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Vi

EFEITOS DO MELOXICAM E DO CARPROFENO ADMINISTRADOS POR
DIFERENTES VIAS NO CONTROLE DA UVEITE EM CAES ( Canis familiaris —
LINNAEUS, 1758)

RESUMO - Estudou-se a eficacia do meloxicam e do carprofeno, aplicados por
diferentes vias, em uveites experimentais em caes. Realizou paracentese de
camara anterior em dois momentos (MO e M1), com intervalo de cinco horas entre
si. Em MO e M1, colheram-se 0,2 ml de humor aquoso e determinou-se a
concentracdo de proteina total e de prostaglandina E; (PGE;). Em um primeiro
periodo, constituiram-se quatro grupos (n = 5), que receberam meloxicam ao final
de MO pelas vias subcutanea (GIm), subconjuntival (Glim) e tépica (Gllim). Um
qguarto grupo nao recebeu tratamento (Controle). Decorridos sete dias, 0os animais
foram submetidos aos mesmos procedimentos adotados previamente e
receberam carprofeno. Avaliacdo clinica foi também realizada, assim como
histopatologia da conjuntiva dos animais dos grupos Glim e Gllc. Os resultados
foram avaliados estatisticamente (p < 0,05). Em todos os grupos, encontrou-se
aumento significativo dos niveis protéicos e de PGE, em M1 (p < 0,001). Nao se
observou diferenca significativa entre os grupos para os valores de proteina total e
de PGE,; em M1 (p > 0,05). Observou-se correlagdo positiva entre proteina total e
PGE, (p < 0,05) apenas no GIm, Glc, Gllim, Gllic e Glim. Exsudado inflamatorio
de carater agudo e hemorragia discreta foram vistos a histopatologia apos a
aplicacdo de ambos os farmacos (p > 0,05). O meloxicam e o carprofeno foram
ineficazes em inibir a sintese de PGE; e o influxo de proteinas para a camara
anterior, por qualquer uma das vias testadas. A reducdo nos niveis de 44%
proteinas, quando o carprofeno foi utilizado pela via tépica, sugere que por esta

via, ele pode ser utilizado como adjuvante no controle da uveite em cées.

Palavras chave: uveite, meloxicam, carprofeno, proteina total,

prostaglandina E;, cées



Vii

EFFECTS OF MELOXICAN AND CARPROFEN ADMINISTERED BY
DIFFERENT ROUTES IN THE CONTROL OF UVEITIS IN DOGS (Canis familiaris
— LINNAEUS, 1758)

SUMMARY - Efficacy of meloxican and carprofen, administered by different
routes, in experimental uveitis in dogs were studied. Anterior chamber paracenteses
was accomplished at two different moments (MO and M1), with a five hour interval
among them. At MO and M1, 0,2 ml of aqueous humor were collected and total
protein and prostaglandin E, (PGE;) concentration was determined. Four groups
were formed in a first period (n = 5), which received meloxican at the end of MO, by
the following routes: subcutaneous (Glm), subconjunctival (Glim), and topical
(Gllim). A fourth group that received no treatment was instituted (Control). Seven
days after, animals underwent the same procedures described previously and
received carprofen. Clinical evaluation was also performed, as well as conjunctival
histopathology of the conjunctiva of the animals of Glim and Gllc. Results were
evaluated statistically (p < 0,05). In all groups, protein and PGE, values enhanced
significantly in M1 (p < 0,001). Protein and PGE; values, did not change significantly
between groups at M1 (p > 0,05). Positive correlation among total protein and PGE;
(p < 0,05) was only noted in GIm, Glc, Gllim, Gllic and Glim. Inflammatory exudate
of acute character and mild hemorrhage were seen at histopathology, after both
agents were administered. Meloxican and carpofen were unable to inhibit PGE;
synthesis and the protein influx to the anterior chamber by any of the tested routes.
The lowering of 44% in protein levels, when carprofen was used by the topical route,

suggests that by this route, it can be used as an adjuvant to control uveitis in dogs.

Keywords: uveitis, meloxicam, carprofen, total protein, prostaglandin E;, dog



1.0 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

O olho é constituido pelas tanicas fibrosa, vascular e nervosa. A tanica vascular
€ composta pela iris, corpo ciliar e cordide (GUM, 1999).

Define-se uveite como a inflamacdo do trato uveal. A condicdo cursa com a
maioria das doencas intra-oculares, por ser a Uvea altamente vascularizada e contigua
a outras estruturas do olho (COLLINS & MOORE, 1999). Os fatores causais sao
multiplos. Podem ser exdégenos, por trauma direto ou decorrente de cirurgias intra-
oculares, secundarios a ceratites ou a esclerites (van der WOERDT, 2001), a infec¢fes
(COLLINS & MOORE, 1999; MASSA et al., 2002; HONSHO et al., 2003; ORIA et al.,
2004; BRITO et al., 2006), imunomediados (HONSHO et al., 2002; DENIS et al., 2003;
GODOY et al.,, 2004; LAUS et al., 2004; CARTER et al., 2005) ou, ainda, por
neoplasias (MASSA et al., 2002).

O humor aquoso primario, gerado no corpo ciliar, € um fluido transparente que
preenche as camaras anterior e posterior, e o espaco pupilar (van der WOERDT,
2001). Ele nutre os tecidos avasculares por ele banhados, como a cornea posterior, a
malha trabecular, a lente e o vitreo anterior (GUM, 1999). Sua taxa de formacgéo
equivale a de sua eliminacdo, mantendo, em niveis relativamente constantes, a
pressdo intra-ocular (P1O). O aquoso primario assemelha-se a um ultra-filtrado
plasméatico, composto por proteinas, imunoglobulinas, enzimas e por lipideos (GUM,
1999).

O segmento anterior do olho possui barreira seletiva (barreira hemato-aquosa),

que controla o fluxo entre a corrente circulatéria e o humor aquoso (GUM et al., 1999).



A barreira hemato-aquosa depende, para a sua funcdo, de tight junctions no epitélio
nao pigmentado do corpo ciliar, que controla o influxo do fluido para a cAmara posterior.
Uveites anteriores podem ensejar a sua ruptura. Decorrem alteracbes na
permeabilidade vascular, permitindo o influxo protéico e celular. Decorre o aumento de
turbidez do humor aquoso, conhecido por flare do aquoso. Tais eventos sao
responsaveis pela formacdo do humor aquoso secundario.

Mediadores quimicos tém sido estudados, relativamente a patogénese das
uveites em cées. Destacam-se a histamina, os leucotrienos Bs e Da, metabdlitos
reativos do oxigénio e o fator de necrose tumoral (WARD et al., 1992; COLLINS &
MOORE, 1999; PINARD et al., 2006). Nao obstante, nenhum deles pareceu exercer
papel importante sobre a perda da integridade da barreira hemato-aquosa, em uveites
experimentais em cées (DIZIEZYC et al., 1992; WARD et al., 1992; COLLINS &
MOORE, 1999; GILMOUR & LEHENBAUER, 2006; PINARD et al., 2006).

As prostaglandinas (PGs) sdo os mediadores quimicos mais considerados no
ambito da inflamacéo intra-ocular (MILLICHAMP et al., 1991; DIZIEZYC et al., 1992,
ROSE et al., 1996; COLLINS & MOORE, 1999; GILMOUR & LEHENBAUER, 2006;
PINARD et al., 2006). Como a maioria dos eicosandides, elas ndo se encontram pré-
formadas em reservatorios celulares. Quando as células sao ativadas ou o acido
aracdbnico é liberado da parede celular, PGs s&o sintetizadas a partir das
ciclooxigenases e lancadas ao espaco extracelular (COLLINS & MOORE, 1999). Sob
condicOes fisioldgicas, as concentracbes da PGF,a e de PGD,; do humor aquoso
variam com o ciclo circadiano (LIU, 2000). Em contraste, as de PGE; parecem néo ser

sujeita a tal interferéncia (LIU, 2000).



Ciclooxigenases foram identificadas em diversas células, com excecdo dos
eritrécitos, sendo, portanto, produzidas na iris de todas as espécies domésticas. Os
eventos mais importantes, que decorrem da liberacdo de PGs no meio intra-ocular,
incluem miose, hiperemia, alteragcbes na permeabilidade vascular e queda da PIO
(COLLINS & MOORE, 1999). Adjunto, as PGs liberadas nos sitios de inflamacéo
interagem com outros mediadores, como a bradicinina e a histamina, estimulando
terminagdes nociceptoras (FORSYTH et al., 2000).

Como ja comentado, as prostaglandinas favorecem a ruptura das tight junctions
do no epitélio ndo pigmentado do corpo ciliar e, em menor extensdo, nos vasos da iris,
permitindo o influxo de proteinas para o humor aquoso (COLLINS & MOORE, 1999).
Sua meia vida no plasma é de 30 segundos, em média (FITZPATRICK et al., 1980). O
trato uveal contém pequenas quantidades da enzima Prostaglandina 15-
dehidrogenase, responsavel por sua inativacdo e por seu acumulo no humor aquoso.
Sua remocéao se dé ativamente pelo corpo ciliar, sendo metabolizada no sangue. Em
casos de uveite, alteram-se as condi¢cdes desse mecanismo (COLLINS & MOORE,
1999).

