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IMUNOMARCACAO DA OXIDO NITRICO SINTASE INDUZIVEL E DA
METALOPROTEINASE-9 EM ULCERAS CORNEAIS QUIMICAS DE COELHOS
(Oryctolagus cuniculus - Linnaeus, 1758), TRATADAS COM CETOROLACO DE
TROMETAMINA

RESUMO - Estudaram-se os efeitos do cetorolaco de trometamina a 0,5%,
sem conservante, quanto ao tempo de epitelizacdo, a alteragBes clinicas,
histolégicas (HE), sobre expressdo da Oxido Nitrico Sintase induzivel (INOS) e da
Metaloproteinase-9 (MMP-9) na ceratite ulcerativa causada por alcali em coelho.
Doze olhos foram tratados (GT) com o farmaco e outros 12 com solucéo salina (GC),
imediatamente a ocorréncia das Ulceras e a cada 6 horas. Decorridas 24h, seis
cérneas (n=6) de cada grupo foram colhidas (primeiro momento). As demais (n=6), o
foram apds a reepitelizacdo (segundo momento). Em ambos os momentos,
avaliaram-se o infiltrado inflamatério e as condi¢cdes do epitélio neoformado (HE).
Por imunoistoquimica, a imunomarcacao de iNOS e de MMP-9 foi avaliada. A média
do tempo de epitelizacdo no GT foi de 55 horas. No GC, ele foi de 44 horas (p<0,05).
As 24 h, as corneas do GT apresentaram menor exsudacao inflamatoria (p<0,01),
comparativamente ao GC. No segundo momento, o GT mostrou discreta exsudacao
inflamatdria (p>0,05) e camada epitelial simples. O GC mostrou maior estratificacéo
no epitélio neoformado. A média de imunomarcacéao de INOS em células do estroma
foi maior em GT, no primeiro e segundo momentos, comparativamente a GC
(p>0.05). No segundo momento, a regidao central expressou mais INOS,
comparativamente a periférica, tanto em GT (p<0,01), quanto em GC (p<0,05). No
epitélio, ndo se observaram diferencas significativas dos escores de imunomarcacao
de INOS entre os grupos e os momentos (p=0.69). Os escores de imunomarcacao
para MMP-9, no epitélio, foram menores em GT, comparativamente a GC (p=0,69).
A média de imunomarcacdo de MMP-9 em células do estroma, no segundo
momento, foi maior na regido central, comparativamente a periférica (p=0.32). Nao
houve correlacdo entre a imunomarcagdo de INOS e MMP-9, assim como o
guantitativo de células inflamatérias e a imunomarcacdo de INOS. A partir dos
resultados, € possivel admitir que o cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem
conservante, induziu a uma menor exsudagdo inflamatdria, e a alteragcbes nao
significativas na expressao de iNOS e MMP-9, retardando a epitelizacdo corneal.

Palavras chave: coelho, cérneas, cetorolaco de trometamina, iINOS e MMP-9



Xi

IMUNOSTAINING OF THE INDUCIBLE NITRIC OXIDE SYNTHASE AND
METALLOPROTEINASE-9 IN CHEMICAL CORNEAL ULCERS OF RABBITS
(Oryctolagus cuniculus - Linnaeus, 1758), TREATED WITH KETOROLAC
TROMETHAMINE

ABSTRACT - We studied the effects of ketorolac tromethamine at 0.5%
without preservative, about the time of epithelialization, the clinical, histological (HE)
on the expression of inducible Nitric Oxide Synthase (iINOS) and metalloproteinase-9
(MMP -9) in ulcerative keratitis in rabbits caused by alkali. Twelve eyes were treated
(GT) to the drug and 12 with saline (GC), immediately to the occurrence of ulcers and
every 6 hours. After 24h, six corneas (n = 6) of each group were harvested (first
moment). The other (n = 6), were after reepithelialization (second time). In both
instances, we evaluated the inflammatory infiltrate and conditions of the newly
formed epithelium (HE). For immunohistochemistry, immunostaining of INOS and
MMP-9 was assessed. The average time of epithelialization in GT was 55 hours. In
the GC, it was 44 hours (p <0.05). At 24 h, the corneas of GT showed lower
inflammatory exudation (p <0.01) compared to the CG. In the second phase, the GT
revealed mild inflammatory exudation (p> 0.05) and simple epithelial layer. The GC
showed greater stratification in the newly formed epithelium. The average
immunostaining of iINOS in stromal cells was higher in GT, the first and second
moments compared to control group (p> 0.05). In the second step, the central region
expressed more iINOS compared to peripheral in both TG (p <0.01) and in control
group (p <0.05). In the epithelium, there were no significant differences in scores of
INOS immunostaining between groups and time (p = 0.69). The scores of
immunostaining for MMP-9 in the epithelium were lower in GT compared to GC (p =
0.69). The average immunostaining of MMP-9 in stromal cells, the second time was
greater in the central region as compared to the peripheral (p = 0.32). There was no
correlation between the immunostaining of INOS and MMP-9 as well as the quantity
of inflammatory cells and immunostaining of iINOS. From the results, it is possible to
assume that the ketorolac tromethamine 0.5%, no preservative, induced a less
inflammatory exudation, and no significant changes in the expression of iINOS and
MMP-9, delaying corneal epithelialisation.

Keywords: rabbit corneas, ketorolac tromethamine, INOS and MMP-9
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

O oxido nitrico (NO) € uma molécula gasosa simples, habitualmente
encontrada no ar atmosférico em pequenas quantidades, reativa, difusivel e
altamente toxica devido a presenca de radical livre (elétron extra). Sua sintese
ocorre a partir da enzima oxido nitrico sintase (NOS), em duas etapas de oxidacao
do aminoacido L-arginina, produzindo, em partes iguais, L-citrulina e NO (MIRANDA
et al., 2000). Reconhecem-se, pelo menos, trés diferentes formas de NOS, cada
gual codificada por um gene especifico. Duas isoformas constitutivas sao
continuamente expressas: a NNOS (NOS-1), que se encontra no sistema nervoso
central e do periférico, e a eNOS (NOS-3), isolada na membrana plasméatica de
células do endotélio vascular (KNOWLES & MONCADA, 1994; CHRISTOPHERSON
& BREDT, 1997). Ambas sédo dependentes de calcio e de calmodulina. A isoforma
induzivel INOS (NOS-2), todavia, independe da presenca do calcio e da calmudolina,
sendo expressa por diferentes células apds a ativagdo transcricional, por
endotoxinas ou citocinas (NATHAN, 1997).

O NO esta envolvido em diversos processos, COmo ha neurotransmissao, na
vasodilatacdo, na defesa do hospedeiro e na inflamagdo (CHRISTOPHERSON &
BREDT, 1997; MACMICKING et al., 1997; NATHAN, 1997). O NO produzido pela
INOS possui propriedades antimicrobianas e antivirais (FANG, 1997; NATHAN,
1997). Ademais, ele pode ser mediador de resposta autoimune, inflamatéria e
angiogénica (SENNLAUB et al, 1999). A enzima INOS ndo é expressa
fisiologicamente e se forma ap6s a ativacdo de citocinas inflamatérias e de
lipopolissacarideos bacterianos (WOLF, 1997). A regulacdo da iNOS permite que
altos niveis de NO possam ser sintetizados e mantidos (SCHMIDT et al., 1992). Em
geral, a acdo deletéria se relaciona com o NO produzido pela INOS e ndo com o
produzido pelas NnNOS e cNOS (OHSHIMA & BARTSCH, 1994).

Nos tecidos oculares, o NO estd envolvido em diversos processos
(BECKMAN & KOPPENOL, 1996; BECQUET et al., 1997). In vitro, células do epitélio
pigmentar da retina, estimuladas por lipopolissacarideos (LPS) e interferon-y (INF-y),
expressaram mRNA para iNOS e liberaram nitrito, o produto final estavel do NO
(GOUREAU et al.,, 1992; GOUREAU et al., 1994; LIVERSIDGE et al., 1994,
SPARROW et al., 1994). Reportou-se que epitélio do corpo ciliar expressa mRNA de



iINOS na uveite induzida por endotoxina (GOUREAU et al., 1995; JACQUEMIN et al.,
1996; MCMENAMIN et al., 1997). Demonstrou-se, in vitro, que a estimulacdo de
células endoteliais e de ceratécitos de bovinos por lipopolissacarideos e por
citocinas induz a expresséo da iNOS, com liberacdo de grande quantitativo de NO
(DIGHIERO et al., 1997). Mais recentemente, verificou-se a expressao da iNOS em
lesbes de cornea induzidas por radiacdo ultravioleta (CHEN et al., 2011a).

Em pacientes humanos com ceratocone, observaram-se niveis elevados de
INOS e acumulo de nitrotirosina, um marcador substituto para peroxinitrito
(MIKKELSEN & WARDMAN, 2003), comparativamente a coOrneas normais ou
acometidas por outras enfermidades (BUDDI et al., 2002). A elevacado na sintese da
INOS se associa com a liberacdo de altos niveis de NO (PORASUPHATANA et al.,
2003), que, por sua vez, pode reagir com moléculas de superoxido, formando
peroxinitrito, com efeitos citotoxicos (BECKMAN & KOPPENOL, 1996). No intuito de
evitar a acdo deletéria da INOS e de seus produtos, por meio do controle da sua
expressao, algumas substancias tém sido estudadas (GOMES, 2009; CHEN et al.,
2011a).

