0,05). A expressdo da enzima no grupo (SC), as 42 horas, foi elevada,
comparativamente as 20 horas, demonstrando valores de até 90 unidades
densitométricas arbitrarias (UDA), o que difere de forma significativa dos valores

encontrados nos demais grupos, onde os valores foram em média 40 UDA (Tabela 3).

Figura 8. Média e erro padrao* dos valores correspondentes a quantificagdo de MMP-2 ativa em cOrneas
de Rattus norvegicus linhagem Wistar, variacdo albinus, fémeas, adultos, 20 e 42 horas ap6és
ulceracdo quimica, tratados com EDTA 1% ou com N-acetilcisteina 10% ou com sulfato de
condroitina 3% ou com solugdo salina, comparadas com corneas saudaveis da mesma espécie.
Jaboticabal, SP, 2011.

*Teste de Bonferroni (p<0,05).
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Tabela 3. Estatistica descritiva dos valores de MMP-2 ativa, em unidade densitométrica arbitraria, em
corneas de Rattus norvegicus linhagem Wistar, variacéo albinus, fémeas, adultos, 20 e 42 horas
apos ulceracao quimica com NaOH 1N, tratados com EDTA 1% ou com N-Acetilcisteina 10%
(NAC) ou com sulfato de condroitina 3% (SC) ou com solucdo salina (Controle), comparados
com corneas saudaveis da mesma espécie. Jaboticabal, SP, 2011.

GRUPOS 20 HORAS 42 HORAS
Média D.P CV Média D.P CV
Saudavel 12,20 34.38 128.98 12,20 2,10 128.98
Controle 30,75 6,40 20,73 22,15 461 22,66
EDTA 1% 19,00 4,26 21,82 27,45 7,95 28,35
N-acetilcisteina 10% 30,70 2,32 7,51 37,20 5,88 15,38
Sulfato de condroitina 3% 26,35 2,61 9,74 93,75 13,27 14,28

D.P: Desvio padréo, C.V: Coeficiente de Variagédo

5.2.2 MMP-2 latente

Valores de MMP-2 latente as 20 horas foram significativamente elevados
(p<0,05) no grupo tratado com sulfato de condroitina e N-acetilcisteina, quando
comparados com a expressao desta enzima no grupo tratado com EDTA 1% e no grupo
controle (GC), onde os valores da MMP-2 latente foram menores, e encontrou-se
diferenca significativa (p<0,05) nestes dois ultimos grupos quando comparados com a
cornea saudavel (Figura 9).

Decorridas 42 horas da ulceracdo corneal, valores de MMP-2 latente mais
préximos do basal foram encontrados no grupo tratado com EDTA 1%, ndo obstante,
sem diferenca significativa (p=0,05) .

Ao se comparar a MMP-2 latente basal (saudavel) com o grupo controle (GC), o
tratado com N-acetilcisteina 10% e com sulfato de condroitina 3% as 42 horas houve
diferenca significativa (p<0,05), mostrando uma expressdo aumentada desta MMP
nestes dois Ultimos grupos.

Os valores encontrados no grupo tratado com EDTA 1% e solucdo salina foram
significativamente menores, quando comparados com os do sulfato de condroitina 3% e

os da N-acetilcisteina 10%, que foram similares.
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Ao se comparar o efeito, em separado, de cada substéncia nos dois tempos

avaliados (20 e 42 horas), verificou-se no grupo N-acetilcisteina diferenca significativa

(p<0,05) as 42 horas, cujos valores foram superiores aos das 20 horas (Tabela 4).

== Saudawvel

N confrole Emm EFDTA 1% B33 MN-acetilcisteina

B Sulfato de condroitina
p<0,05

400+ 1 =

MMP-2 latente
(unidade densitométrica arbitraria 105)

N
§
N
X
N
\
N

20 horas

p<0,001 I e E
p<0,001
500— p<0,001 ]
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—

3]
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42 horas

Figura 9. Média e erro padrdo* dos valores correspondentes a quantificacdo de MMP2 latente em
corneas de Rattus norvegicus linhagem Wistar, variagdo albinus, fémeas, adultos, 20 e 42 horas
apos ulceracdo quimica com NaOH 1N, tratados com EDTA 1% ou com N-acetilcisteina 10% ou
com sulfato de condroitina 3% ou com solug¢do salina, comparadas com corneas saudaveis da
mesma espécie. Jaboticabal, SP, 2011.