O humor aquoso contém cerca de 1/500 da concentracdo protéica do plasma
(LIU et al., 1998; ZHOU & LIU, 2006). Experimentos conduzidos em caes mostraram
gue 0s niveis protéicos no aquoso situam-se ao redor de 26,91 mg/dl (GUM, 1999;
GALERA, 2002; KENNARD & GILMOUR, 2004; GILMOUR & LEHENBAUER, 2006).

Pela eletroforese em gel de poliacrilamida, Galera (2002) mostrou que ha
diferencas entre as bandas protéicas de humor aquoso primario e secundario.

Pesquisas anteriores mostraram ser a albumina a Unica proteina detectavel a



eletroforese, no humor aquoso secundario de cédes (HAZEL et al., 1985). O
desequilibrio entre proteinas e células na camara anterior, associado a outros eventos
clinicos, como miose e PIO diminuida, podem resultar em sequelas, incluindo
sinéquias, catarata, glaucoma, endoftalmite e phthisis bulbi (GELATT e GELATT, 2001;
van der WOERDT et al., 2001).

Experimentalmente, a barreira hemato-aquosa pode ser rompida por
paracentese da camara anterior, ou instalando-se pilocarpina a 2% ou prostaglandina
F.a e E; (WARD et al., 1991; DIZIEZYC et al., 1992; KROHNE et al., 1998a; GALERA,
2002; HAYASAKA et al., 2003; GILMOUR & LEHENBAUER, 2006; PINARD et al.,
2006). Adjunto, por ruptura da capsula anterior da lente, a laser, ou por intercorréncias
cirdrgicas oftalmicas (MILLICHAMP et al., 1991; ROSE et al., 1996).

A intensidade da inflamacé&o uveal pode ser quantificada por métodos invasivos
ou ndo invasivos. Relativamente aos invasivos, proteinas do humor aquoso e PGs
podem ser quantificadas por colheita direta de humor aquoso a paracentese
(GIULIANO, 2004). Para os nao invasivos, empregam-se protocolos especificos a
fluorofotometria ou a flaremetria a laser. O primeiro quantifica o influxo de fluoresceina
para a camara anterior, apos a sua aplicacdo em bolus pela via intravenosa (WARD et
al., 1991). Na flaremetria a laser, utiliza-se um biomicroscopio dotado de
espectrofotbmetro, capaz de converter a turbidez do aquoso secundario em valores
mesuraveis (KROHNE et al.,, 1995) e de permitir correlacionar a concentracdo de
proteinas do humor aquoso em uveites induzidas por paracentese (KROHNE et al.,

1995; RANKIN et al., 2002).



Uveites sao controlaveis com a aplicacdo tépica de midridticos e de
cicloplégicos, em associacdo com a utilizacdo tépica e sistémica de antiinflamatoérios
esteroides e ndo esterodides, adjunto ao ataque da causa de base (van der WOERDT,
2001). Farmacos com acéo fibrinolitica podem ser uteis (GELATT & GELATT, 2001). O
emprego de antiinflamatorios pela via subconjuntival constitui-se alternativa em uveites
severas, quando se deseja manter niveis intra-oculares elevados de farmacos
(HOLMBERG & MAGGS, 2004).

Os corticosterdides diminuem a sintese de lipocortina, que atua sobre a
liberacdo de fosfolipase A;, inibindo a formacdo do acido aracdbnico e,
consequentemente, a producdo de mediadores da inflamacao. Eles s&o considerados
fracos inibidores das prostaglandinas (HOLMBERG & MAGGS, 2004). Os
antiinflamatoérios ndo esterdides (AINES), por sua vez, inibem a via da ciclooxigenase,
impedindo a génese das prostaglandinas (KAY-MUGFORD et al., 2000; GIULIANO,
2004).

Considerando-se que as prostaglandinas factuam como um dos principais
responsaveis pela quebra da barreira hemato-aquosa (DIZIEZYC et al., 1992; WARD et
al., 1992; GILMOUR & LEHENBAUER, 2006; PINARD et al., 2006), o uso de AINEs no
controle das uveites deve ser considerado (KROHNE & VESTRE, 1987; WARD, 1996;
KROHNE et al., 1998a; ANDRADE et al., 2003; GIULIANO, 2004; GILMOUR &
LEHENBAUER, 2006; PINARD et al., 2006), sendo preferiveis, comparativamente aos
corticosteroides, em animais diabéticos (MILLER, 1995) e em pacientes com infec¢éo

sistémica (MILLER, 1995; MASSA et al., 2002). Séo, ainda, recomendaveis por sua



capacidade de impedir a miose (MILLICHAMP et al., 1991; WARD et al., 1992,
KROHNE et al., 1998a; GELATT & GELATT, 2001).

A flunixina meglumina tem sido, com cautela e critérios, um dos AINEs de uso
sistémico mais comumente prescritos por veterinarios oftalmologistas (MILLER, 1995).
Sua eficacia foi ratificada, quando empregada no controle da uveite induzida pela
facoemulsificacdo em cédes (LAUS et al., 2001). Millichamp et al. (1991) relataram, ao
induzirem uveite a laser em cées, que a flunixina meglumina diminuiu a sintese de
prostaglandina E, (PGE;) no humor aquoso e a ocorréncia de miose. Pela via tépica, o
farmaco mostrou-se mais efetivo, comparativamente a dexametasona, no controle de
uveites de origens diversas em caes (ANDRADE et al., 2003).

Por ser um AINE néo seletivo, a flunixina meglumina é capaz de inibir a
cicloxigenae-1 (COX-1) e a cicloxigenae-2 (COX-2). AINEs nao seletivos, reconhece-
se, podem ensejar efeitos adversos como Ulceras gastricas, trombocitopenia e faléncia
renal, se comparados aos seletivos para a COX-2 (KAY-MUGFORD et al., 2000;
GIULIANO, 2004; BENJAMIN et al., 2007; LUNA et al., 2007).

O meloxicam é um AINE pertencente a classe do &cido endlico, um dos
derivados do oxicam (BUSCH et al., 1998). No cdo, quando administrado pela via
subcutanea, se liga em 97% das proteinas plasmaticas, atingindo o pico de maxima
concentracdo plasmatica decorridas, em média, duas horas e meia da sua aplicagéao.
Sua meia vida plasmética é de 24 horas (BUSCH et al., 1998). Sua seletividade é 12
vezes maior para a COX-2, sendo superior ao carprofeno, cuja seletividade é de,

aproximadamente, 1,75 vezes (KAY-MUGFORD et al., 2000).



Em veterinaria, 0 meloxicam € utilizado por via sistémica, para o controle da
inflamacado e da dor em cées. Seus bons efeitos foram comprovados no pos-operatério
de osteossinteses (DENEUCH et al., 2004; LAREDO et al., 2004), de rupturas do
ligamento cruzado (BUDSBERG et al., 2002; LAREDO et al., 2004), no controle da dor
na osteoartrite (DOIG et al., 2000; PETERSON & KEEFE, 2004), em mialgias (NELL et
al., 2002) e na piodermite (VIKING HOGLUND & FRIENDIN, 2002).

Avaliacbes a endoscopia mostraram que o meloxicam revelou-se menos lesivo a
mucosa gastrintestinal, quando comparado com a dexametasona (BOSTON et al.,
2003). Em estudo anterior, verificou-se que a substancia ndo ensejou diminuicdo na
concentracdo de PGE; na mucosa gastrica de cades (JONES et al., 2002). Outras
pesquisas mostraram tratar-se de substancia com propriedades analgésicas
semelhantes as do fentanil e superiores as do butorfanol (MATHEWS et al., 2001;
BORER et al., 2003; CAULKETT et al., 2003; LAFUENTE et al., 2005).

Estudo clinico em cédes com osteoartrite mostrou que o meloxicam pouco altera
a funcéo plaquetéria e a estabilidade do coagulo, contrariamente ao que se passa com
o carprofeno (BENJAMIN et al., 2007). Pesquisas anteriores igualmente comprovaram
a sua seguranca, relativamente a parametros da coagulagdo, em cdes submetidos a
procedimentos cirdrgicos diversos (FRESNO et al., 2005; KAZACOS et al., 2005).

O carprofeno € um AINE, ndo narcOtico, com caracteristicas analgeésicas,
atividade antipirética e equipoténcia semelhantes a da indometacina. Ele pertence a
classe do é&cido propibénico, que inclui o ibuprofeno, o naproxeno e o cetoprofeno

(CLARCK et al.,, 2003). Ainda que considerado um AINE, n&o se conhece, com



exatidao, o seu mecanismo de acédo (KAY-MUGFORD et al., 2000). Admite-se, todavia,
gue ele inibe a sintese de prostaglandinas (KAY-MUGFORD et al., 2000).

O carprofeno é um inibidor moderadamente potente da fosfolipase A; e um
inibidor reversivel da ciclooxigenase (CLARCK et al.,, 2003), com maior seletividade
para COX-2 (BRIDEAU et al., 2001; STREPPA et al., 2002). Sua seletividade, todavia,
€ menor, comparativamente a de outros agentes (BRIDEAU et al., 2001).