Dependendo do modelo utilizado, o0 NO apresentara propriedades pré ou
antiangiogénicas (PAPAPETROPOULOS et al., 1997a; PAPAPETROPOULOS et
al.,, 1997b; ZICHE et al., 1997; PARENTI et al., 1998); o que se deve,
provavelmente, as diferentes isoformas de NOS nos modelos estudados,
notadamente da INOS e da eNOS. Quanto ao possivel envolvimento do NO na
neovascularizagado corneal, experimentos demonstraram que 0 mesmo participa da
resposta angiogénica a prostaglandina E;, substancia P ou ao fator de crescimento
endotelial vascular (ZICHE et al., 1994; ZICHE et al., 1997). In vivo, demonstrou-se
que quantidades elevadas de NO podem estar envolvidas em doencas inflamatorias
da cérnea (DIGHIERO et al. 1997). A INOS se expressa em coOrneas de ratos
ulceradas quimicamente, inibindo a neovascularizacdo (SENNLAUB et al., 1999).
Descobriu-se que o peroxinitrito e o NO reduzem os niveis do Inibidor Tecidual de
Metaloproteinase - 1 (TIMP-1), aumentando a atividade gelatinolitica de
Metaloproteinases (MMPs) em fibroblastos corneais cultivados in vitro (BROWN et
al., 2004).



Ceratites ulcerativas acometem o homem e os animais e podem ser de
génese traumatica, cirdrgica, infecciosa, autoimune ou por acao direta de agentes
quimicos, além de outras causas (GALERA et al.,, 2009). Queimaduras por alcali
destacam-se por penetrar rapidamente nas camadas da cOrnea, induzindo a intensa
reacao inflamatoria, a producéo de enzimas proteoliticas, de citocinas e a perda da
sensibilidade corneal. Mesmo ap0s epitelizadas, corneas acometidas por abrasdes
guimicas podem apresentar erosdes recorrentes que culminam em perfuracdo (HE
et al., 2006). Ulceras provocadas por alcali, utilizando-se o hidréxido de sédio, tém
sido utilizadas como modelo de abrasdes para variados estudos (BRUNELLI, 2003;
BRUNELLI et al., 2003; CAMPOS et al., 2003).

Anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES), aplicados pela via local, tém sido
investigados como opcao para o tratamento da dor em abrasdes corneais, pois
promovem algum grau de analgesia (SZUCS et al., 2000; ALBERTI et al., 2001;
RIBEIRO et al.,, 2010). A propriedade terapéutica do anti-inflamatorio reside
primariamente na sua habilidade em inibir a enzima cicloxigenase (COX). A
cicloxigenase € a enzima regulatoria chave que catalisa 0s primeiros passos na
sintese das prostaglandinas (PGESs), a partir do precursor acido araquidénico. Duas
isoformas de COX foram reconhecidas, a COX-1 e a COX-2 (VANE et al., 1998). A
COX-1 € uma enzima constitutiva responsavel por fungcdes homeostéticas, tais como
regulacdo de PGEs que protegem os tecidos de danos e aceleram a reparacéo de
lesdes. A COX-2 é induzida por estimulo inflamatorio associado a citocinas (IL-1, IL-
2 e TNF-a), bem como a fatores de crescimento (TGF- e fator de crescimento de
fibroblasto) liberados por células migratorias (TALWAR et al.,, 1996; VANE e
BOTTING, 1998). O cetorolaco de trometamina mostrou bons resultados em olhos
acometidos por uveite, nas ceratites ulcerativas, na conjuntivite alérgica, na
degeneracdo macular, no pos-operatério de cirurgias refrativas e em facectomias
(WHATERBURY & FACH; 2006, SCHECHTER, 2008).

Embora a administracdo local de AINEs esteja aumentando na prética
oftalmica, ha evidéncias de que ela pode induzir a alteracdes na superficie ocular
com danos as células epiteliais da conjuntiva e da cornea (KITAOJI et al., 1991).
AINES utilizados como analgésicos, nas ceratites ulcerativas, podem retardar a

epitelizacdo e potencializar a degradacdo do estroma corneal (REVIGLIO et al.,



2003; RIBEIRO et al., 2010). O cetorolaco de trometamina € um AINE nao seletivo,
gue inibe as cicloxigenases-1 e -2, promovendo supressdo da liberacdo das
prostaglandinas com diminuicdo da inflamagdo e da dor (BERNARDINI e
NASSARALLA, 2001; RIBEIRO et al., 2010).

Muitos estudos suportam a hipétese de que os efeitos ndo desejados da
terapia padréo com anti-inflamatorios ndo esteroidais resultam da propriedade de
inibir COX-1, enquanto os efeitos anti-inflamatoérios o sédo pela inibicdo da COX-2
(WHITTLE et al., 1980; DUBOIS et al., 1998). Admite-se que o bloqueio da COX
desvia precursores para a via lipoxigensase, que pode produzir metabdlitos
intermediarios pro-inflamatérios bem conhecidos (4cido 12-hidroxicosatetraendico
[HETE], leucotrienos B4 [LTB4], produtos da 5-lipoxigenase) (VANE et al., 1998).
Outras pesquisas mostraram potencial intrinseco do receptor LTB4 em neutrdfilos de
pacientes humanos e em espécies animais, com evidéncias de que metabdlitos do
LTB4 e 12-HETE estdo diretamente envolvidos na patogénese do retardo da
reparacao cicatricial (WIGGINS et al., 1990; SHOWELL et al., 1995).

A matriz extracelular (MEC) corneal tem papel ativo na regulacéo das células
epiteliais e estromais da cornea, influenciando no seu desenvolvimento, migracgéo,
proliferacdo e fungBes metabdlicas. Regular o balangco entre degeneracdo e
regeneracdo da MEC é crucial para o reparo e manutencdo das propriedades
estruturais da cérnea. Muitas enzimas, incluindo as metaloproteinases (MMPs) estdo
envolvidas na remodelacdo da MEC associadas a reparacdo de Ulceras corneais
(FINI et al., 1992; GARRANA et al., 1999).

MMPs pertencentes ao grupo das gelatinases (MMP-2 e MMP-9) estdo entre
0s principais agentes promotores da degradacdo da MEC e dos componentes da
membrana basal corneais (WOESSNER e NAGASI, 2002; VISSE e NAGASI, 2003).
A MMP-2 e a MMP-9 séo responsaveis pelo processo degradativo dos colagenos
tipos I, IV, V, VII e X, fibronectina, gelatina e galectina-3 (FINI et al., 1992;
GARRANA et al., 1999). A MMP-9 é produzida por células epiteliais e por neutréfilos
(OLLIVIER et al., 2007). Reportou-se maior atividade da MMP-1 em células epiteliais
e da MMP-2 e da MMP-9 na remodelacdo do estroma corneal e na ceratectomia
lamelar em coelhos (MULHOLLAND et al., 2005). Apés injurias neuronais, a MMP-9



corrobora com a instalacdo da dor neuropética precoce, pela liberacdo de IL-18 e
por ativacdo microglial (KAWASAKI et al., 2008).

Em corneas aviltadas, apds a sinalizacdo de diferentes citocinas, MMPs
perdem peso molecular e se tornam ativas. Tais MMPs degradam a MEC, as
proteinas celulares de superficie, citocinas, inibidores teciduais de outras proteases,
além de atuarem na ativacdo de proteases latentes. A manutencéo e o reparo da
matriz extracelular da cérnea requerem equilibrio entre a sintese de componentes da
matriz extracelular e as suas degradacdo e remodelacdo (SIVAK & FINI, 2002;
BROOKS & OLLIVER, 2004).

AINEs utilizados em ceratites ulcerativas podem retardar a reparacdo e
potencializar a degradacéo do estroma corneal (HENDRIX et al., 2002; RIBEIRO et
al.,, 2010). Atribuiu-se este efeito ao conservante utilizado nas formulacbes
oftdlmicas (GASSET et al., 1974; BECQUET et al., 1997). Entretanto, demonstrou-se
elevacdo da expressao de diferentes metaloproteinases na cérnea de ratos, apds a
instilacdo do diclofenaco sodico e do cetorolaco de trometamina, mesmo
desprovidos de conservante (REVIGLIO et al., 2003). Observou-se maior expressao
de MMPs em ratos tratados com diclofenaco sodico, comparativamente ao
cetorolaco, sem conservante (REVIGLIO et al., 2003). Mesmo desprovidas de
conservante, solu¢des oftalmicas compostas por AINEs exercem efeitos danosos ao
epitélio corneal (RIBEIRO et al., 2010).

Sabe-se que a MMP-9 esta envolvida na degradacdo do estroma corneal,
facilitando a proliferacdo e a migracdo de neovasos em ulceras (MULHOLLAND et
al., 2005). Trabalhos mostraram a expressdo da INOS em Ulceras de coOrnea
provocadas por &lcali, entretanto, desconhece-se o efeito de AINEs sobre sua
atividade em coérneas aviltadas. Um unico trabalho demonstrou o papel da iNOS na
inibicdo da vascularizacdo apoOs abrasdo corneal (SENNLAUB et al., 1999).
Considerando-se que o cetorolaco de trometamina é utilizado para controle da dor
no tratamento de afec¢fes corneais, pareceu oportuno estuda-lo quanto a expressao
da iINOS e da MMP-9 na reparacdo de Ulceras de cérnea suscitadas por alcali. A
acdo epiteliotoxica do farmaco (RIBEIRO et al., 2010) pode elevar a expressao de
MMPs (REVIGLIO et al., 2003) e a sua atividade pode estar aumentada pela acéo
da iINOS, conforme demonstrado, in vitro (BROWN et al., 2004). Como hipétese,



espera-se que o cetorolaco iniba a migragcao de neovasos, bem como a exsudacao

inflamatoria.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliarem-se os efeitos do cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem
conservante, na imunomarcacado da iNOS e da MMP-9 em cérneas de coelhos

ulceradas por hidroxido de sédio (NaOH).