*Teste de Bonferroni (p<0,05).
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Tabela 4. Estatistica descritiva dos valores de MMP-2 latente em unidade densitométrica arbitraria em
cérneas de Rattus norvegicus linhagem Wistar, variagcdo albinus, fémeas, adultos, 20 e 42 horas
apos ulceracao quimica com NaOH a 1N, tratadas com EDTA 1%, ou com N-acetilcisteina 10%
ou com sulfato de condroitina 3% ou com solucdo salina, comparadas com cérneas saudaveis
da mesma espécie. Jaboticabal, SP, 2011.

GRUPOS 20 HORAS 42 HORAS
Média D.P CV Média D.P CV
Saudavel 382,4 43,31 10,95 382,4 43,31 10,95
Solugéo salina 306,4 11,64 3,77 281,8 5,94 2,12
EDTA 1% 314,0 18,66 5,99 360,2 14,97 4,13
N-acetilcisteina 10% 399,7 14,42 3,58 458,0 15,44 3,37
Sulfato de condroitina 3% 439,2 18,85 4,36 452,3 41,79 9,14

D.P: Desvio padréo, C.V: Coeficiente de variacao

5.2.3 MMP-9

Ao se comparar a expressdo da MMP-9 as 20 horas, entre os tratamentos, nao
se encontrou diferenca significativa (p=0,05) (Figura 10).

As 42 horas apds ulceracdo, os niveis de expressdo de MMP-9 foram
significativamente menores (p<0,05) em todos 0s grupos com excec¢do do grupo tratado
com N-acetilcisteina, quando comparados com 0s valores encontrados nos grupos as
20 horas. (Tabela 5).

Ao se comparar a expressao da MMP-9 de cada grupo, as 20 e as 42 horas,
verificou-se, nos grupos EDTA 1%, sulfato de condroitina 3% e o controle, diferenca
significativa entre si, decorridas 42 horas. Decorridas 20 horas, os valores foram mais
elevados aos encontrados as 42 horas. No grupo N-acetilcisteina 10%, ndo se

encontrou diferenca significativa (Figura 10) (Tabela 5).
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Figura 10. Média e erro padrédo dos valores correspondentes a quantificacdo de MMP9 em cérneas de
Rattus norvegicus linhagem Wistar, variacao albinus, fémeas, adultos, 20 e 42 horas ap0s
ulceracdo quimica com Na OH 1N, tratados com EDTA 1% ou com N-acetilcisteina 10% ou com
sulfato de condroitina 3% ou com Solugéo salina (controle) . Jaboticabal, SP, 2011.

Teste de Bonferroni (p<0,05).

Tabela 5. Estatistica descritiva dos valores de MMP-9 latente em unidade densitométrica arbitraria em
coérneas de Rattus norvergicus linhagem Wistar, variacdo albinus, fémeas, adultos, 20 e 42
horas ap6s ulceracdo quimica com NaOH a 1N, tratados com EDTA 1% ou com N-acetilcisteina
10% ou com sulfato de condroitina 3% (SC) ou com solucéo salina (controle). Jaboticabal, 2011.

GRUPOS 20 HORAS 42 HORAS
Média D.P CV Média D.P CV
Controle 268,8 20,54 7,71 94,55 38,30 35,91
EDTA 1% 213,3 46,70 22,26 111,6 47,85 44,38
N-acetilcisteina 10% 235,3 18,39 7,85 226,7 34,95 16,03
Sulfato de condroitina 3%  249,2 25,85 10,64 160,3 30,76 19,96

DP: Desvio padréo, CV: Coeficiente de variacao
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5.3 Microscopia eletronica de varredura: microvilosidades corneais

Nas primeiras 20 horas, observou-se epitélio migrando sobre a area ulcerada em
todas as cérneas. Nos controles, a borda epitelial apresentou-se mais descamada.