No céo, quando administrado pela via intravenosa, o carprofeno pouco se liga as
proteinas plasméticas, mantendo cerca de 90% de biodisponibilidade. Quando por via
oral ou pela subcutanea, o pico de maxima concentracdo plasmatica ocorre, em média,
uma a duas horas ap0s a sua administragdo. Sua meia vida plasmatica varia segundo
a via de administracéo, sendo, em média, de cinco horas para a via oral e de oito para
a subcutanea (CLARCK et al., 2003).

Em veterinaria, o carprofeno é utilizado pela via sistémica, visando-se aos
mesmos objetivos, quanto ao uso do meloxicam (GIULIANO, 2004). Trata-se do Unico
AINE aprovado nos EUA para o controle da osteoartrite em cées (FDA, 2000).
Recentemente, comprovou-se que a substancia possui efeito analgésico semelhante
ao da morfina (DZIKITI et al.,, 2006), além de induzir a menor reacdo gastrica,
comparativamente ao meloxicam (LUNA et al., 2007).

No que concerne aos AINEs seletivos para COX-2 em oftalmologia veterinaria,
Krohne et al. (1998b) relataram a eficacia do carprofeno em reduzir a inflamacgéo intra-
ocular na ordem de 68%, quando empregado pela via oral, em uveites
experimentalmente induzidas pela pilocarpina em cées. Estudo recente, comprovou a

eficacia do farmaco em diminuir os niveis de PGE, no humor aquoso de cées



submetidos a paracentese experimental (PINARD et al, 2006). A concentracdo de
proteinas do humor aquoso, contudo, ndo tendeu a se alterar. Pesquisas, através das
guais se avaliou a integridade da barreira hemato-aquosa em caes submetidos a
paracentese experimental, tratados com carprofeno pela via oral, ratificaram esses
achados (KENNARD & GILMOUR, 2004; GILMOUR & KENNARD, 2004).

Caes diabéticos, com frequéncia, desenvolvem catarata mesmo quando o
controle glicémico é instituido (FLEEMAN & RAND, 2001). Neles, o uso de esteroides é
desaconselhavel por seus reconhecidos efeitos colaterais, obrigando a utilizacdo de
farmacos nao esteroides (GELATT & GELATT 2001; FLEEMAN & RAND, 2001).

Em veterinaria, a cirurgia da catarata €, obrigatoriamente, realizada sob
condicdes de anestesia geral (GLOOVER & CONSTANTINESCU, 1997; GELATT &
GELATT, 2001). Antiinflamatérios nao esterbéides nao seletivos para a COX-2 podem
induzir a faléncia renal aguda, quando utilizados sob tais condicbes (ELWOOQOD et al.,
1992; Mc NAIL et al.,, 1992). Recentemente, contudo, ficou demonstrado que o
meloxicam e carprofeno ndo induzem a efeitos prejudiciais a funcdo renal, em cées
submetidos a anestesia geral com agentes volateis (CRANDELL et al.,, 2004;
BERGMANN et al, 2005), ou em condicdes experimentais, em que a hipotenséo arterial
foi induzida durante a anestesia (BOSTROM et al., 2002; BOSTROM et al., 2005).

Kennard & Gilmour (2004) e Gilmour & Kennard (2004) avaliaram as agdes do
meloxicam e do carprofeno na reducéo da inflamacao intra-ocular em caes, quando
administrados pela via oral. Por essa via, os farmacos foram ineficazes em controlar o
influxo de proteinas para a camara anterior (KENNARD & GILMOUR, 2004; GILMOUR

& KENNARD, 2004). Sabe-se que a via tépica é vantajosa, relativamente a sistémica,



na prevencdo da quebra da barreira hemato-aguosa. Reconhece-se, que a via
subconjuntival reduz a necessidade de instilacdes frequlientes, além de viabilizar maior
concentracdo intra-ocular de farmacos, comparativamente a topica e a sistémica
(GIULIANO, 2004; HOLMBERG & MAGGS, 2004; GHATE et al., 2007). Adjunto, que a
metilprednisolona, quando utilizada pela via subconjuntival, enseja a formacdo de
placas, na forma de granulomas, no local da aplicacdo, e desconforto ao paciente
(HOLMBERG & MAGGS, 2004), e que a flunixina meglumina ndo o faz (GALERA,
2002).

Estudos avaliando o meloxicam quantificaram os niveis de inflamag&o intra-
ocular pela mensuracdo de proteinas do humor aquoso (KENNARD & GILMOUR,
2004; GILMOUR & KENNARD, 2004). Investigagbes mais minuciosas, todavia,
valendo-se da quantificacdo dos niveis de PGE, ndo foram ainda realizadas, mas
seriam oportunas, porquanto ha divergéncias, relativamente aos métodos empregados
(KENNARD & GILMOUR, 2004; GILMOUR & KENNARD, 2004; GILMOUR &
LEHENBAUER, 2006; PINARD et al., 2006).

Frente a eficacia do meloxicam e a do carprofeno no controle da inflamacéo,
comprovada em diversos tecidos, concebeu-se, no ambito da oftalmologia, avaliarem-
se o0s seus efeitos pelas vias subconjuntival e topica, uma vez que ambas ainda nao
foram comparadas, relativamente as duas substancias. Pretendeu-se, ainda, compara-
las com a via subcutanea, quantificando-se a concentracdo de proteinas e PGE, no
humor aquoso, adjunto a avaliacdo clinica, mensuracdo da pressao intra-ocular e do
didmetro pupilar. Histopatologia conjuntival foi ainda realizada com o intuito de se

averiguar eventuais intercorréncias, quanto a sua seguranca e a de efeitos colaterais.
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Para a obtencao de dados conclusivos as proposicdes, concebeu-se fazé-lo em uveites

experimentais em céaes.

2.0 MATERIAL E METODO

2.1 Aspectos Eticos

A pesquisa foi realizada atendendo a normas internacionais da Association for
Research in Vision and Ophthalmology — ARVO (National Institutes of Helth
Publications N° 85-23: Revised 1985), de consoante com o codigo de NUREMBERG
(GOLDIN, 1995). Outrossim, ap6s aprovacdo pela Comissdo de Etica e Bem Estar
Animal (COBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal (Protocolo n°

011964-06).

2.2 Animais

Empregaram-se animais cedidos pelo Centro de Pesquisas em Sanidade Animal
da FCAV/UNESP. Utilizaram-se, ap0s prévia selecédo, quinze cdes da raca Poodle e
cinco outros sem raca definida, machos ou fémeas, pesando entre seis e 12 kg, adultos
e clinicamente sadios. Para a sua selecao, eles foram submetidos a exame fisico e a
hematologia, incluindo-se a pesquisa de hemocitozoarios. Com 0s mesmos objetivos,

foram, ainda, submetidos a semiotécnica oftdlmica, em que se utilizaram o teste da
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lagrima de Schirmer®, biomicroscopia com lampada em fenda®, tonometria de
aplanacdo®, paquimetria®, oftalmoscopia binocular indireta®, prova da fluoresceina®.
Selecionados, os animais foram mantidos em canis individuais apropriados’, com
alimentacdo adequada® e &gua potavel ad libitum. Foram, ainda, vacinados®,

vermifugados® e ao término do experimento, disponibilizados para adocéo.

2.3 Uveite experimental e Acondicionamento das Alig  uotas de Humor Aquoso

Os animais foram submetidos a jejum de solidos por 12 horas e hidrico de duas
horas. Ap6s a introducdo do cateter n° 22'* na veia cefalica, aplicou-se uma Unica
dose, em bolus (10mg/kg) de propofol*?, lentamente pela via intravenosa.
Posteriormente, os cées foram intubados com sonda endotraqueal do tipo Magill e
ventilados, quando necesséario. Optou-se por se utilizar apenas o propofol, pois a

substancia ndo enseja hipotonia ocular (BATISTA et al., 2000).

! Teste de Schirmer®, Ophthalomos — Sao Paulo — SP

% portable SL 14®, Kowa — Japan

8 Tonopen XL®, Mentor O&0O — Norwell

4 Oftalmoscépio binocular indireto OHC®, Eye Tec — Sdo Carlos — SP
® Fluoresceina Strips®, Ophthalmos — S&o Paulo — SP

% Dimensdes: 3,0x2,0m de area coberta e solarium com 4,5x2,0 (area total: 15m2)
7 Special Croc®, Royal Canin AS — Descalvado — SP

8 Duramune Max®, FortDoge Saude animal — Campinas — SP

® Duramune Max®, FortDoge Saude animal — Campinas — SP

19 lvermectina 1%° Ourofino, Ribeirdo Preto - SP

™ Insyte®, BD - Juiz de Fora, Minas Gerais

12 Diprivan®, Cristalia, S0 Carlos, S&o0 Paulo



Para inducdo das uveites, utilizou-se paracentese da camara anterior (FIGURA
1A). Dessa forma, realizou-se anti-sepsia da cérnea e da conjuntiva com solucao de
polivinilpirrolidona, na diluicdo de 1:50 em solugédo fisiologica. Em um primeiro
momento (MO0), procedeu-se a paracentese de camara anterior, a fim de se promover a
guebra da barreira hemato-aquosa e visando-se a colher 0,2 ml de humor aquoso
primario. Empregou-se agulha de 13x4,4'% acoplada a uma seringa de 1,0 mI*,
introduzida tangencialmente no limbo temporal. A seguir, a mesma foi retirada
delicadamente, sendo deixada no estroma superficial por dez segundos, a fim de se
ocluir o orificio de penetracdo. Ato continuo, as aliquotas de aquoso primario de cada
cao, individualmente, foram transferidas para dois microtubos de Ependorf (0,1 ml em
cada). Ambos foram identificados e um deles foi acondicionado a 5° C e processado,

uma hora ap6s a colheita, para determinacdo da proteina total. O outro foi

acondicionado a -70° C, para determinacéo de prostaglandina E.