2.2 Objetivos especificos

Avaliarem-se aspectos clinicos, tempo de epitelizacdo e -caracteristicas
histologicas de cérneas ulceradas e tratadas com cetorolaco de trometamina a 0,5%,
sem conservante.

Identificar-se a imunomarcacédo da iINOS e da MMP-9, por imunoistoquimica,
no estroma e epitélio de corneas ulceradas e tratadas com cetorolaco de
trometamina a 0,5%, sem conservante, em diferentes momentos.

Avaliarem-se possiveis correlacdes entre a imunomarcacdo das enzimas
INOS, MMP-9 e a exsudacao inflamatdria, relativamente a utilizagdo do cetorolaco

de trometamina a 0,5%.

3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada atendendo-se as normas internacionais da
Association For Research In Vision And Ophthalmology (OFFICE OF LABORATORY
ANIMAL WELFARE, 2013), de consoante com o cédigo de NUREMBERG (GOLDIN,
1995) e ao preceituado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais, sob o nimero
de protocolo 007616/11, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
UNESP, Campus Jaboticabal.

3.1 Animais

Selecionaram-se 12 coelhos (Oryctolagus cuniculus — Linnaeus, 1758)
machos, da raca Nova Zelandia Branco, com peso médio de 3,4 kg e 120 dias de
idade.



Para a sua admissdo na pesquisa, eles foram avaliados, sob os pontos de
vista sistémico e oftalmico, empregando-se o Teste da lagrima de Shirmer', a
biomicroscopia com lampada em fenda?, a tonometria de aplanacdo®, a
oftalmoscopia binocular indireta?, e a prova da flouresceina®>. Uma vez
selecionados, foram individuamente mantidos em ambiente ventilado, em gaiolas
apropriadas, limpas e higienizadas, com dieta a base de ragdo comercial e agua

potavel ad libitum.

3.2 Procedimentos

Apés inducdo da anestesia, por injecdo intramuscular de 15 mg/kg de
cetamina® associada a 0,5 mg/kg de midazolam’, realizou-se a tricotomia periocular.
Posteriormente, instilou-se uma gota de proximetacaina® e procedeu-se a
antissepsia da cornea, do saco conjuntival e da conjuntiva com iodo-polivinil-
pirrolidona® diluido em solugdo fisiolégica®® (1:50). A anestesia foi obtida
empregando-se méascara com isofluorano™, diluido em oxigénio a 100%, em circuito
aberto.

ApoGs preparacdo do campo operatorio e exposi¢cdo ocular com blefarostato
barraquer’?> de 3 c¢cm, um disco de papel filtro™*, com 6,0 mm de diametro, foi
embebido em solucédo de hidroxido de sodio (NaOH) a 1 mol/L e colocado sobre a
regido paracentral da cornea (Figura 1), por um minuto. Ato continuo, realizou-se a
lavagem copiosa com solucdo salina a 0,9%, durante um minuto. As intervencgdes

foram realizadas empregando-se microscépio cirtrgico™.

! Teste da Lagrima de Schirmer — Ophthalmos Ltda., Sao Paulo/SP, Brasil.
XL-1 Slit lamp® — Shin-Nippon, Jap3o.

Tono Pen XL®, Medtronic, Jacksonville, E.U.A.

Oftalmoscépio binocular indireto FOH-5° — Eyetec S.A.

Fluoresceina strips® — Ophthalmos Ltda., S&0 Paulo / SP, Brasil.
Cetamin S+®-Cristalia, Sdo Carlos / SP, Brasil.

Dormire®-Cristalia, S&o Carlos / SP, Brasil.

Anestalcon®, Alcon, S&o0 Paulo / SP, Brasil.

Laboriodine — Glicolabor Ind. Farmacéutica Ltda, Ribeirdo Preto / SP, Brasil.
10 Solucéo de Cloreto de Sédio a 0,9% - JP Industria Farmacéutica, Ribeirdo Preto / SP, Brasil.
1 Forane®-CristéIia, Sao Carlos / SP, Brasil.

12 steel Inox®, Engenheiro Coelho / SP, Brasil.
13 © Whatman 40 — F. Maia Ltda, Cotia / SP, Brasil.
14 MC-M902®, DF Vasconcelos, Sdo Paulo / SP, Brasil.

© 00 N O O B~ W N



Figura 1. Imagens fotograficas ilustrando etapas da confeccdo das Ulceras corneais
em coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branco. Em A,
embebimento de disco de papel Filtro Whatman 40 em solugdo de
hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol/L. Em B, colocacdo do disco em regiao
paracentral da cornea. Em C, lesdo corneal resultante imediatamente apés
a lavagem (seta). Jaboticabal, SP, 2013.

3.3 Tratamento e colheita das corneas

Imediatamente apds a realizacdo das lesdes, o olho esquerdo foi tratado com
30 pl de cetorolaco de trometamina & 0,5%", sem conservante (GT), e o direito
recebeu, com iguais critérios, solucdo salina a 0,9% (GC), ambos a intervalos

regulares de seis horas, até a colheita das corneas (Figura 2).

12 coelhos _ _ - i
24 olhos Primeiro egundo
momento momento

6 coelhos Colheita em

- _— n=>6 24 horas
Ulcera quimica . l

Olho esquerdo=GT

T P 6 coelhos Colheita no
Olho direito=GC : Radabiclod
n=

L L epitelizagao

Figura 2. Fluxograma relativo as etapas, procedimentos e colheita de cérneas de
coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branco, apds abraséo
quimica com hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol/L, tratados com cetorolaco
de trometamina a 0,5%, sem conservante (GT) ou com solucdo salina a
0,9% (GC).

' Acular sem conservante® , Allergan, Guarulhos / SP, Brasil.



As colheitas ocorreram em dois momentos. Decorridas 24 horas (primeiro
momento) das lesdes iniciais, seis animais (n=6) de cada grupo foram submetidos a
eutanasia ativa com sobredose de isofluorano®. O mesmo se repetiu com o restante
dos coelhos, apés epitelizacdo corneal (segundo momento) de ambas as corneas.
As mesmas foram colhidas e processadas para analise histolégica e

imunoistoquimica.

3.4 Avaliagéo clinica

Os animais foram avaliados clinicamente quanto ao blefaroespasmo e a
hiperemia conjuntival, a cada 6 horas, apds a inducédo das lesfes, até sua colheita.
Empregou-se a biomicroscopia com luz em fenda, previamente aos tratamentos. Os
eventos foram quali-quantificados em scores (0 - ausente, 1 - leve, 2 - moderado, 3 -
severo).

Para o monitoramento do tempo médio de reepitelizacdo, empregou-se teste
do tingimento pela fluoresceina®® e avaliou-se por meio da biomicroscopia com luz
em fenda e filtro azul de cobalto a cada 6 horas horas até a sua epitelizacéo.

Para quali-quantificagdo da é&rea ulcerada, os olhos foram fotografados em
biomicroscépio com luz difusa, acoplado a camera fotografica'’, a uma distancia
focal fixa de 4 cm, e as imagens foram avaliadas em software®® (STERN et al.,
2006).

3.5 Histologia

As cOrneas foram processadas e analisadas no Laboratério de
Imunoistoquimica do Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, UNESP —
Jaboticabal.

As corneas foram colhidas com corte circunferencial realizado na esclera
imediatamente adjacente ao limbo, foram mantidas em formol tamponado a 10%,
durante 24 horas e, posteriormente, em solucao alcoodlica a 70%, durante 3 dias. O

material foi processado (banhos sucessivos em alcool 80%, 90%, 95%, absoluto I,

'® Fluoresceina em tiras®, Ophthalmos — Sdo Paulo / SP, Brasil
7 Slit Lamp - Eagle Hawk Eye®, Dioptrix, Franca
'® Image J, disponivel em: http:/rsbweb.nih.goviij
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absoluto Il e xilol), incluido em parafina e cortado em micrétomo a espessura de 5
pm. De cada amostra, foram preparadas duas laminas com cortes sagitais,
percorrendo a area da lesdo, e corados pela hematoxilina-eosina (HE).

As laminas foram examinadas em microscépio 6ptico quanto as condi¢bes e
ao numero de camadas do epitélio neoformado. Avaliaram-se as caracteristicas do
estroma neoformado quanto a celularidade e disposicéo das fibras colagenas.

Para os eventos relativos a infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares e de
mononucleares, realizou-se contabilizacdo com a objetiva de 40 vezes, de dez
campos aleatérios em regido central e outros dez em regido periférica das cérneas.
A soma desses valores representou o total de células do infiltrado inflamatério no

estroma corneal.

3.6 Imunoistoquimica

Cortes de 4 pm de espessura foram confeccionados em laminas
eletricamente carregadas e processados, empregando-se a técnica complexo
Estreptoavidina-Biotina-Peroxidase, para marcacdo da INOS e da MMP-9. Foram
desparafinizados e hidratatos em bateria de &lcool, seguiu-se bloqueio da proteina
endégena®. A recuperacdo antigénica foi realizada sob calor e pressdo®® em
solucdo tamponada de citrato de sodio 10 mM, em pH 6,0. Foram adicionados 0s
anticorpos primarios policlonais iINOS e MMP-9 nas diluicdes de 1:600 e 1:200 (v/v),
respectivamente, e o material foi incubado em cémara Umida, escura, a 23°C
durante 14 horas. Como anticorpo secundario, utilizou-se o polimero ligado a
peroxidase®, foi incubado em camara Umida e escura durante uma hora, apés a
qual realizou-se a revelacdo com o cromégeno diaminobenzidina (DAB)?. A
contracoloracéao foi obtida com hematoxilina de Harris.