Decorridas 42 horas, todas as corneas apresentaram-se reepitelizadas formando
um mosaico de células poligonais de tamanhos variados. Nos olhos tratados com
sulfato de condroitina 3% ou N-acetilcisteina 10% ou com EDTA 1%, observou-se
epitélio com grau de descamacdo menos acentuado e mais aveludado,
comparativamente ao grupo tratado com solugéo salina (Figura 11).

Observaram-se microvilosidades em células mais claras (com menor reflexo de
elétrons), em todos os grupos. Notaram-se, ainda, crateras centrais na maioria das
células (Figura 11).

A avaliacdo da densidade das microvilosidades entre os olhos tratados e os
controles nédo diferiu significativamente (p<0,05). Constatou-se um maior nimero delas
nos olhos tratados com N-Acetilcisteina (média 1,39 ym) (Tabela 6) e um menor nos

tratados com Sulfato de condroitina (média 0,92 ym) (Figura 12).
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Figura 11. Eletronmicrografia de varredura de cornea de Rattus norvergicus linhagem Wistar, variagédo
albinus, fémea, adulto, 42 horas apds abrasdo quimica com NaOH a 1N. Em A, superficie
corneal de olho tratado com EDTA 1%. Em B, com N-acetilcisteina 10%, em C com sulfato de
condroitina 3% e, em D com solugéo salina. Observar as microvilosidades (setas) ofertando um
aspecto aveluado as células. Jaboticabal, SP, 2011.
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Figura 12. Média e erro padréo dos valores correspondentes ao ntimero de microvilosidades por pm?,
em coérnea de Rattus norvegicus linhagem Wistar, variacdo albinus, fémeas, adultos, 42 horas
apoés ulceracdo quimica com NaOH 1N , tratados com EDTA 1% ou com N-acetilcisteina ou
com sulfato de condroitina ou com solucdo salina, comparadas com cérneas saudaveis da
mesma espécie . Jaboticabal, SP, 2011.

Teste Bonferroni (p<0,05)

Tabela 6. Estatistica descritiva da média e desvio padrao das microvilosidades um? em coérneas de
Rattus norvegicus linhagem Wistar variacdo albinus, tratados com EDTA 1%, ou com N-
acetilcisteina 10%, ou com sulfato de condroitina 3% ou com Solugdo salina (Controle), 40 horas
apos ulceracdo quimica com NaOH 1N, em ratos Wistar, fémeas, adulto, comparadas com
corneas saudaveis da mesma espécie s. Jaboticabal, 2011.

Microvilosidades pm? Média D.P C.V
Controle 1,32 0,46 37,15
EDTA 1,01 0,35 36,74
N-acetilcisteina 1,36 0,18 13,10
Sulfato de condroitina 0,97 0,32 35,77
Saudavel 1,00 0 0

DP: Desvio padrédo, C.V: Coeficiente de variacdo



30

6.0 DISCUSSAO

Optou-se por se estudarem os efeitos de substancias antiproteoliticas em
ulceragcbes corneais induzidas por alcali, pela elevada frequéncia com que cursam.
Outrossim, pela importancia das metaloproteases e a necesidade de ser controladas
em sua acdo, por vezes indesejavel (STRUBBE et al., 2000; CHANDDLER, 2003;
OLLIVER et al., 2003; SAKIMOTO et al., 2003; MULHOLLAND et al., 2005; CARTER et
al., 2007).

O modelo experimental de ulceracbes corneais induzidas pelo hidroxido de
sédio, permite o estudo da atividade proteolitica devido a que o0 agente penetra
rapidamente as camadas da cdOrnea, induzindo intensa reacgdo inflamatoria, produgéo
de enzimas proteoliticas, citocinas e perda da sensibilidade corneal (OH et al., 2008).