Decorridas cinco horas de MO, outra paracentese foi realizada (M1) a fim de se
obter 0,2ml do humor aquoso secundario. As aliquotas foram divididas, acondicionadas

e processadas a similitude do anterior.

13 precision Glide® agulha descartavel 0,30x13, BD- Curitiba, Parana
1% precision Glide® seringa descartavel de 1,0 ml, BD- Curitiba, Parana
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FIGURA 1 - Imagem fotografica de paracentese de camara anterior em olho
direito de cédo (A). Aplicagdo de meloxicam em injecao
subconjuntival (seta) (B). Ocorréncia de “bolha” (seta),
imediatamente a injecao subconjuntival de meloxicam (C).

Conjuntiva bulbar dorsal de cao sendo biopsiada (D). Jaboticabal,
2007.

2.4 Grupos Experimentais e Protocolos Terapéuticos

Conceberam-se dois periodos, cada qual com dois momentos. Para o primeiro,

constituiram-se quatro grupos compostos por cinco animais, distribuidos de forma

probabilistica, por conveniéncia.
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O grupo (GIm) foi tratado com 0,2 mg/kg de meloxicam™ pela via subcutanea. O
grupo (Glim) recebeu a mesma dose de meloxicam pela via subconjuntival, na
conjuntiva bulbar dorsolateral ao limbo do olho direito (OD), ndo excedendo a um
volume final de 0,2 ml (FIGURA 1B). Para as injecdes, empregaram-se seringas de 1,0
ml acopladas a agulhas hipodérmicas.

Diluiu-se a formulacdo comercial do farmaco em agua estéril na proporcédo de
1:1, para se obter uma solucdo final a 0,5%, a ser utilizada em um terceiro grupo
(Gllim), que recebeu uma gota da solucao sobre a cérnea do OD.

Um quarto grupo (GC) foi mantido como controle. O GIm e o Glim receberam o
tratamento, em dose Unica, ao final de MO. A literatura recomenda que, ao se utilizar a
via topica no controle de uveites, farmacos antiinflamatorios devem ser instilados em
varias repeticdes diarias (COLLINS & MOORE, 1999; van der WOERDT, 2001), por
essa razéao, apenas o Gllim foi tratado ao final de MO e, posteriormente, a cada hora,
até M1.

Decorridos sete dias do primeiro periodo, 0S mesmos animais que compuseram
0s GIm, Glim e Gllim foram submetidos aos mesmos procedimentos, valendo-se agora
do olho esquerdo e obedecendo aos mesmos momentos e horarios dos tratamento
adotados para o meloxicam. Eles receberam carprofeno® e os grupos concebidos

foram: grupo subcutaneo (Glc), grupo subconjuntival (Glic) e grupo tépico (Gllic).

1% Movatec®, Boehringer Ingelheim — Itapecerica da Serra — SP

16 Rimadyl® solugso injetavel, Pfizer — Guarulhos, S&o Paulo
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A dose do carprofeno utilizada para o Glc foi de 4,4 mg/kg, e para o Glic de 2,2
mg/kg, ndo excedendo 0,2 ml de volume final, relativamente ao ultimo grupo. Com o
objetivo de se obter uma solucdo de carprofeno na mesma concentragdo que a do

meloxicam, diluiu-se a formulagdo comercial na proporcéo de 1:3.

Em ambos os periodos e ao final do segundo momento, todos 0s animais
receberam, durante trés dias consecutivos, uma gota de colirio de acetato de
prednisolona®’, a intervalos regulares de oito horas, até que se observasse a resolucéo
dos sinais clinicos de uveite. Receberam, ainda, em dose Unica, uma gota de colirio de

atropina a 1% (van der WOERDT, 2001).

2.5 Avaliacao Oftalmica

Em MO e M1, anteriormente a paracentese da camara anterior, sinais clinicos
relativos a hiperemia conjuntival, edema de coOrnea, quemose, hemorragia
subconjuntival, flare e oftalmorréia foram avaliados quali-quantitativamente segundo a

escala: (+) discreto, (++) moderado e (+++) intenso.

Para a determinacédo dos valores basais de pressao intra-ocular, dez minutos
antes de MO e de M1, ela foi aferida. Ato continuo, o didmetro pupilar horizontal foi
mensurado com paquimetro’®, em sala fechada, e com a mesma intensidade de luz em

ambos 0s momentos.

7 pred fort®, Allergan — Guarulhos, S3o Paulo

18 Atropina 1%, Aleergan - Guarulhos, Sao Paulo
1% Jameson Caliper®, Robbins instruments - Chatham, NJ
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2.6 Determinacédo da Proteina Total do Humor Aquoso

Amostras de humor aquoso acondicionadas em microtubos de Ependorf e
mantidas a temperatura de 5° C, ao final de cada momento, foram centrifugadas
durante 5 minutos, a uma velocidade de 3500 rpm. A seguir, elas foram diluidas na
propor¢cdo de 1:5 a 1:10 e acondicionadas em banho-maria, & temperatura de 37° C,

durante 15 minutos.

A concentracdo de microproteinas totais de cada amostra foi determinada
empregando-se o método de Bradford (1976), com reagente colorimétrico azul brilhante

de Comassie®, cujos valores foram expressos em mg/dl.

2.7 Determinacao de Prostaglandina E , (PGE;) do Humor Aquoso

Para determinacdo da PGE;, as amostras colhidas no curso de MO e M1 foram

submetidas a Imunoensaio Competitivo Enzimatico. Empregou-se conjunto de regentes

|21

comercial“~. Amostras de aquoso foram descongeladas a temperatura ambiente e

centrifugadas durante 5 minutos, a uma velocidade de 3500 rpm. Posteriormente,
foram diluidas na proporcao de 1:10 a 1:40 em agua de Milli Q.

Adicionaram-se 50 pl de aquoso, 50 pl de tracer? e 50 pl de anticorpo

|23

monoclonal“® em cada poco contido na placa (total de 12 pocgos por fileira). Repetiu-se

% Sensiprot®, Labtest — Lagoa Santa, MG
% prostaglandin Ez EIA KIT (monoclonal)®, Cayman chemical — Ann Arbor, MI, EUA
2 prostaglandin E2 ACh tracer, EIA KIT (monoclonal)®, Cayman chemical — Ann Arbor, MI, EUA

2 Prostaglandin E; monoclonal antibody, EIA KIT (monoclonal)®, Cayman chemical — Ann Arbor, MI, EUA
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o procedimento na fileira inferior da mesma placa, para que as amostras fossem
processadas em duplicata. Uma vez preenchida, a placa foi coberta com filme plastico

e incubada por 18 horas a 4° C, em escotofase.

Decorrido o periodo de incubacéo, esvaziou-se o contetdo da placa e a mesma
foi lavada com solucéo de detergente tamponado® e seca em temperatura ambiente.
Duzentos pl de reagente de Ellmer® foram adicionados a cada poco. Cobriu-se a placa
para que fosse mantida em escotofase, transferindo-a para um agitador, onde

. . . s 26 .
permaneceu por 90 minutos. Realizou-se a leitura em aparelho especifico””, com filtro
de 405 nanbmetros, a qual foi corrigida de absorbancia, para picogramas por

microlitros (pg/ml)?’.

2.8 Bidpsia Conjuntival e Histopatologia

Transcorridos 24 horas de M1, instilou-se uma gota de colirio de tetracaina com
fenilefrina®® nos olhos que passaram pela aplicacdo subconjuntival dos farmacos.
Decorridos dez minutos, realizou-se anti-sepsia da superficie ocular e das palpebras

com solucéo de polivinilpirrolidona em diluicdo a 1:50 em solugéo salina.

Colheu-se fragmento da conjuntiva de aproximadamente, lcm nas areas

préprias a da aplicacdo dos farmacos em Glim e Gllc. Empregou-se, para tal, pinca de

*E|A buffer, EIA KIT (monoclonal)®, Cayman chemical — Ann Arbor, MI, EUA
Ellman’s reagent, EIA KIT (monoclonal)®, Cayman chemical — Ann Arbor, MI, EUA
% Opsys MR™ — DYNEX Technologies®, EUA

27 www.caymanchem.com/analysis®, Cayman chemical — Ann Arbor, MI, EUA
% Anetésico®, Allergan— Guarulhos, S&o0 Paulo
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conjuntiva e tesoura curva de MacPherson (FIGURA 1C). Obedecendo-se aos mesmos
critérios, colheu-se amostra da conjuntiva bulbar do olho direito de cada individuo do
grupo controle. Visando-se a contencdo de pequenos focos hemorragicos, instilou-se

uma gota de colirio & base fenilefrina a 10%° e compresséo local com cotonete estéril.