Como controle positivo para iNOS, utilizou-se granuloma provocado por
indcuo de BCG em musculo estriado esquelético de peixe Piaractus mesopotamicus

(MANRIQUE, 2012). Para MMP-9, utilizou-se adenocarcinoma mamario de cadela

9 pProtein Block — DAKO® X0909

2 panela Pascal — DAKO® S2800

21 ADVANCE — DAKO® K4069 HRP. Rabbit/Mouse
2 DAB, EnVision + System-HRP - DAKO®
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(YOKOTA, 2001). Como controle negativo, excluiu-se o anticorpo primario da
reagao, conservando 0S outros passos.

Em cada uma das etapas, as laminas foram lavadas 3 vezes, durante 5
minutos, empregando-se solugdo PBS pH 7,4.

Para avaliar-se a imunomarcacao, realizou-se contabilizacdo, com a objetiva
de 40 vezes, de dez campos aleatérios em regido central e outros dez em regiao
periférica das corneas. A soma desses valores representou o total de
imunomarcacao no estroma corneal.

Para a contabilizacdo da imunomarcacao em epitélio, estimou-se o percentual
de marcagdo em dez campos em regido de epitélio neoformado. Ao final, extraiu-se
a média dos valores obtidos. Para tal, empregou-se indice semi-quantitativo (STERN
et al., 2006) (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacao, por indice semi-quantitativo, da imunomarcacdo em epitélio
de corneas

indice Marcac&o

0-0,5 Auséncia de deteccdo — < 10%
10%—-25%
25%-50%

> 50%

> 75%
5 > 95%

A W N PP

Fonte: STERN et al. (2006)

3.7 Estatistica

Os dados foram avaliados, quanto a sua normalidade, ao teste de
Kolmogorove Smirnov. Empregou-se analise de variancia para medidas repetidas,
com posterior analise pelo teste de Bonferroni ou Tukey. Possiveis correlacdes entre
0 escore de imunomarcagcdo da INOS e da MMP-9 e entre INOS e células
inflamatdrias foram analisadas empregando-se o teste de Pearson. Adotou-se nivel
minimo de significancia de p<0,05. Os resultados encontram-se expressos em média

e erro padréo da média.
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4. RESULTADOS
4.1 Avaliacao clinica

O blefarospasmo foi significativamente menos intenso em GT nas primeiras
12 horas (p<0,001), comparativamente ao GC. O blefarospasmo diminuiu a partir
das 18 horas e foi ausente as 24 horas no GT. Auséncia de blefarospasmo so6 foi
observada as 30 horas no GC. Apds 30 horas, o parametro manteve-se ausente em
ambos os grupos até a colheita (Figura 3).

A hiperemia conjuntival foi significativamente menos intensa em GT nas
primeiras 24 horas (p<0,001), comparativamente a GC. Apos 24 horas, houve
reducdo do paradmetro, mas em niveis ainda maiores que em GT (Figura 4).

Figura 3. Média e erro padrao dos valores do blefarospasmo, em distintos periodos
da avaliacdo, em olhos de coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia
Branco, apos abrasdo quimica com hidréxido de sodio (NaOH) 1mol/L,
tratados com cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante (GT), ou

com solucao salina a 0,9% (GC). Jaboticabal, SP, 2013.
*Teste Tukey (p<0,001)
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Figura 4. Média e erro padrdo dos valores de hiperemia conjuntival, em distintos
periodos da avaliagcdo, em olhos de coelhos machos, adultos, da raca Nova
Zelandia Branco, apo0s abrasdo quimica com hidroxido de sédio (NaOH)
1mol/L, tratados com cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante

(GT), ou com solugédo salina a 0,9% (GC). Jaboticabal, SP, 2013.
*Teste Tukey (p < 0,001)*, (p < 0,01)"

Relativamente ao didmetro das areas ulceradas, nas coOrneas tratadas com
cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante (GT), os valores foram, em
micrémetros (um), sempre superiores aos controle (GC) em todos os periodos da
avaliacdo (Figura 5). Observou-se tempo médio de reepitelizagdo, para o grupo
tratado, de 55 horas, e para o grupo controle, de 44 horas (Figura 5 e 6). O tempo
médio para que o teste do tingimento pela fluoresceina fosse negativo (horas),
diferiu significativamente entre os olhos tratados (GT) e os olhos controle (GC)
(p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5. Média e erro padrdo* da area corneal ulcerada, em olhos de coelhos
machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branco, apds abrasdo quimica
com hidréxido de sodio (NaOH) 1 mol/L, tratados com cetorolaco de
trometamina a 0,5%, sem conservante, ou com solucéo salina a 0,9%. Pl =
Pés-operatorio imediato. Jaboticabal, SP, 2013.

*Teste Tukey (p<0,01).

Figura 6. Imagens fotogréficas ilustrando a progressao da epitelizacdo corneal, em
olhos de coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branco, apds
abrasdo quimica com hidréxido de sodio (NaOH) 1 mol/L, tratados com
cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante (GT) (A, B e C) ou
com solucao salina a 0,9% (GC) (D, E e F). Em A e D, observam-se Ulceras
de cdrnea logo apoés a abrasdo quimica. Em B e E, observam-se Ulceras de
cérnea apos 24 horas da abrasao quimica. Notar maior extensao da Ulcera
no GT (B). Em C, observa-se area de uUlcera as 44 horas da abraséo
quimica, no GT. Em F, observa-se epitelizacdo as 44 horas da abraséo
quimica, no GC. Jaboticabal, SP, 2013.



15

4.2 Histologia

O epitélio corneal neoformado mostrou caracteristicas distintas entre os olhos
tratados e os nédo tratados. Cortes corados pela hematoxilina e eosina exibiram
areas desnudas mais extensas nas corneas tratadas com cetorolaco de trometamina
a 0,5%, sem conservante, comparativamente ao grupo controle, decorridas 24
horas. O epitélio neoformado em GT caracterizou-se, em sua maioria, por uma
monocamada (Figura 7A). As coOrneas controle apresentaram epitélio neoformado
alternando areas de camadas simples e estratificadas (Figura 7C). Dois individuos
do grupo controle apresentaram apenas camada simples de epitélio neoformado.

Decorridas 55 horas do trauma quimico (Figura 7B), as cérneas tratadas
mostraram-se epitelizadas, por vezes, com areas de epitélio em dupla camada ainda
nao aderido no centro da lesdo. Corneas controle, no entanto, ja evidenciavam
estratificacdo (Figura 7D). Em quatro individuos do grupo GT, observou-se
degeneragcdo balonosa hidrépica, junto a margem da lesdo, desaparecendo na
direcéo do epitélio limbico.

Quanto as condicdes do estroma, em ambos 0s grupos e momentos,
encontraram-se baixa celularidade e desorganizacdo das fibras colagenas,
caracterizando edema.

Relativamente a exudacéo inflamatoria, ela foi mais intensa nos olhos que
receberam solucao salina a 0,9% (Figura 8). No primeiro momento de avaliacao, nas
cOrneas tratadas observou-se menor quantitativo de infiltracdo inflamatoria (Figura
8A). No mesmo periodo, nas controles encontraram-se marginacao e diapedese de
polimorfonucleares, com predominio de neutrofilos e de raros mononucleares
(Figura 8C). Decorridas 55 horas, as coOrneas tratadas mostraram discreta reagéo
inflamatéria (Figura 8B), com raros polimorfonucleares e mononucleares,
comparativamente as controles, em que se observou moderada exsudacao

inflamatoria (Figura 8D).



16

Figura 7. Fotomicrografias de corneas de coelhos machos, adultos, da raca Nova
Zelandia Branco, apés abrasdo quimica com hidroxido de sédio (NaOH) 1
mol/L, tratadas com cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante
(A e B), ou com solucéo salina a 0,9% (C e D). Em A, monocamada de
epitélio neoformado (setas) adjacente a Ulcera em cérnea tratada, apos 24
horas do inicio da lesdo. Em B, mono e dupla camadas de epitélio
neoformado (setas) em cérnea tratada, apdés 55 horas do inicio da lesao.
Em C, mono e dupla camada de epitélio neoformado (setas), em cOrnea
controle, apds 24 horas do inicio da lesdo. Em D, estratificacdo do epitélio
neoformado (setas), em corneas controle, decorridas 55 horas do inicio da
les&o. Jaboticabal, SP, 2013. Hematoxilina e eosina. (Barra = 50 um).
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Figura 8. Fotomicrografias de corneas de coelhos machos, adultos, da raca Nova
Zelandia Branco, apés abrasdo quimica com hidroxido de sédio (NaOH) 1
mol/L, tratadas com cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante
(GT) (A e B), ou com solucao salina a 0,9% (GC) (C e D). Em A, infiltrado
inflamatorio (setas) em cornea tratada, apos 24 horas do inicio da leséo.
Em B, infiltrado inflamatério (setas) em coérnea tratada, ap6s 55 horas do
inicio da lesdo. Em C, infiltrado inflamatério (setas), em coérnea controle,
apos 24 horas do inicio da lesdo. Em D, infiltrado inflamatorio (setas), em
cornea controle, decorridas 55 horas do inicio da lesdo. Jaboticabal, SP,
2013. Hematoxilina e eosina. (Barra = 50 pum).