Do inicio ao término das avaliacbes, observou-se perda de transparéncia da
regido axial da cérnea em todos os olhos avaliados. Provavelmente devido a necrose
dos ceratdcitos estromais e desorganizacdo das lamelas de colageno (SAIKA et al.,
2005). KATO et al. (2006), informaram que apOs queimadura com &lcali, ocorre a
substituicdo de constituintes da membrana basal, em especial, a fracdo alfa-5 do
colageno tipo IV, responsavel por manter a transparéncia corneal é substituida por
fracOes alfa-1 e -2, que ndo se expressam em corneas saudaveis.

Na presente pesquisa, encontrou-se incremento de 25% da &rea ulcerada as 6
horas pds-leséo, resultante da penetracdo tecidual do alcali. De forma especifica,
reconhece-se que o anion hidréxido (OH-) saponifica os &cidos graxos das membranas
celulares, com resultante rotura e morte celular (Mc CULLEY, 1987; FREITAS, 1997). O
cation, por sua vez é o responsavel da penetracdo do élcali (Mc CULLEY, 1987),
ocasionando finalmente solubilizac@o do epitélio e estroma corneais (KERN, 1990), com
aumento da area de desepitelizacdo, exatamente como ocorrera com 0S animais
empregados na nossa avaliacéo.

A existéncia de significancia estatistica no diametro da area ulcerada observada
entre 6 e 18 horas do inicio das lesdes, encontra amparo no trabalho de ZIESKE &

GIPSON (1986), pois, segundo 0s autores, nesta ocasido ocorre incorporacdo de
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leucina e de glicosaminoglicanos em lesdes abrasivas da coOrnea, ocasionando
importante reducéo da area ulcerada.

Relativamente a taxa de reepitelizacdo corneal o grupo tratado com sulfato de
condroitina e o grupo tratado com solucédo salina apresentaram valores significativos
enquanto a reducdo do diametro da area ulcerada. Ao avaliar o tempo total de
reepitelizacdo nas coOrneas tratadas com estas substancias, foi encontrado que tal
ocorreu em tempo ligeiramente menor no grupo tratado com sulfato de condroitina,
todavia, sem significancia. Efeitos benéficos do sulfato de condroitina tém sido
demonstrados e atribuidos a eventos mecanicos e fisiolégicos que contribuem para a
estabilidade, rigidez e transparéncia corneais (AXELSSON, 1975; VELASCO, 1988). A
condroitina participa dos processos de adesdo e migracao celulares, orientagdo axonal
e da reparacdo cicatricial, além de proteger a membrana celular de espécies reativas de
oxigénio e de inibir a acdo de enzimas liticas (MILEV, 1994; RONCA, 1998;
ANDERSON et al., 2000).

A apresentacdo comercial de colirios enriquecidos com sulfato de condroitina
motivou compararem-se 0s seus efeitos com outros agentes comumente utilizados no
tratamento de ulceracdes corneais (LEDBETTER et al.,, 2007). NAKAMURA et al
(2004), relataram que o agente ndo apresentou beneficios quanto a velocidade de
epitelizacao corneal, quando comparado com o acido hialurénico.

As corneas tratadas com a n-acetilcisteina e o EDTA 1% ndo apresentaram
vantagens, relativamente a taxa de epitelizacdo corneal. Resultados similares foram
reportados em caes tratados com N-acetilcisteina 10% e 3%, onde as corneas
apresentarem-se epitelizadas em tempo significativamente maior quando comparado
com o grupo controle (ALDAVOOD et al.,, 2003). Pesquisas recentes também
demonstraram que a N-acetilcisteina ndo acelerou a epitelizacdo de Ulceras corneais
em coelhos quando utilizada isoladamente ou em combinacdo com dexametasona
(SARCHAHI et al., 2008). Na presente pesquisa, optou-se pela N-acetilcisteina 10%,
haja vista a literatura ndo reporta efeitos epiteliotoxicos nessa concentracdo (BROOKS
& OLLIVIER, 2004).
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Embora, sem significAncia estatistica, as coérneas tratadas com EDTA 1%
apresentaram epitelizacdo mais lenta e halos de maior diametro, comparativamente aos
demais agentes antiproteoliticos testados. O evento pode ser explicado por possivel
toxicidade em células epiteliais e ceratdcitos em divisdo. Nessa concentracdo, o agente
mostrou-se epiteliotoxico quando testado in vitro (CORBETT et al.,, 2001). Mesmo
assim, optou-se pela concentracdo a 1%, pois resultados publicados em céaes
demonstraram que o agente apresentou potente acdo antiproteolitica (COUTURE et al.,
2006).