Posteriormente as manobras cirdrgicas, os olhos biopsiados receberam
ungiiento oftalmico a base de cloranfenicol, vitamina A e de aminoacidos™, a intervalos

regulares de 8horas, durante dois dias consecutivos.

As amostras colhidas foram fixadas em formalina tamponada a 10%, submetidas
a clivagem, processadas e incluidas em blocos de parafina. Posteriormente, foram
cortadas a 4 um de espessura, coradas pela Hematoxilina e Eosina e avaliadas a

microscopia de luz.

2.9 Estatistica

Os valores da PIO, do diametro pupilar, de proteina total e da PGE;, entre os
grupos, foram avaliadas empregando-se o teste de andlise de variancia de uma via
(ANOVA) e ANOVA para médias repetidas e o teste Tukey. Os valores quali-
quantitativos da avaliacdo oftdlmica e aqueles vistos a histopatologia foram avaliados

ao teste de Mann-Whitney U-test.

Empregou-se o teste de correlagdo de Person para se verificar a eventual

correlagdo, quanto aos niveis de proteina do humor aquoso e de PGE,, entre os

2 Eenifrina 10%°®, Allergan— Guarulhos, S&o Paulo

% Epitezan®, Allergan— Guarulhos, S&o Paulo
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grupos. Adotou-se o nivel de significancia de 5% (MONTIANI-FERREIRA et al., 2004).
Empregou-se programa computacional para a estatistica®, bem como para a

confeccéo de graficos®.

3.0 RESULTADOS
3.1 Avaliacao Oftalmica

A avaliacdo oftalmica permitiu que se constatassem alteracfes apenas entre 0s
grupos gque receberam os farmacos pela via subconjuntival (Glim e Glic), nos quais
encontrou-se blefaroespasmo imediato a aplicacdo. A condicdo se deu de forma fugaz
e moderada, ndo sendo mais observada em M1. No decurso de MO, observou-se
hemorragia discreta (+) imediatamente a aplicagdo do carprofeno em dois dos animais
do grupo Glic. Esses mesmos individuos apresentaram hematoma e oftadlmorréia
moderada (++) em M1. Observou-se quemose discreta (+) em dois animais do Glim e
em trés do Gllic em M1. Portanto ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, em
nenhum dos momentos estudados (p > 0,05).

A média e o erro padrdo da média dos valores aferidos para a PIO (mmHg),
anteriormente a primeira paracentese (M0) ndo apresentaram diferenca significativa (p
> 0,05).

Apés a segunda paracentese (M1), observou-se diferenca significativa (p =
0,023) entre momentos, apenas no Gllic. A média do Gllic obtida em M1 diferiu
significativamente (p < 0,05) de Glim e de Glllm em MO. A TABELA 1 e o GRAFICO 1

ilustram os resultados.

%1 SigmasStat 3.0%, Systat Software inc - San Jose, CA, USA
%2 prism 4.0°, GraphPad Software inc — San Diego, CA, USA



A média e o erro padrdo da média dos valores aferidos para o DP (mm), ndo
diferiram significativamente entre os momentos (p > 0,05) e entre os grupos (p = 0,465)

(TABELA 1).

TABELA 1 - Média e erro padrdo da média dos resultados obtidos para os valores de
pressao intra-ocular (PI10) e didmetro pupilar (DP) em todos os grupos estudados®, nos
momentos MO e M1. Jaboticabal, 2007.

PIO Valor DP Valor de
(mmHg) de (mm) p
p

Controle
Momento 0 18,80+1,35 0,084° 0,72+0,04 0,132°
Momento 1 13,80+1,49 0,72+0,05
Glm
Momento 0 16,40+1,12 0,084° 0,68+0,06 0,132°
Momento 1 13,60+1,99 0,68+0,04
Glc
Momento 0 16,00+1,09 0,084° 0,62+0,05 0,132°
Momento 1 14,00+1,94 0,52+0,06
Glim
Momento 0 19,60+2,29 0,244° 0,75+0,02 0,863°
Momento 1 16,20+2,31 0,009 0,72+0,04
Gllc
Momento O 17,60+1,43 0,244° 0,75+0,07 0,863°
Momento 1 15,20+1,90 0,66+0,11
Gllim
Momento O 19,40+2,06 0,246° 0,64+0,15 0,866°
Momento 1 16,00+2,30 0,011 0,69+0,04
Gllic
Momento O 17,40+0,87 0,023°" 0,59+0,07 0,866°
Momento 1 09,60+1,50 0,62+0,09

®GIm e Glc (meloxicam e carprofeno, respectivamente pela via subcutanea); Glim e Glic (meloxicam e
carprofeno, respectivamente pela via subconjuntival); Glllm e Glllc (meloxicam e carprofeno,
respectivamente pela via tépica). ®Valores de p em relacdo & MO. Difere de MO ao teste Tukey em
relacdo a M1 do Glllc (p < 0,05).
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GRAFICO 1 - Média e erro padrdo da média, quanto & pressao intra-ocular (mmHg) em
caes, nos momentos MO e M,1, relativamente aos grupos controle, GIm e Glc, Glim e
Gllc, Gllim e Gllic®. Jaboticabal, 2007.

%GIm e Glc (meloxicam e carprofeno, respectivamente pela via subcutanea); Glim e Glic (meloxicam e
carprofeno, respectivamente pela via subconjuntival); Gllim e Gllic (meloxicam e carprofeno,
respectivamente pela via tépica). “Difere de MO do GIim*, Gllim* e Gllic* ao teste Tukey (p < 0,05).

3.2 Concentracao de Proteina Total do Humor aquoso

A média e o erro padrdo da meédia dos valores protéicos (mg/dl), obtidos a
paracentese (MO0), ndo diferiram significativamente (p = 1,00).

Em todos os grupos, observou-se elevacéao significativa do nivel de proteinas no
humor aquoso em M1, comparativamente a MO (p < 0,001). Nado havendo diferenca
significativa (p = 0,79) entre os grupos em M1. Os resultados encontram-se ilustrados

na TABELA 2 e no GRAFICO 2.
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TABELA 2 - Média e erro padréo da média dos resultados obtidos para os valores de
proteina total, em todos os grupos estudados?®, nos momentos MO e M1. Jaboticabal,
2007.

GIm Glc Gllm Gllc Gllim Glllc GC

MO 18,22 14,61 14,61 11,37 17,18 14,76 10,25
+ + + + + + +

533 165 165 228 408 211 235

M1 268,98 218,31 305,83 295,00 261,92 176,43 314,32
+ + + + + + +

7852 6314 6314 7617 60,60 7356 62,06

Valor 0,001* o0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001*

de p
®GIm e Glc (meloxicam e carprofeno, respectivamente pela via subcutanea); Glim e Glic (meloxicam e
carprofeno, respectivamente pela via subconjuntival); Glllm e Glllc (meloxicam e carprofeno,

respectivamente pela via topica). GC (grupo controle). *Significativo ao teste Tukey em relacdo a MO (p <
0,05).
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GRAFICO 2 - Média e erro padrdo da média, quanto a concentracdo de proteinas
(mg/dl) no humor aquoso de cées, nos momentos MO e M1, nos grupos controle, GIm e
Glc, Glim e Glic, Gllim e GllIc?®. Jaboticabal, 2007.

%GIm e Glc (meloxicam e carprofeno, respectivamente pela via subcutanea); Glim e Glic (meloxicam e
carprofeno, respectivamente pela via subconjuntival); Glllm e Glllc (meloxicam e carprofeno,
respectivamente pela via topica). *Diferem significativamente de MO ao teste Tukey (p < 0,001).
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3.3 Concentracédo de Prostaglandina E  , (PGE3) no Humor aquoso

Todas as amostras avaliadas no primeiro momento (MO) apresentarem-se
abaixo do limite de deteccdo (15,00 pg/ml). Apds a segunda paracentese (M1), 12/40
amostras (30%) revelaram-se acima dele (1000,00 pg/ml). A curva padrdo®, que
correlaciona a concentracdo de PGE, com o nivel de absorbancia, mostrou correlacao
de 86% (r = 0,86).

Observou-se elevagdo significativa nos niveis de em M1 (p = 0,001). Néo
obstante, diferenca significativa entre os grupos nao foi vista em M1 (p > 0,05). Os

resultados encontram-se ilustrados na TABELA 3 e no GRAFICO 3.

TABELA 3 - Média e erro padrdo da média quanto as concentracdes de Prostaglandina
E> (pg/ml) no humor aquoso de cdes, em todos os grupos estudados®, nos momentos
MO e M1. Jaboticabal, 2007.