Relativamente a média da contagem de células inflamatérias nas coérneas,
24h apos a injuria, no grupo tratado ela foi significativamente menor (519,2+46,86),
comparativamente ao grupo controle (2119+266,1) (p<0,001). As 55 horas, as
cérneas tratadas (706,8+57,67) apresentaram menor quantitativo de células
inflamatdrias, comparativamente as do grupo controle (1238+151,6). Entretanto, ndo
houve diferenca significativa entre ambos (p>0,05) (Fig. 9). A média de células
inflamatérias em GT, no primeiro momento, manteve-se semelhante

comparativamente ao mesmo grupo no segundo momento, enquanto no GC, esta
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média diminuiu significativamente (p<0,01) do primeiro para o segundo momento
(Figura 9).
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Figura 9. Média e erro padrdo* do quantitativo de células inflamatérias de corneas
de coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branco, apoés
abrasdo quimica com hidroxido de sodio (NaOH) 1 mol/L, tratadas com
cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante (cinza), ou com
solucao salina a 0,9% (branco), as 24 horas (primeiro momento) e as 55

horas (segundo momento) do inicio das lesdes. Jaboticabal, SP, 2013.
*Teste Bonferroni

O quantitativo de células inflamatérias, na periferia das cérneas, as 24h, foi
significativamente menor no grupo tratado (395,5+40,97), comparativamente ao
grupo controle (1644+246,6) (p<0,001). Esses valores foram igualmente menores na
regido central do grupo tratado (159,7+25,06) as 24 horas, comparativamente ao
grupo controle (474,8+104,3), mas né&o significativos (p>0.05). Ainda no primeiro
momento, o quantitativo de células inflamatérias na periferia da cornea controle
(1644+246,6) foi significativamente maior, comparativamente a regido central
(474,8+104,3) das cérneas do mesmo grupo (p<0,001) (Figura 10).

No segundo momento, o quantitativo de células inflamatérias nas regides
periféricas do grupo tratado foi menor (430,5+71,41), comparativamente as mesmas
regides do grupo controle (960,3+170,3). Na regido central, encontraram-se valores

semelhantes para o grupo tratado (276,3+30,11) e para 0 grupo controle
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(277,8£40,53). Quando comparados, ndo se observaram diferencas significativas
(p>0.05) (Figura 10).
O quantitativo de células na periferia das cérneas do grupo controle diminuiu

significativamente do primeiro para o segundo momento (p<0,01) (Figura 10).
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Figura 10. Média e erro padrdo* do quantitativo de células inflamatérias na periferia
(P) e no centro (C) de corneas de coelhos machos, adultos, da raca Nova
Zelandia Branco, ap0s abrasao quimica com hidroxido de sédio (NaOH) 1
mol/L, tratadas com cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante
(cinza), ou com solucdo salina a 0,9% (branco), as 24 horas (primeiro
momento) e as 55 horas (segundo momento) do inicio das lesdes.

Jaboticabal, SP, 2013.
*Teste Bonferroni

4.3 Imunoistoquimica

Relativamente ao INOS, observou-se imunomarcacao de polimorfonucleares,
de mononucleares e de ceratécitos (Figura 11) no estroma das cOrneas. A
imunomarcacdo foi mais intensa na regido adjacente a lesdo. Evidenciou-se
imunomarcacao do epitélio mais intensa as margens da lesdo a similitude da
expressdo em ceélulas do estroma. Ademais, notou-se imunomarcagao no citoplasma

e no nucleo das células envolvidas.
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Figura 11. Fotomicrografia da imunomarcacdo da iNOS em cérneas de coelhos
machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branco, ap0s abrasdo quimica
com hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol/L, tratada com cetorolaco de
trometamina a 0,5% (A e B), sem conservante, ou com solugcédo salina a
0,9% (C e D). Em A, células imunomarcadas (setas) no estroma de cornea
tratada, apos 24 horas do inicio da lesdo. Em B, células imunomarcadas
(setas) no estroma de cornea tratada, apos 55 horas do inicio da lesdo. Em
C, células imunomarcadas (setas) no estroma de cérnea controle, apds 24
horas do inicio da lesdo. Em D, células imunomarcadas (setas) no estroma
de cornea controle, ap6s 55 horas do inicio da lesdo. Jaboticabal, SP,
2013. Diaminobenzidina. (Barra = 50 um).

Quanto a expresséao da iINOS nas células do estroma, as 24 horas, observou-
se maior expressdo no grupo tratado (50,17+15,11), comparativamente ao controle
(25,83+9,14). No segundo momento, a média do quantitativo de células
imunomarcadas manteve-se maior no grupo tratado @ (63,33+11,93)
comparativamente ao controle (58,17+9,68). Nao se demonstrou diferenca
significativa entre os grupos (p=0,072) (Figura 12).
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Figura 12. Média e erro padrdo* do quantitativo de imunomarcacdo da iINOS em
células estromais de corneas de coelhos machos, adultos, da raga Nova
Zelandia Branco, ap6s abrasdo quimica com hidréxido de sodio (NaOH) 1
mol/L, tratadas com cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante
(cinza), ou com solucdo fisioldgica a 0,9% (branco), as 24 horas (primeiro
momento) e as 55 horas (segundo momento) do inicio das lesdes.

Jaboticabal, SP, 2013.
*Analise de Variancia para Medidas Repetidas (p=0,07)

Quando se analisaram a periferia e o centro das corneas, as 24 horas,
observou-se maior expressdo da iINOS na periferia (12,5+5,07) e no centro
(37,67+10,03) das coérneas do grupo tratado, comparativamente a periferia
(8,16+4,58) e ao centro (17,67+5,81) das corneas do grupo controle. No segundo
momento, obteve-se expressdo significativamente maior na regido central
(48,83+9,39) das corneas tratadas, comparativamente a regido periférica (14,5+2,88)
do mesmo grupo (p<0,01). Similarmente, a expressao da iNOS na regido central
(45,5+7,43) das coérneas controles foi significativamente maior, comparativamente a
regiao periférica (12,67+5,07) do mesmo grupo (p<0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Média e erro padrdao* do quantitativo de imunomarcacédo da iNOS em
células estromais na periferia (P) e no centro (C) de cérneas de coelhos
machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branco, ap0s abrasdo quimica
com hidroxido de sodio (NaOH) 1 mol/L, tratadas com cetorolaco de
trometamina a 0,5%, sem conservante (cinza), ou com solucdo salina a
0,9% (branco), as 24 horas (primeiro momento) e as 55 horas (segundo

momento) do inicio das lesdes. Jaboticabal, SP, 2013.
*Teste Bonferroni

Quanto a expressao da iNOS no epitélio das corneas, no primeiro momento a
imunomarcacdo no grupo tratado (1,5+0,22) foi similar a do grupo controle
(1,5+£0,42). No segundo momento, observou-se menor expressao da iNOS no grupo
tratado (1,5+0,22) comparativamente ao controle (2+0,44), porém sem diferenca

significativa (p=0.69) (Figura 14).
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Figura 14. Escore de imunomarcacdo e erro padrdo* da iINOS em epitélio de
corneas de coelhos machos, adultos, da raga Nova Zelandia Branco, apés
abrasdo quimica com hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol/L, tratadas com
cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante (cinza), ou com
solucéo salina a 0,9% (branco), as 24 horas (primeiro momento) e as 55

horas (segundo momento) do inicio das lesdes. Jaboticabal, SP, 2013.
*Analise de Varidncia para Medidas Repetidas (p=0,69)

Relativamente a MMP-9, evidenciou-se imunomarcacdo no epitélio das
corneas tratadas e das controles (Figura 15). A imunomarcacdo das células foi
predominantemente citoplasmatica. Houve expressdo de MMP-9, em menor
guantitativo, em ceratoécitos, em polimorfonucleares e mononucleares do infiltrado

inflamatorio.
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Figura 15. Fotomicrografia da imunomarcacdo da MMP em coOrneas de coelhos
machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branco, apds abrasdo quimica
com hidréxido de sédio (NaOH) 1 mol/L, tratada com cetorolaco de
trometamina a 0,5% (A e B), sem conservante, ou com solucéo salina a
0,9% (C e D). Em A, imunomarcacéo do epitélio (setas) de cérnea tratada,
apos 24 horas do inicio da lesdo. Em B, imunomarcacdo do epitélio
(setas) de coOrnea tratada, apds 55 horas do inicio da lesdo. Em C,
imunomarcacao do epitélio (setas) de cérnea controle, apos 24 horas do
inicio da lesdo. Em D, imunomarcacdo do epitélio (setas) de coérnea
controle, ap6s 55 horas do inicio da lesdo. Jaboticabal, SP, 2013.
Diaminobenzidina. (Barra = 50 pm).