Relativamente a quantificacdo das metaloproteinases, optou-se, na presente
pesquisa, pela zimografia em gel, porque se consegue a detec¢édo da forma latente (ou
pré-forma) e da forma ativa das metaloproteinases, tomando-se por base o seu peso
molecular e processos de denaturagcdo-renaturacédo no gel (OLLIVIER, 2004). As
formas latentes foram analisadas, devido a que embora estas enzimas ndo tenham
bioatividade, elas podem ser ativadas por diferentes fatores (OLLIVIER, 2004).

Formas latentes e ativas da metaloproteinase-2 (MMP-2) foram encontradas em
animais saudaveis (basal) e com Ulcera corneal. Relativamente a MMP-9 latente,
encontrou-se a sua expressdo em todos os animais do estudo, exceto nos saudaveis,
corroborando com o mostrado por FINI & GIRARD (1990), ao mostrarem que a MMP-2
existe na forma inativa em corneas saudaveis e a sua funcédo é notadamente importante
na remodelacdo da matriz extracelular corneal e nas fases de reparagcao cicatricial.
Outrossim, ao informarem que a sintese de MMP-9 é induzida na dependéncia de
lesBes corneais, principalmente nos estagios iniciais da reparacéo (YE & AZAR, 1988;
WONG et al., 2002).

As amostras para a avaliacdo da atividade das metaloproteinases a zimografia
em gel foram tomadas em dois periodos. Na presente pesquisa, a primeira amostra foi
tomada as 20 horas e a segunda as 42 horas (tempo maximo de epitelizacao) do inicio
das lesdes. A escolha de tais tempos fora determinada apds estudos piloto.
Comparacdes foram feitas entre os dois tempos e entre os tratamentos instaurados:

com N-acetilcisteina, com sulfato de condroitina, com solu¢éo salina ou com EDTA 1%.



33

Nenhum dos agentes utilizados foi capaz de reduzir totalmente o quantitativo das
metaloproteinases nos periodos avaliados. Reportou-se que a N-acetilcisteina 10%
apresentou capacidade antigelatinolitica de até 98%, em estudo in vitro, realizado com
lagrima de equinos acometidos por ceratomalacia (OLLIVIER et al., 2003). Ap6s a
confecgdo das Ulceras, elevacédo significativa da forma latente da MMP-2 foi observada
no grupo tratado com N-acetilcisteina 10%. Todavia, em sua forma ativa, o quantitativo
da MMP-2 nas corneas tratadas com N-acetilcisteina 10% n&o diferiu de forma
significativa quando comparada aos controles. Outrossim, niveis significativamente mais
elevados de MMP-9 em sua forma latente foram observados as 48 horas. Muitos
fatores podem ter influenciado na expressdao aumentada das metaloproteinases no
grupo tratado com esta substancia, como a frequéncia ou o intervalo entre tratamentos,
a sua instabilidade dependente da temperatura (BROOKS, 1999; WARD, 1999), sua
pobre penetracdo no estroma corneal, o0 incremento consideravel dos
polimorfonucleares, principalmente neutréfilos ao considerar que eles sintetizam MMP-9
(PFISTER et al., 1981; FINI & GIRARD, 1990, TWINING, 1994); sua importante acao
mucolitica que desestabiliza o filme lacrimal e a provavel colonizacdo das Ulceras por
bactérias, responsaveis pela producdo de MMPs (HUGHES, 1986; SLANSKY, 1969;
BROWN, 1970; BROOKS & OLLIVIER, 2004).