Glm Glc Gllm Gllc Gllim Glllc GC

MO 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00

M1 1000,00 911,29 999,69 775,80 749,73 807,07 814,05
+ + + + + +

8870 0,30 22419 126,02 192,92 185095

Valor 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001*
dep

%GIm e Glc (meloxicam e carprofeno, respectivamente pela via subcutanea); Glim e Glic (meloxicam e
carprofeno, respectivamente pela via subconjuntival); Gllim e Glllc (meloxicam e carprofeno,
respectivamente pela via topica); GC (grupo controle). *Significativo ao teste Tukey em relagdo a MO.
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GRAFICO 3 - média e erro padrdo da média, relativamente & concentragdo de
Prostaglandina E; (PGE2) (pg/ml) no humor aquoso de caes, nos momentos MO e M1,

nos grupos GIm e Glc, Glim e Glic, Gllim e Gllic?. Jaboticabal, 2007.

%GIm e Glc (meloxicam e carprofeno, respectivamente pela via subcutanea); Glim e Glic (meloxicam e
carprofeno, respectivamente pela via subconjuntival); Glllm e Gllic (meloxicam e carprofeno,
respectivamente pela via topica). *Diferem significativamente de MO ao teste Tukey (P < 0,001).

3.4 Correlacdo entre as concentracOes de Proteina T otal e de Prostaglandina E
(PGE2) no Humor aquoso

Observou-se correlagéo positiva entre a concentracdo de proteina total e PGE;
no humor aquoso nos grupos Glm (r* = 0,56; p = 0,0129) e Glc (r* = 0,61; p = 0,0125),
Gllim (r* = 0,44; p = 0,0490) e Gllic (r*= 0,44; p = 0,034) e Glim (r* = 0,40; p < 0.0001).
O grupo controle (> = 0,27; p = 0,123) e o Glic (> = 0,1442; p = 0,3135) ndo a
apresentaram. As curvas de regressdo linear nos grupos em que houve correlacdo

encontram-se ilustradas nos GRAFICOS 4,5, 6, 7 e 8.
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GRAFICO 4 -
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Curva de regressao linear ilustrando correlagdo positiva entre a

concentracao de proteinas totais (mg/ml) e prostaglandina E; (PGE) (pg/ml) no humor
aquoso no grupo Glm. Jaboticabal,2007.
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Curva de regressao linear ilustrando correlacdo positiva entre a

concentracdo de proteinas totais (mg/ml) e prostaglandina E; (PGE;) (pg/ml) no humor
aquoso no grupo Glc. Jaboticabal, 2007.
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GRAFICO 6 - Curva de regressdo linear ilustrando correlagio positiva entre a
concentracao de proteinas totais (mg/ml) e prostaglandina E; (PGEy) (pg/ml) no humor
aquoso no grupo Gllim . Jaboticabal, 2007.
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GRAFICO 7 - Curva de regressdo linear ilustrando correlagdo positiva entre a
concentracdo de proteinas totais (mg/ml) e prostaglandina E, (PGE,) (pg/ml) no humor
aquoso no grupo Gllic . Jaboticabal, 2007.
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GRAFICO 8 - Curva de regressdo linear ilustrando correlagio positiva entre a

concentracao de proteinas totais (mg/ml) e prostaglandina E, (PGE;) (pg/ml) no humor
aquoso no grupo Glim . Jaboticabal, 2007.
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3.6 Histopatologia

A microscopia de luz das preparagdes conjuntivais revelou infiltrado celular
subepitelial misto, caracterizado pela presenca moderada de neutréfilos, de
plasmécitos e de linfécitos, em dois animais que receberam o meloxicam pela via
subconjuntival (Glim) (FIGURA 4A). Acantdlise epitelial difusa foi identificada em um
individuo. Foi, ainda, possivel constatar congestdo discreta em um deles.
Relativamente ao grupo que recebeu carprofeno pela mesma via, notou-se infiltrado
cuja celularidade foi semelhante, mas manifesta de forma mais intensa, em todos os
animais. Observou-se congestdo moderada em dois dos animais que compuseram o
Gllc e discreta em um dos cédes (FIGURA 4B). Os valores quali-quantitativos

observados entre Glim e Glic ndo foram significativos (p > 0,05) (TABELA 4).

TABELA 4 — Numero de animais acometidos por alteracdes histopatolégicas apos
aplicacdo de meloxicam?® e carprofeno® pela via subconjuntival.

Inflamagdo Edema Acantdlise Congestéao Sem
alteracdes
Glim?# 2/5 3/5 1/5 1/5 1/5
Glic® 5/5 4/5 1/5 3/5 0/5
Valor de 0,22 0,15 1,00 0,69 1,00

p*

* Nao diferem com relacéo ao Controle ao Man-Whitney U-test
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FIGURA 2 — Fotomicrografia de conjuntiva bulbar de cao do Glic, apresentando edema
subepitelial moderado e infiltrado inflamatério misto leve (A).
Hematoxilina & Eosina (40 X). Fotomicrografia de conjuntiva bulbar de
animal do Gllc, apresentando congestdo de vasos de sanguineos (B).
Hematoxilina & Eosina (20 X). Jaboticabal, 2007.
4.0 DISCUSSAO
A quebra da barreira hemato-aquosa constitui-se no principal evento,
relativamente a génese das uveites (WARD et al. 1991; WARD, 1996). Uveites podem
ensejar déficit na acuidade visual, sinéquias, catarata, glaucoma, endoftalmite e
phthisis bulbi. A liberacdo de mediadores quimicos e o influxo de proteinas e de células
para a camara anterior constituem-se nos principais elementos da sua patogénese
(GELATT e GELATT, 2001; van der WOERDT, 2001).
Uma vez que as prostaglandinas factuam como o mediador quimico mais

importante na quebra da barreira hemato-aquosa, antiinflamatérios ndo esteréides

(AINEs) tém sua indicacao freqlente na prevencao e manejo das uveites (KROHNE &
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VESTRE, 1987; DIZIEZYC et al., 1992; WARD, 1996; KROHNE et al.,, 1998a;
ANDRADE et al., 2003; GIULIANO, 2004; GILMOUR & LEHENBAUER, 2006; PINARD
et al., 2006).

Estudaram-se, em caes, os efeitos do meloxicam e do carprofeno, por diferentes
vias, em uveites experimentalmente induzidas. Reconhecem-se as qualidades destes
farmacos (GIULIANO, 2004) e o quanto sdo seguros, comparativamente a outros
AINESs néo seletivos para a ciclooxigenase-2 (LUNA et al., 2007).

Hematoma e blefaroespasmo, que decorreram em alguns dos animais tratados
com o meloxicam ou com o carprofeno pela via subconjuntival, se deveram, admite-se,
ao trauma e a “bolha” subconjuntival ensejada por sua aplicacdo. Tais sinais foram
mais intensos naqueles que receberam o carprofeno, mas, indistintamente,
desapareceram no curso do segundo momento. Resultados semelhantes foram
observados quando se utilizou a flunixina meglumina pela mesma via (GALERA, 2002).

Galera (2002) reportou-se a ocorréncia de ceratite decorrente do
extravasamento de flunixina meglumina, do local de aplicagcdo subconjuntival para a
superficie corneal. A instilacdo do meloxicam ou do carprofeno néo induziu a qualquer
sinal de desconforto ocular.

Com relagéo a pressao intra-ocular (P10), houve reducdo média de 3,82 mmHg,
no curso do segundo momento, sem significagdo estatistica (P > 0,05). H& diminuicédo
da PIO em casos de uveite anterior, uma vez que a producdo de humor aquoso pode
estar diminuida. Todavia, admite-se como causa principal o0 aumento da sua drenagem

pela via uveoescleral (COLINS & MOORE, 1999; van der WOERDT, 2001). Nas
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uveites, a redugdo da PIO tende a ocorrer de maneira subita, podendo se manifestar
como um dos primeiros sinais clinicos (COLINS & MOORE, 1999).

As substancias utilizadas, por qualquer das trés vias testadas, n&o foram
capazes impedir que a PIO diminuisse no curso do segundo momento (P = 0,247).
Krohne et al. (1998a) observaram que o flurbiprofeno foi capaz de aumentar os valores
da PIO em 6,2%, em uveites experimentalmente induzidas pela pilocarpina a 2%.

No grupo que recebeu o carprofeno pela via tdpica, os valores da PIO foram
significativamente mais baixos (P < 0,023) no curso do segundo momento,
comparativamente aos animais que receberam meloxicam pelas vias subconjuntival e
topica no primeiro momento. H& que se considerar as varia¢des individuais nos animais
gue compuseram esse grupo.

Em casos de uveite anterior, a constricdo pupilar decorre da acdo de
mediadores quimicos, notadamente das prostaglandinas, as quais atuam sobre o
musculo esfincter da iris (COLLINS & MOORE, 1999; van der WOERDT, 2001). No
corpo ciliar, elas ensejam espasmo doloroso (COLLINS & MOORE, 1999). Nao foi
possivel observar reducéo significativa no diametro pupilar, em qualquer dos grupos (P
= 0,738). Admite-se que tais resultados decorreram porque a uveite induzida
manifestou-se de forma branda ou porque os farmacos pouco agiram sobre a génese
de prostaglandinas, pelas vias em que foram tratadas. Millichamp et al. (1991)
relataram que em animais tratados com flunixina meglumina pela via intravenosa, e
com atropina topica a 1%, previamente a inducdo experimental de uveite por

capsulotomia a laser, ndo apresentaram diminui¢ao do didmetro pupilar.