Quando se avaliou o escore de imunomarcacdo no epitélio das corneas
tratadas as 24 horas, observou-se menor expressdo de MMP-9 (1,16+0,16),
comparativamente ao grupo controle (1,5+0,34). No segundo momento, obtiveram-
se resultados semelhantes, em que a expressdo de MMP-9 no epitélio das corneas
tratadas (1,16+0,3) foi menor, comparativamente as do grupo controle (1,5+0,22).

entretanto, os valores ndo apresentaram diferenca estatistica (p=0,69) (Figura 16).
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Figura 16. Escore de imunomarcacdo e erro padrao* da MMP-9 no epitélio das
corneas de coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branco, apés
abrasdo quimica com hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol/L, tratadas com
cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante (cinza), ou com
solucéo salina a 0,9% (branco), as 24 horas (primeiro momento) e as 55

horas (segundo momento) do inicio das lesdes. Jaboticabal, SP, 2013.
*Anadlise de Variancia para medidas Repetidas (p=0,69)

Relativamente & imunomarcacdo da MMP-9 nas células do estroma,
observou-se, as 24 horas, menor expressdao no grupo tratado (31+10,14),
comparativamente ao grupo controle (50£16,02). No segundo momento, verificou-se
maior expressao no grupo tratado (32+17,53), comparativamente ao grupo controle
(24,5+8,12). Os valores, entretanto, ndo foram comparativamente significativos
(p=0,55) (Figura 17).
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Figura 17. Média e erro padrao* do quantitativo de imunomarcacdo da MMP-9 em
células estromais de corneas de coelhos machos, adultos, da raca Nova
Zelandia Branco, ap6s abraséo quimica com hidroxido de sédio (NaOH) 1
mol/L, tratadas com cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante
(cinza), ou com solucdo salina a 0,9% (branco), as 24 horas (primeiro
momento) e as 55 horas (segundo momento) do inicio das lesdes.

Jaboticabal, SP, 2013.
*Analise de Variancia para Medidas Repetidas (p=0,55)

Relativamente a expressdo de MMP-9, a média do quantitativo de células
imunomarcadas as 24 horas foi menor na periferia das cérneas tratadas (7+1,98),
comparativamente as controles (23,5+7,34). No mesmo periodo, na regido central
verificaram-se valores discretamente inferiores para o grupo tratado (24+9,45),
comparativamente ao controle (26,5+8,92). A epitelizacdo, a média de células
imunomarcadas na periferia dos grupos tratado (9,16+4,24) e controle (9£3,97) nao
divergiu. Na é&rea central, todavia, verificou-se maior expressdo no grupo tratado
(22,83+13,41), comparativamente ao grupo controle (15,5+6,52). Ndo se observaram

diferencas significativas ao compararem-se tais variaveis (p=0,32) (Figura 18).
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Figura 18. Média e erro padrao* do quantitativo de imunomarcacdo da MMP-9 em
células estromais na periferia (P) e no centro (C) de cérneas de coelhos
machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branco, apds abrasdo quimica
com hidroxido de sodio (NaOH) 1 mol/L, tratadas com cetorolaco de
trometamina a 0,5%, sem conservante (cinza), ou com solucédo salina a
0,9% (branco), as 24 horas (primeiro momento) e as 55 horas (segundo

momento) do inicio das lesbes. Jaboticabal, SP, 2013.
*Analise de Variancia para Medidas Repetidas (p=0,32)

N&o se observou correlacdo entre as expressoes da iINOS e da MMP-9 no
estroma dos grupos tratado (r=-0,20 e p=0,54) (FIGURA19A) e controle (r=-0,41 e
p=0,18) (FIGURA 19B) e no epitélio do grupo tratado (r=0,30 e p=0,34) (Figura 19C).
Todavia, observou-se moderada correlacdo (r=0,70 e p=0,01) entre as expressdes

da iINOS e MMP-9 no epitélio do grupo controle (Figura 19D).
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Figura 19. Curvas de regresséao linear* entre o quantitativo de imunomarcacéo da
INOS e da MMP-9, em células estromais (A e B) e do epitélio (C e D) de
corneas de coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branco,
apos abrasao quimica com hidroxido de sodio (NaOH) 1 mol/L, tratadas
com cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante (A e C), ou
com solucao salina a 0,9% (B e D). Jaboticabal, SP, 2013.

*Teste de Pearson

N&o se observou correlacdo entre a expressédo da iNOS e o quantitativo de
células inflamatdrias no estroma no grupo tratado (r=0,28 e p=0,38) e controle (r=-
0,56 e p=0,06) (Figura 20).
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Figura 20. Curvas de regresséo linear* entre o quantitativo de imunomarcagao da
INOS e das células inflamatorias, em estroma de corneas de coelhos
machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branco, apds abrasdo quimica
com hidréxido de so6dio (NaOH) 1 mol/L, tratadas com cetorolaco de
trometamina a 0,5%, sem conservante (A), ou com solucdo salina a
0,9% (B). Jaboticabal, SP, 2013.

*Teste de Pearson

5. DISCUSSAO

Os bons resultados alcancados com o cetorolaco de trometamina em olhos
acometidos por uveite, ceratites ulcerativas, conjuntivite alérgica, degeneracao
macular e no pos-operatorio de cirurgias refrativas, da facoemulsificacdo e no da
correcdo do estrabismo (WHATERBURY e FACH, 2006; TRATTLER e MCDONALD,
2007; SCHECHTER, 2008) e do controle da dor em coérneas ulceradas
guimicamente (RIBEIRO et al., 2010), motivaram estudarem-se os efeitos do
farmaco, a uma concentracdo de 0,5%, sem conservante, em cérneas de coelhos
ulceradas pelo hidroxido de sédio 1 mol/L.

Constatou-se, na maioria dos periodos estudados, reducdo dos parametros
gualitativos (blefarospasmo e hiperemia conjuntival), em olhos tratados com
cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante. A maior manifestacdo do
blefarospasmo foi observada 12 horas apés o inicio das lesdes, no grupo controle. A
auséncia de blefarospasmo, decorridas 24 horas do inicio das lesbes, no grupo
tratado, pode ter decorrido do efeito analgésico da substancia.
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A hiperemia conjuntival, no grupo tratado, manteve-se em niveis discretos,
porem nao se atribui esta manifestacdo ao desconforto ensejado pelas Ulceras. Pela
natureza vascularizada da conjuntiva e por sua alta capacidade em sintetizar
cicloxigenases e metabdlitos do acido araquidénico (RADI & RENDER, 2008),
reconhece-se a acdo inibitéria do cetorolaco de trometamina, reduzindo
significativamente a intensidade de manifestacdo quer do blefarospasmo, quer da
hiperemia conjuntival, comparativamente ao grupo controle.

Em razdo da natureza lipofilica do epitélio corneal, a maioria dos farmacos
lipofilicos penetra as camadas da coOrnea atraveés da rota intracelular. Farmacos
hidrofilicos, por sua vez, valem-se da rota paracelular (SCHOENWALD, 1997). O
tecido corneal é capaz de acumular substancias como a pilocarpina e os anti-
inflamatdrios ndo esteroidais (AINES). Assim, repetidas doses podem ofertar efeito
cumulativo (SCHOENWALD, 1997). Os efeitos da instilacdo do cetorolaco de
trometamina a cada 6 horas até a epitelizacdo pode ter contribuido para os
resultados encontrados.

Solucdes oftdlmicas, em sua maioria, sédo dotadas de conservantes, que sao
introduzidos para prevenir a replicagao de contaminantes que diminuem a meia vida
dos agentes e suscitam infec¢des secundérias (NOECKER, 2001). A toxicidade de
farmacos tem sido associada a presenca de preservativos em altas concentracdes
(BURSTEIN, 1980; BAUDOUIN et al., 1996). E comum que estudos em oftalmologia
reportem efeitos téxicos associados ao uso prolongado de farmacos oftalmicos
(EPSTEIN et al.,, 2009). Na presente pesquisa, utilizou-se a formulagcdo comercial,
sem cloreto de benzalconio (conservante), o qual apresenta propriedade
epiteliotoxica (GUO et al., 2007; EPSTEIN et al., 2009). Preservativos, como o
cloreto de belzalcénio, na cérnea, enseja perda aguda de adenosina trifosfato, com
concomitante defosforilacdo da miosina de cadeia leve, necessaria a contracdo da
actina do citoesqueleto. Esta € responsavel pela manutencdo da integridade da
barreira epitelial e pela adesé@o e migracdo das células epiteliais (GUO et al., 2007)
comprometendo os critérios de avaliacdo. Dessa forma, também optou-se por nao
se utilizarem os antibidticos para se evitarem possiveis efeitos epiteliotoxicos,
notadamente das quinolonas e dos aminoglicosideos (CHO et al., 1990; HENDRIX
et al., 2001; McDERMON e WHEATER, 2006).
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O protocolo empregado para confeccdo das Ulceras corneais mostrou-se
factivel em 100% dos casos, dados que corroboram com os de outros autores
(SAIKA et al., 1995; CAMPOS et al., 2003; SOSNE et al., 2005, HE et al., 2006,
SHAHRIARI et al., 2008; KAWAMURA et al., 2008). Reconhece-se a a¢ao do nitrato
de prata, da fucodina e do n-heptanol como agentes quimicos capazes de produzir
abrasdo corneal (MAHONEY & WHATERBURY, 1985; LEEUW & CHAN, 1989;
CAMPOS et al., 2003; WENK & HONDA, 2003; JENSEN et al., 2005;. BRUNELLI et
al., 2003).

A média do diametro da éarea ulcerada manteve-se maior nas corneas do
grupo tratado, comparativamente ao controle. Apds a abrasdo quimica, as corneas
controle epitelizaram-se significativamente mais rapido. Tais dados sugerem que a
substancia, mesmo sem conservante, € epiteliotoxica por provavel alteracdo em seu
citoesqueleto (AGRAWAL e TSAI, 2003). Resultados semelhantes foram
encontrados por Ribeiro et al. (2010), que visibilizaram descamacao e diminui¢ao
das microvilosidades em corneas tratadas com cetorolaco de trometamina.

No presente estudo, o tempo de epitelizacdo nas coérneas controles corrobora
com os achados obtidos em outra investigacao realizada em coelhos com ulceras de
0,65 mm de diametro (MATSUDA et al., 1985). Resultados similares, também foram
obtidos por Ribeiro et al. (2010) relativamente ao tempo de epitelizacdo das cérneas
tratadas.