A similitude da N-acetilcisteina 10%, o sulfato de condroitina 3% também elevou
0S hiveis corneais de MMP-2 latente, 20 e 48 horas apd6s a confeccdo das Ulceras.
Contudo, o sulfato de condroitina 3% foi o Unico agente testado capaz de elevar o
quantitativo de MMP-2, em sua forma ativa, as 42 horas. Desconhecem-se publicacdes
prévias relativas ao poder antigelatinolitico do Sulfato de condroitina (glicosaminoglicano
monosulfatado) em corneas aviltadas de animais e do homem. Entretanto, o uso local
de glicosaminoglicano polissulfatado 5%, ndo reduziu o quantitativo de MMPs na cdérnea
de caes saudaveis (COUTURE et al., 2006).

A matriz extracelular da cornea é rica em glicosaminoglicanos, notadamente em
sulfato de condroitina (MICHELACCI et al., 2003). Admite-se, na presente pesquisa,
que o sulfato de condroitina possa ter atuado como substrato para a MMP-2,

justificando sua elevacao. Resultados similares foram observados por SAKUMA et al.
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(2000), que descreveram aumento na expressdo génica de MMP-9 na coérnea de
coelhos injuriada por Alcali, tratadas com hialuronato de sédio. A elevacdo no
guantitativo dessa enzima, ndo permite concluir, todavia, que 0 agente apresente
propriedades deletérias a cérnea, pois mesmo sem significancia estatistica, as cérneas
tratadas com sulfato de condroitina se epitelizaram mais rapidamente que as tratadas
com os outros agentes. WILLEFORD et al. (1998), reportaram que glicosaminoglicanos
polisulfatados apresentam atividade antiproteolitica sobre a plasmina, mas nédo sobre as
MMPs e que a terapia com tais agentes pode ser benéfica em casos de Ulceras.

O EDTA 1%, quando comparado com as demais substancias, apresentou menor
expressdao da MMP-2 latente exceto as 42 horas, onde se ratifica aumento na
expressao desta enzima. A MMP-2 ativa, quando comparada com os valores do grupo
controle, mostrou niveis de expressao menores. Tais achados corroboram com aqueles
gue reconhecem no EDTA um potente inibidor especifico de metaloproteinases
comumente empregado para tratamento de ceratites ulcerativas (BERMAN, 1980; LI et
al., 2001).

Cabe considerar que a reduzida inibicdo inicial da atividade das MMP-2 ativa e 0
aumento na sua expressao as 42 horas das ulceracdes, podem estar relacionados com
a concentracdo de EDTA empregada (1%), pois os niveis de efetividade desta
substancia sdo encontrados a concentracdes de 0,2% e o seu potencial toxico ja a
concentragdes de 0,37% (CORBETT, et al., 2001).

Na lagrima de equinos acometidos por ceratomalacia e na cornea de caes
saudéaveis, o EDTA inibiu a atividade gelatinolitica, respectivamente, em 99,4% e em
68%. Na presente pesquisa, 0 EDTA 1% néo apresentou inibicdo de tal significancia
(OLLIVIER et al., 2003). Estes fatos podem ser apoiados em estudos que afirmam que
0 quantitativo destas enzimas se eleva do 3° ao 7° dias apds abrasées com hidroxido
de sbédio e que os niveis teciduais se reduzem ao 14° dia (SHI et al., 2010). Os
mesmos autores observaram que o nivel de tais enzimas gelatinoliticas se elevou em
paralelo a neovascularcdo corneal (SHI et al., 2010). De fato, outro estudo demonstrou
gue a angiogenese corneal tem inicio trés dias apos a queimadura por alcali, atingindo

seu pico, duas semanas apos o ocorrido (YAN et al., 2009). Dessa forma, admite-se
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que periodos mais longos que os adotados no presente estudo pudessem esclarecer o
papel desse agente quanto a inibicdo de MMPs.