O valor médio de proteinas no humor aquoso, no primeiro momento, foi de 13,68
mg/dl a similitude do que fora notificado (COLLINS & MOORE, 1999; GALERA, 2002).
No segundo momento, o nivel se elevou, em média, para 253,87 mg/dl, sendo
considerado significativo (P < 0,001). Tais achados confirmam que a paracentese
controlada da camara anterior foi efetiva em desestabilizar a barreira hemato-aquosa,
como ja havia sido mostrado (KROHNE & VESTRE, 1987; WARD et al., 1991; WARD,
1996; KENNARD & GILMOUR, 2004; GILMOUR & KENNARD, 2004; GILMOUR &
LEHENBAUER, 2006; PINARD et al., 2006).

N&o foi possivel se detectar flare no aquoso secundario, no curso do segundo
momento, em qualquer dos animais. Segundo Collins e Morre (1999), a evidenciacao
clinica do flare s6 é factivel quando a concentracdo de proteinas mensuraveis no
aquoso secundario eleva-se a valores médios ou superiores a 729 mg/dI.

Krohne & Vestre (1987), ao estudarem a flunixina meglumina e a dexametasona,
reportaram-se a um interregno de cinco horas, como o0 minimo para se detectar
reducdo significativa na concentragdo de proteinas totais do humor aquoso em cées
submetidos a uveites experimentais. Considerou-se, ainda, que se os cdes fossem
submetidos a um ciclo de escuriddo, a concentracdo de proteinas do humor aquoso
poderia se elevar, como demonstrado em estudos conduzidos em seres humanos, em
coelhos e em ratos (TETSURO et al., 1993; LIU et al., 1998; ZHOU & LIU, 2006). Por
essa razao, no presente estudo concebeu-se considerar o intervalo de cinco horas
entre a primeira e a segunda paracenteses. Outrossim, visando a se respeitarem

parametros farmacocinéticos, notadamente o pico de maxima concentracao plasmética
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dos farmacos, quando da sua utilizacdo pela via subcutdanea (BUSCH et al., 1998;
CLARCK et al., 2003).

Animais tratados com o meloxicam e o carprofeno, pela via sistémica,
apresentaram reducéo de 16,67% e 30,83%, respectivamente, quanto a concentracao
de proteinas do humor aquoso, em comparagdo com 0s animais do grupo controle.
Todavia, ndo houve significAncia estatistica (p = 0,084). No que concerne ao
meloxicam e ao carprofeno, resultados semelhantes foram vistos ap0s paracentese
experimental da camara anterior em cées (KENNARD & GILMOUR, 2004; GILMOUR &
KENNARD, 2004).

Relativamente ao carprofeno, os achados do presente estudo divergem do que
fora reportado por Krohne et al. (1998b), onde animais que receberam o farmaco, pela
via oral, exibiram reducdo de 68% na concentracdo de proteinas do aquoso,
relativamente aos controles, com significacdo estatistica. Diferencas quanto aos
valores protéicos observados neste estudo e no de Krohne et al. (1998b) podem ser
admitidos, uma vez que os protocolos utilizados para inducdo da uveite ndo foram os
mesmos. Krohne et al. (1998b) empregaram a pilocarpina tépica a 2%, e o método
adotado para se quantificar a concentracdo de proteinas no aquoso foi a flaremetria a
laser (KROHNE et al.,1998b).

Uveites decorrentes de paracentese ou da instilacdo de pilocarpina podem
suscitar diferentes eventos fisiopatolégicos. A paracentese induz a dano fisico da
barreira hemato-aquosa, com liberacdo de prostaglandinas (WARD, 1996). A instilacéo
topica de pilocarpina a 2%, por sua vez, tende a ensejar inflamacdo do trato uveal

anterior, por permitir a liberacdo de neuropeptideos no humor aquoso, produzidos
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secundariamente a estimulagédo antidrémica do nervo trigémeo (WARD et al., 1992;
KROHNE et al., 1998a). Decidiu-se pela paracentese, pois ela melhor mimetiza
eventos decorrentes de cirurgias intra-oculares (GELATT & GELATT, 2001; De BIAGGI
et al., 2006).

Concentracédo protéica do humor aquoso e sua correlagdo positiva com niveis de
proteinas a flaremetria a laser foram relatadas nas espécies canina e felina (KROHNE
et al., 1995; RANKIN et al., 2002). Todavia, estudos comparativos, relativamente aos
meétodos e, posteriormente, a farmacos antiinflamatoérios ainda nédo foram reportados.

Demonstrou-se, recentemente, que a espectroscopia infravermelha é capaz de
diferenciar, em seres humanos, condicbes oftdlmicas distintas, a analise do humor
aquoso (WEISSBRODT et al., 2007). Estudos dessa natureza, adjunto a quantificacédo
da concentragdo protéica do aquoso poderiam ser Uteis no esclarecimento de eventos
fisiopatologicos nas uveites anteriores.

A via subconjuntival constituiu-se em um dos focos do estudo, por ser vantajosa
guando se deseja manterem, temporariamente, os efeitos de substancias, implicando
em menor freqiiéncia de administracdo e em custos mais reduzidos (GIULIANO, 2004).
Paralelamente, pela tendéncia crescente em se evitarem as vias sistémicas classicas
(MEALEY, 2000) e também porque a absorcdo de farmacos pelo bulbo do olho, por
essa via, é considerada efetiva (COLLINS & MOORE, 1999; GHATE et al., 2007),
notadamente quando nas proximidades da regido equatorial (GILGER et al., 2006).

Houve reducdo nos niveis protéicos na ordem de 2,70% para o meloxicam e de

6,14% para o carprofeno, porém, nédo significativa, comparativamente ao grupo controle
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(P = 0,74). Resultados semelhantes foram reportados, quando da utilizagdo da flunixina
meglumina pela via subconjuntival em caes (GALERA, 2002).

A via subconjuntival foi a menos efetiva em suprimir o influxo de proteinas para o
humor aquoso. Estudo anterior reportou-se a ela como mais efetiva em absorver
farmacos para o segmento anterior do olho, quando comparada a sistémica (GHATE et
al., 2007). Admite-se que, por ocasido das colheitas, ndo se teria atingido, ainda, niveis
terapéuticos do farmaco no humor aquoso, como reportado por Galera (2002).

A farmacocinética do meloxicam e a do carprofeno, quando empregados pela via
subconjuntival, ainda nédo foi estabelecida. O tempo entre a aplicacdo das substancias
e a segunda paracentese foi concebido obedecendo-se a extrapolacdo de parametros
farmacocinéticos, notadamente o pico de maxima concentracdo plasmatica, que ocorre,
em meédia, duas horas e meia apés a administracédo pela via subcutanea (BUSCH et al.,
1998; CLARK et al., 2003). Quando aplicados pela via subconjuntival, os farmacos
atingem a camara anterior e a camara vitrea, pela via transescleral, preferencialmente
na regido equatorial, onde a esclera é mais delgada (GILGER et al.,, 2006).
Adicionalmente, a absor¢cdo hematdgena ocorre via vasos subconjuntivais, colaborando
para que fracdes do farmaco atinjam a via sistémica e adentrem ao olho (GHATE et al.,
2007). Estudos quanto a farmacocinética de substancias no humor aquoso séo
habitualmente complexos, por obrigarem a coletas subsequientes o que, de per se,
modificam o meio, resultando em alteragfes qualitativas desse liquido (ROSE et al.,
1996).

No presente estudo, a inefichcia de ambos os farmacos em impedir que

inflamacao do trato uveal ocorresse, quando aplicados pela via subconjuntival, também
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pode ser explicada pelo baixo volume em que eles foram administrados. Estudo
recente mostrou que a administracao subconjuntival de 0,5ml de uma solucdo contendo
2,5mg de fluoresceina soédica, atinge maior concentracdo no meio intra-ocular,
comparativamente a 0,1ml da mesma substancia na mesma concentracdo (GHATE et
al., 2007). Assim, admite-se que a absorcdo de substancias por essa via esteja mais
relacionada ao volume administrado do que a concentragdo da substancia (GHATE et
al., 2007). A literatura veterinaria recomenda que o volume maximo administrado por
esta via ndo exceda 0,5ml (HOLMEBERG & MAGGS, 2004). Nao obstante, alta
viscosidade das substancias, notadamente a do carprofeno, impediu que volumes
maiores pudessem ser aplicados.

A via topica tem sido preferida para o manejo de uveites, uma vez que ela
fornece desejavel concentracdo de farmacos no meio intra-ocular. Outrossim, pelos
minimos efeitos colaterais sistémicos que induz e por sua simpleza técnica
(HOLMEMBERG & MAGGS, 2004; GIULIANO, 2004).