A epitelizacdo corneal passa por trés fases distintas. Na primeira,
hemidesmossomos sédo perdidos, formando-se adesdo provisoria, denominada
contato focal. Durante essa fase, células epiteliais se achatam e migram como um
folheto intacto para cobrir a area desnuda. Na segunda fase, células distais a
margem ulcerada se proliferam, aproximadamente 5 horas apds a injdria, a uma
velocidade média de 60-80 um/hora, repovoando a area desnuda. Tem-se 0 inicio
da estratificacdo e da diferenciacdo celulares. Na terceira, hemidesmossomos e
matriz extracelular sdo reconstituidos (AGRAWAL e TSAI, 2003).

Pereira et al. (2001) estudaram, em coelhos, os efeitos do cetorolaco de
trometamina e do seu conservante sobre a epitelizacdo de cérneas desbridadas
mecanicamente, apos queimadura por alcool etilico a 95%. Resultados semelhantes

aos da presente pesquisa foram reportados. Olhos tratados com o AINE ainda se
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apresentavam ulcerados, decorridas 60 horas das abrasOes, diferentemente dos
controles e daqueles tratados com o conservante (cloreto de benzalcénio a 0,01% e
associagcbes). Na presente pesquisa, todavia, os olhos tratados apresentaram-se
epitelizados 55 horas ap6s as abrasdes. O maior diametro das lesbes produzidas
por Pereira et al. (2001) (7,5 mm) pode estar relacionado ao maior tempo de
epitelizacdo observado por esses autores. Embora Pereira et al. (2001) ndo tenham
observado retardo na epitelizacdo das corneas tratadas com conservante.

No presente estudo, a exsudacado inflamatoria foi significativamente menor
nos olhos tratados. Achados similares foram descritos ap6s o uso do cetorolaco de
trometamina, com conservante, em Ulceras experimentais em coelhos. A inibicdo da
infiltracdo leucocitaria ensejada pelo cetorolaco de trometamina parece atuar sobre a
epitelizacdo corneal (PEREIRA et al., 2001). A infiltracdo de polimorfonucleares é
necessaria para epitelizagdo, notadamente neutréfilos que secretem fatores de
crescimento (trefonas) capazes de estimular a fibroplastia. O infiltrado inflamatério
influencia as células residentes, através da producdo de citocinas que modulam a
reparacao tecidual (GAN et al., 1999). Apos leséao corneal, a migracédo de neutrofilos
para o estroma ocorre em dois momentos. O primeiro é dependente de moléculas de
adeséao (P e E-selectina) e de CD18, e o segundo, apenas de moléculas de adeséo,
indicando que a migracdo precoce de leucotcitos promove epitelizacdo (LI et al.,
2006).

O numero de células inflamatérias foi maior na periferia das corneas
controles, o que contribuiu para a diferenca estatistica observada, dado que o
namero de células na regido central ndo diferiu significativamente entre os grupos.
Estudos mostraram que o infiltrado celular em modelo de inflamagédo estéril é
constituido, principalmente, por neutréfilos, monécitos e poucos macréfagos
(SUNDERKOTTER et al., 1991; SENNLAUB et al.,, 1999), corroborando com os
resultados do presente trabalho.

A reparacgdo cicatricial € complexa e influenciada por proteinas e por fatores
de crescimento contidos na matriz extracelular. Na reparacdo de cérneas aviltadas
por alcalis, miofibroblastos expressam niveis elevados de colageno do tipo |, de
actina alfa do musculo liso e de metaloproteinases. Admite-se a participacdo de

pequenas quantidades de prostaglandina sintetase-1 em coérneas saudaveis de
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coelhos e que essas elevam-se apOs abrasdes quimicas. Ndo se esclareceu,
todavia, se a substancia exerce papel importante na reparacdo cicatricial
(KAWAMURA et al.,, 2008). AINEs interferem na sintese de prostaglandinas pela
inibicdo da via da cicloxigenase (VANE, 1971; VANE et al., 1998), com potencial
efeito inibitério sobre a reparacao cicatricial (HAWS et al., 1996). Avalia-la poderia
esclarecer as razbes pelas quais o cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem
conservante, retardou a epitelizagao.

Takahashi et al. (1993) reportaram que o colirio de diclofenaco sédico foi
capaz de inibir o crescimento de culturas de epitélio conjuntival, por induzir a
alteragcfes na estrutura do citoesqueleto. O evento foi associado a baixos niveis de
prostaglandina. Diclofenaco sodico e outros AINEs podem ensejar alteracdes
metabolicas e morfolégicas no epitélio e no estroma corneais (TAKAHASHI et al.,
1993; LU et al., 1996), que podem justificar o atraso na epitelizacdo dos olhos
tratados.

Estudos experimentais demonstraram que o diclofenaco sddico e o cetorolaco
diminuem a sensibilidade corneal por inibirem a sintese de prostaglandinas (SUN e
GIMBEL, 1997). A hipoestesia pode estar relacionada ao bloqueio dos canais
ibnicos nas terminacdes nervosas, com diminuicdo do influxo sensorial das fibras
nervosas nociceptoras da coOrnea para o sistema nervoso central (CHEN et al.,
1997). O uso prolongado de colirios a base de AINEs pode provocar efeitos
adversos, resultado da epiteliopatia neurotréfica e do aumento do tempo de
epitelizacédo (LU et al., 1996; ARAGONA et al., 2000), o que pode ter sido a causa
do retardo na epitelizacdo na presente pesquisa.

Embora, ao término das avaliagbes, ambos os grupos tivessem evoluido para
epitelizacdo, admite-se que uma eventual avaliagdo temporal mais prolongada
poderia oferecer dados importantes. Yew et al. (2000) constataram que a expressao
do antigeno proliferador de nacleo celular (PCNA) atinge o0 seu maximo em 48 horas
apos desbridamento epitelial em cérneas de coelhos. Aos 7 dias apos a lesdo, o
epitélio corneal ainda apresenta sinais de imaturidade, dada a expressdo de
citoceratina de baixo peso molecular e a elevada expressao do fator de crescimento
epidérmico do limbo (YEW et al., 2000). Demonstrou-se que, ap0s abrasdo quimica,

mesmo epitelizadas, corneas de cobaias ndo apresentam a membrana basal em
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condicOes ideais, devido a expressao descontinua de laminina e do colageno tipo IV
sob o epitélio recém formado (SAIKA et al.,, 1995). Na presente pesquisa, as
avaliacbes findaram-se por volta de 55 horas ap6s a confec¢cdo das Ulceras,
periodos mais longos de avaliacdo poderiam demonstrar ulceracdes recorrentes no
grupo tratado, por terem apresentado maior area ulcerada e por evidéncias do
farmaco ser epiteliotoxico (RIBEIRO et al., 2010).

A deteccdo do NO em amostras bioldgicas representa um desafio, em funcéo
da minima concentracao e da meia-vida extremamente curta deste composto, que &
de cerca de 4 a 6 segundos no plasma e de 10 a 60 segundos nos tecidos
(ARCHERS, 1993; KIECHLE e MARLINSKI, 1993). Métodos em técnica avancada
tém sido propostos na literatura (DUSSE et al., 2003). Optou-se pela determinacéo
indireta, valendo-se da quantificacdo imunoistoquimica da iNOS, dadas as injuncdes
da pesquisa.

Publicou-se que a iINOS é expressada no curso da inflamacdo apos abrasao
guimica por alcali em corneas de ratos (SENNLAUB et al., 1999). A expressao foi
maxima entre 4 e 7 dias ap0s a cauterizacdo, correspondendo a maior severidade
da doenca. Na presente pesquisa, observou-se a presenca da iNOS na éarea central
da coOrnea, corroborando com os resultados encontrados por Sennlaub et al. (1999),
e que um numero maximo de células INOS positivas se deu as 55 horas apés as
abrasfes. Apesar do quantitativo de células inflamatorias se concentrarem na regido
periférica no primeiro momento, maior imunomarcacao da iNOS foi encontrada na
regido central, o que pode estar relacionado a um complexo mecanismos de
sinalizacdo da MEC nessa regido, nesse estagio da reparacao tecidual, assim como
outras células podem estar envolvidas na sua sintese, que ndo apenas macréfagos
e neutrofilos.

Sennlaub et al. (1999) realizaram imunomarcacdo para neutrofilos
demonstrando perfil semelhante ao encontrado para iINOS em cortes adjacentes,
entretanto poucas células exibiram marcacdo positiva para macréfagos maduros.
Tais resultados sugerem que os neutrofilos ou mondcitos podem ser as principais
fontes de NO na cérnea, segundo o modelo. Valendo-se do mesmo modelo de
abrasdo quimica, e considerando o tipo de infiltrado inflamat6rio encontrado na

presente pesquisa, é possivel sugerir gue as mesmas células estejam envolvidas na
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expressao da iNOS, embora imunoistoquimica para identificacdo de subtipos de
células especificas deva ser realizada para confirmacdo. Entretanto, na presente
pesquisa ndo se encontrou correlagdo entre a expressao da iNOS e o quantitativo de
células inflamatorias. Células de Langerhans também ja foram observadas no
epitélio central apdés cauterizacdo térmica (WILLIAMSON et al., 1987) e podem
participar da producédo de NO.