A expressao de metaloproteinases no grupo tratado com solugéo salina mostrou
resultados similares aos encontrados em animais tratados com EDTA 1%. A expressao
de MMP-2 e MMP-9 foram reduzidas. Estes efeitos favoraveis encontrados no grupo
controle ao se comparar com o0s resultados obtidos com as diferentes substancias
empregadas na nossa pesquisa sugerem beneficios quanto a hidratacdo corneana pela
solugéo salina fisiologica que pode ter ajudado junto aos glicosaminoglicanos para a
manutencdo da adequada hidratacdo deste tecido (CREMONINI, et. al., 2004), pois na
nossa pesquisa, o grupo tratado com sulfato de condroitina e o grupo controle
mostraram significativa reduc&o no tempo de reepitelizacdo corneal.

Outrossim, 0s nossos resultados sugerem epiteliotoxicidade das substancias
empregadas na nossa pesquisa, pois mesmo sem preservativos alguns colirios, sédo
epiteliotoxicos como foi mostrado em colirios de antibidticos de amplo espectro
(GELATT, 2003), anestésicos (ROSENWASSER et al., 1990; MARCONDES, 1999);
AINES (LINN et al., 2000; GUIDERA et al., 2001), inibidores de metaloproteinases como
N-Acetilcisteina (WAGONER, 1997) e EDTA a concentracdes de 0,37% (CORBETT, et
al., 2001).

A utilizacdo de solugcdo salina 0,9% em ulceragBes corneais por alcali pode
favorecer a limpeza e reducdo da substancia quimica que ocasiona a lesdo, no nosso
caso do NaOH 1N. Consideramos que 0s pacientes tratados com esta substancia,
apresentaram um tempo de exposi¢cao ao alcali menor comparado aos demais grupos e
consequentemente uma menor expressao de metaloproteinases.

A avaliacdo por microscopia eletrénica de varredura permitiu verificar as 20 horas
das abrasbes, que a qualidade das células migrando sobre o estroma acelular foi
prejudicada em todos os olhos estudados. Todavia, constatou-se que 48 horas apos
gueimadura por alcali, o fenétipo das células epiteliais de superficie e das
microvilosidades corneais ja estava reconstituido, notadamente nos olhos tratados com

N-acetilcisteina e solugéo salina.
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O homem e outros mamiferos apresentam microvilosidades na superficie do
epitélio corneal (COLLIN & COLLIN, 2000). Optou-se por utilizar o método de
binarizacdo de imagens, pois outros estudos demonstram que a técnica € factivel na
guantificacao de tais estruturas (RIBEIRO et al., 2010). Nao se encontraram, todavia,
diferencas significativas entre as substancias empregadas, comparativamente as
corneas normais. Tais dados permitem supor que nenhuma das substancias testadas
ofereceu protecdo ao epitélio corneal, 48 horas apos as queimaduras com hidréxido de
sédio. Outros métodos de avaliagdo, como marcadores de células apoptoticas poderiam
ser benéficos, relativamente ao esclarecimento desse evento.

Os nossos resultados enquanto a reepitelizacdo corneal, expressao de
metaloproteinases e microscopia eletronica de varredura em casos de ceratites
ulcerativas, sugerem a necessidade de avaliar a combinacdo de substancias como o

sulfato de condroitina em associacdo ao EDTA em concentragdes menores ao 1%.

7.0 CONCLUSOES

1. Considerando-se a maneira como a pesquisa fora concebida e levando-se em
conta as injuncdes do meio onde ela fora realizada, € possivel admitir que o uso do
sulfato de condroitina auxilia na reepitelizacdo em ceratites ulcerativas.

2. Substancias como o EDTA 1%, a N-acetilcisteina 10% e Sulfato de condroitina
3%, de forma isolada, ndo inibiram por completo as MMP-2 e MMP-9, nem mostraram

protecdo ao epitélio corneal em casos de ceratites ulcerativas induzidas por alcali.
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