A freqiéncia com que os agentes séo instilados varia segundo a severidade da
inflamacdo (HOLMEMBERG & MAGGS, 2004; GIULIANO, 2004). Fatores que afetam a
biodisponibilidade dos AINEs pela via tépica incluem a sua capacidade de penetracédo
na camara anterior, 0 seu metabolismo no estroma corneal e a sua ligacdo com
proteinas estromais (WARD, 1996). O tamanho das particulas contidas na formulacéo
pode ser determinante para a biodisponibilidade da molécula ativa na suspenséao
(ROBERTS & NELSON, 2007).

Estudou-se a acdo do meloxicam e a do carprofeno também pela a via topica,

considerando-se que os AINEs, em geral, quando administrados por esta via agem a
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similitude, ou com maior eficacia, que os esterbéides (KROHNE et al., 1998a;
ANDRADE et al., 2003). Os AINEs agem na supresséao do influxo de proteinas para o
aguoso, em média, uma hora apés instilados. Os corticosteroides, por sua vez, o fazem
decorridas cinco a seis horas (HAYASAKA et al., 2003; ABE et al., 2004).

O intervalo adotado entre as instilagdes (1 hora) néo inibiu significativamente o
influxo de proteinas para o humor aquoso (P = 0,74). Todavia, notou-se reducao nos
niveis protéicos em 27,22% para o meloxicam e em 43,86% para o carprofeno,
comparativamente os olhos controle. O carprofeno mostrou-se 21,61% mais efetivo que
o meloxicam, quando utilizado pela via topica, admite-se, por sua maior
liposolubilidade. Tais resultados divergem do que fora observado em estudo anterior,
gue comprovou a eficicia do flurbiprofeno, do diclofenaco e do suprofeno (diluidos a
partir de formulagBes parenterais) em inibir a uveite experimental por paracentese, em
caes (WARD, 1996). Trata-se, todavia, de pesquisa que avaliou a quebra da barreira
hemato-aquosa fluorofotometricamente, em que o autor ndo esclareceu em que
concentracoes os farmacos foram utilizados (WARD, 1996).

Visto que as prostaglandinas, notadamente a prostaglandina E,, factuam como
um dos principais mediadores quimicos envolvidos na patogénese das uveites
anteriores, pretendeu-se estuda-la. A concentracdo de prostaglandina E,, no primeiro
momento, encontrou-se abaixo dos niveis de deteccdo proprios ao ensaio comercial (<
15,00 pg/ml). Tais resultados estdo de acordo com os encontrados por Gilmour &
Lehenbauer (2006). Em olhos de seres humanos com catarata, esse mesmo ensaio
demonstrou que em 61% dos individuos, a concentragcdo de prostaglandina E,

encontrava-se abaixo dos niveis de deteccéo, de, <15 pg/ml (MATSUO, 2004).
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No curso do segundo momento, observou-se elevacéo significativa (P = 0,001)
em sua concentragdo, sem que houvesse, entretanto, diferenca significativa entre os
grupos (P = 0,748). Neste momento, 30% das amostras encontraram-se acima dos
niveis de deteccdo do ensaio (>1000,00 pg/ml), contrariamente ao que fora visto por
Gilmour & Lehenbauer (2006), que observaram concentracdo média de 194,17 pg/ml
em cées controles e abaixo dos niveis de deteccdo em cées tratados com tepoxalina
pela via oral.

Inibicdo dos niveis de prostaglandina E; foi igualmente observado, em caes que
receberam carprofeno pela mesma via (PINARD et al., 2006). Entretanto, os resultados
em pg/ml, ndo foram apresentados (PINARD et al., 2006).

A despeito de Gilmour & Lehenbauer (2006) e Pinard et al. (2006), terem se
valido dos mesmos métodos adotados no presente estudo, relativamente a inducéo e a
guantificacdo da uveite, a prostaglandina E,, s6 foi mensurada uma hora apés a
primeira paracentese, diferentemente das cinco horas adotadas no presente estudo.
Considerando-se que o trato uveal contém pequenas quantidades da enzima 15-
dehidrogenase PG, responséavel pela inativacdo da prostaglandina E,, e que sua
atividade encontra-se diminuida em casos de uveites, pode-se entender o aumento
exacerbado na concentracdo de prostaglandina E, visto no segundo momento
(COLLINS & MOORE, 1999). Os resultados aqui obtidos, igualmente diferem do que
fora observado por Millichamp et al. (1991), que relataram a eficacia da flunixina
meglumina em inibir a sintese da prostaglandina E; no humor aquoso de céaes,

decorrida uma hora da sua aplicacao intravenosa. Ha que se considerar, contudo, que
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0s autores adotaram a imunofluorescéncia indireta para a sua deteccdo no humor
aquoso (MILLICHAMP et al., 1991).

Haysaka et al. (2003), relataram que, quanto maior for o intervalo entre a
aplicacdo de farmacos e a inducéo de uveite experimental, maior sera o efeito desses,
em inibir o influxo de proteinas para o humor aquoso. Fato este, pode explicar porque
Gilmour & Lehenbauer (2006) e Pinard et al. (2006) observaram inibicdo nos niveis de
prostaglandina E, no humor aquoso dos animais dos grupos tratados, relativamente
aos controles. Uma vez que, os farmacos foram administrados 2 horas antes da
inducéo das uveites (GILMOUR E LEHENBAUER, 2006; PINARD et al. 2006).

Estudo recente demonstrou haver correlacdo negativa entre a concentragao
sérica do metabdlito da prostaglandina E, (13,14-dihidro-15-keto-PGE 2) e 0s niveis
séricos de diferentes AINES (GIAGOUDAKIS & MARKANTONIS, 2005). Como descrito
previamente, o tempo de maior concentracdo plasmatica apés administracdo
subcutanea foi respeitado para os farmacos testados no presente estudo. Entretanto,
informac0es relativas a farmacocinética do meloxicam e do carprofeno, por outras vias
nao estao disponiveis.

Avaliaram-se eventuais correlacdes entre a concentracdo de proteina do humor
aquoso e a concentracédo de prostaglandina E,. Observou-se correlacdo positiva nos
grupos que receberam meloxicam ou carprofeno pela via topica e sistémica. No que
concerne a subconjuntival, apenas os animais que receberam meloxicam mostraram
correlacdo entre os niveis de proteina e de prostaglandina E; no humor aquoso. O
mesmo, nao foi observado em cées que receberam tepoxalina pela via oral (GILMOUR

& LEHENBAUER, 2006).
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Pinard et al. (2006), ao estudarem a ac¢do do carprofeno em inibir a uveite
anterior ensejada por paracentese, informaram que o farmaco foi capaz de diminuir a
concentracdo de prostaglandina E,. Estudos prévios, que se valeram do mesmo
modelo experimental utilizado mostraram que o carprofeno foi ineficaz em inibir o
influxo de proteinas para o humor aquoso (KENNARD & GILMOUR, 2004; GILMOUR &
KENNARD, 2004).

Estudo recente, mostrou que os niveis de Fator Derivado do Epitélio Pigmentar,
um mediador antiinflamatério, apresentaram-se significativamente aumentados em
seres humanos portando uveites (YOSHIDA et al.,, 2007). Yoshida et al. (2007)
afirmaram haver correlagéao positiva entre esse mediador e o Fator de Necrose Tumoral
Alfa. A fim de se melhor compreender a patogénese da uveite em caes, estudos futuros
avaliando o comportamento do Fator Derivado do Epitélio Pigmentar e a sua eventual
correlagdo com os niveis de prostaglandina E;, proteinas e outros mediadores
inflamatorios seriam oportunos. Na presente pesquisa, optou-se por dosar a
prostaglandina E,, visto que outros mediadores quimicos como o fator de necrose
tumoral alfa, o nitrato, o nitrito e o leucotrieno B ndo foram detectados no humor
aquoso de cades submetidos ao mesmo protocolo de indugcdo experimental de uveite
(GILMOUR & LEHENBAUER, 2006; PINARD et al.,, 2006). Portanto, ndo haveria
porque fazé-lo.

A histopatologia mostrou nos animais que receberam os farmacos pela via
subconjuntival, exsudacao inflamatéria aguda e hemorragia mais manifesta no grupo
tratado com o carprofeno. Os efeitos foram mais intensos nesse grupo, provavelmente,

pela maior viscosidade do carprofeno. N&o se notaram placas subconjuntivais em
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gualquer dos animais que receberam os farmacos, a exemplo do que fora referido por

Galera (2002), ao estudar a flunixina meglumina.

5.0 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos com a pesquisa, na forma como ela fora
concebia, é factivel admitir que, o meloxicam e o carprofeno ndo induziram a efeitos
indesejaveis, mostrando-se seguros quando administrados pelas vias testadas.
Entretanto, por qualquer uma dessas vias, eles foram ineficazes em inibir a sintese de
prostaglandina E; e o influxo de proteinas para a camara anterior. A despeito da
correlacdo positiva entre os niveis de prostaglandina E; e os de proteina, a diminui¢do
de 44% no influxo protéico para a camara anterior nos animais que receberam
carprofeno pela via tépica, sugere que por esta via a substancia pode ser Gtil como

adjuvante no manejo da uveite anterior em caes.
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