Observou-se imunomarcacao da iINOS em ceratécitos nas areas adjacentes
as lesbes. Dighiero et al. (1997) demonstraram que a iINOS também pode ser
expressada in vitro, em ceratocitos, apos estimulacdo por citocinas. Ndo se pode
excluir a possibilidade de que tais células possam também contribuir para producéo
in vivo de NO. Nao obstante, as rea¢cfes que ocorrem durante a reparacao corneal
sdo de natureza mais complexa, comparativamente as reacdes ocorridas in vitro por
estimulacdes especificas (SENNLAUB et al., 1999).

O NO produzido pela iINOS pode interferir na angiogénese corneal durante
cauterizacdo quimica (SENNLAUB et al.,, 1999), justificando o maior tempo de
epitelizacdo no grupo tratado com cetorolaco de trometamina. A expressao da iINOS
foi maior neste grupo, comparativamente ao controle, a despeito da inexisténcia de
diferencas significativas. Resultados contrarios foram divulgados por ZICHE et al.
(1994) e ZICHE et al. (1997), que demonstraram o papel pro-angiogénico da NO in
vitro. Tais diferencas podem estar relacionadas a expressdo de isoformas distintas
de NOS entre os modelos, dado o uso de inibidores nao especificos. O mecanismo
pelo qual o NO inibe a angiogénese durante a cauterizagcdo corneal ainda é
desconhecido, todavia, admite-se que o NO produzido pela INOS diminua o
guantitativo de células inflamatorias por induzir a apoptose (SARIH et al., 1993;
YOSHINOBU et al., 1997), o que justificaria a expressao da iNOS no grupo tratado e
sua ndo correlacdo com o quantitativo de células inflamatoérias. Sabe-se que os
AINEs, ao inibirem a exsudacao inflamatéria, diminuem a neovascularizacéo, na
gual a INOS pode ter importante papel. Recentemente, verificou-se o envolvimento
de outras isoformas do NOS, exceto a INOS, na inducéo da vascularizagdo (CHEN
et al., 2011b). Tais dados explicariam a expressao da iNOS no grupo tratado e a hao

correlacao entre sua expressao e o quantitativo de células inflamatérias.
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Escassos sdo os trabalhos que demonstram expressao da iNOS a partir do
epitélio. Kim et al. (2002) mostraram imunomarcacao da iINOS apds ceratoplastia
superficial a laser. CHEN et al. (2011a) também observaram imunomarca¢ao para
INOS em epitélio apds estimulacdo por radiagcdo ultravioleta. O papel da iINOS no
epitélio corneal ainda néo foi esclarecido e esta sob investigagdo. Em nosso modelo,
houve expresséao da iNOS em padrdo semelhante em ambos os grupos, apesar da
acao epiteliotoxica da droga testada.

A MMP-9, no modelo de abrasdo quimica adotado, mostrou imunomarcacao
em regido epitelial adjacente a area da leséo, corroborando com os achados de Ye e
Azar (1998). Estes estabeleceram que células epiteliais basais sdo responsaveis
pela sintese de MMP-9, em cérneas lesadas por ceratectomia. Por vezes, foram
encontradas células do infiltrado inflamatério e ceratdcitos positivos para MMP-9,
nao reportado por Ye a Azar (1998). Outros estudos demonstraram que a MMP-2 e
a MMP-9 sao produzidas por células corneais residentes (FINI et al., 1992; FINI et
al., 1996) e tém papel importante em estagios iniciais da reparacdo corneal e na
remodelacdo da matriz extracelular (YE e AZAR, 1998).

Avaliou-se a expressdo de MMP-9 as 18, 24 e 56 horas apés a lesédo (YE e
AZAR; 1998). Admite-se que a mesma esta envolvida em estagios precoces da
reparacdo do epitélio corneal e que a MMP-2 pode ser importante em estagios
tardios da remodelagdo da Matriz extracelular (MEC) (MATSUBARA et al., 1991,
AZAR et al., 1996). Na presente pesquisa, houve expressao de MMP-9 no epitélio,
no primeiro e segundo momentos. Quando foram avaliadas células estromais,
observou-se maior expressao na regido central das cOrneas as 24 horas das
abrasdes. A maior atividade da MMP-9, encontrada as 24 horas, corrobora com
achados de Ye e Azar (1998).

Na lesdo e na inflamacdo corneais, a expressdao de MMPs exerce papel
significante sobre a protedlise e a cicatrizagdo corneais. Entretanto, em situagdes
patologicas, a alta producdo de MMPs pode levar a queratdlise ulcerativa (O'BRIEN
et al., 2001). A desregulacdo de MMPs, com o uso local de AINEs, pode retardar a
reparacao do epitélio corneal (O'BRIEN et al., 2001). Reportou-se que a
indometacina pode aumentar a expressdo de colagenases, embora sem inibir a
biossintese da MEC (SALVATORI et al., 1992; DINGE, 1996). Colagenases podem
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prejudicar a reparacado cicatricial rompendo as interacfes de células epiteliais e a
membrana basal. Encontrou-se producdo de MMPs no epitélio corneal integro que
recebeu AINEs (REVIGLIO et al., 2003), reforcando a hip6tese da sua participacéo e
no agravamento de Ulceras corneais. Tais achados podem ser de significagcéo clinica
na fisiopatologia da queratodlise ulcerativa associada ao uso local de AINEs, (FLACH,
2000; LIN et al., 2000; O’'BRIEN et al., 2001; REVIGLIO et al, 2003).

Reviglio et al. (2003) reportaram retardo no processo de reparagcéo corneal
associado ao tratamento local com AINEs e expressdo de altos niveis de MMP-1,
MMP-8 e MMP-2. Estas Ultimas, que ndo foram avaliadas na presente pesquisa,
podem ofertar dados mais consistentes, quanto aos eventos associados ao retardo
da epitelizacdo no grupo tratado com cetorolaco de trometamina.

Reviglio et al. (2003) demonstraram baixos niveis de MMP-9 em coOrneas
tratadas com cetorolaco, ainda sim, maiores, comparativamente ao grupo controle.
Na presente pesquisa, o resultado € controverso, uma vez que se observou
expressao menor de MMP-9 (ndo significativo) no epitélio do grupo tratado,
comparativamente ao controle. Em ambas as pesquisas, contudo, ndo houve
diferencas significativas. Devido a epiteliotoxicidade do cetorolaco de trometamina,
esperava-se maior expressao da gelatinase no epitélio do grupo tratado, mas tal nao
foi constatado. Entretanto, 0 método de deteccdo adotado expressa as formas ativa
e latente da MMP-9. Métodos, como a zimografia, mostram bandas que diferenciam
as formas das enzimas em atividade e novos métodos vém sendo testados com boa
sensibilidade e especificidade (KAUFMAN, 2013). Uma pesquisa (RIBEIRO et. al.,
2012) mostrou que ndo houve diferenca significativa na expressdo de MMPs por
imunoistoquimica, entretanto, quando se utilizou a zimografia, observaram-se
diferencas no quantitativo de MMP-9 e MMP-2.

Inibidores teciduais das MMPs (TIMPs) sdo produzidos em conjunto com as
MMPs. Eles regulam MMPs por interferir com a enzima MMP ativa e a ativagao da
pré-enzima MMP (KLEINER e ESTETLER-STEVENSON, 1993). Quatro tipos de
TIMPs foram identificadas: TIMP-1, -2, -3 e -4 (POULSOM et al., 1993; BORD et al.,
1997; POWE et al., 1997; FREESTONE et al., 1997). Todas inibem MMPs, mas com
diferentes afinidades. TIMP-1 mostra alta afinidade por gelatinase B (MMP-9) e a
TIMP-2 estd geralmente vinculada a gelatinase A (MMP-2) (BROOKS e OLLIVER,
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2004). Avaliacao da expressao das TIMPs poderia auxiliar no entendimento da néo
significancia da expressdao de MMP-9 no grupo tratado com cetorolaco de
trometamina.

Em processos inflamatoérios, demonstrou-se que o NO ou o peroxinitrito
podem alterar os niveis de MMP e de TIMP (RAJAGOPALAN et al.,, 1996;
OKAMOTO et al., 1997; HIRAI et al., 2001). Em contrapartida, na presente pesquisa,
nao se encontrou correlacdo entre a expressdao da MMP-9 e da INOS. Trabalhos
citam o envolvimento do estresse oxidativo em processos inflamatérios, no qual
macrofagos, polimorfonucleares e outras células inflamatorias estdo envolvidas na
ativacdo de enzimas degradativas (BROWN et al., 2004). Altas concentracdes de
peroxinitrito, in vitro, diminuiram a TIMP-1 e, consequentemente, a inibicdo da MMP-
2 (FREARS et. al., 1996). Resultado similar foi encontrado por BROWN et al. (2004).
Entretanto, a atividade das gelatinases permaneceu a mesma, fazendo crer que o
peroxinitrito ensejou a perda da funcéo das gelatinases. Os resultados refletem a
resposta celular ao estresse oxidativo induzido pelo peroxinitrito, sugerindo haver
relacdo entre elementos do estresse oxidativo com a atividade de enzimas
degradativas em fibroblastos corneais. Admite-se que outras MMPs possam ser
ativadas e estarem envolvidas nestas reacdes, assim como uma maior atividade das
TIMPs. Estudos complementares da expressdo de outras gelatinases e seus

inibidores forneceriam dados importantes para a elucidacdo das hipéteses.

6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, guardadas as injuncdes do meio e as em
que a pesquisa fora concebida, admite-se que o cetorolaco de trometamina a 0,5%,
sem conservante, ensejou menor desconforto local e induziu a uma menor
exsudacao inflamatodria, retardando a epitelizacdo, outrossim, a alteracbes nao
significativas na expressao da iNOS e da MMP-9, em corneas de coelhos ulceradas

com hidréxido de sddio.
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