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EFEITOS DO INIBIDOR DA RHO QUINASE (ROCK, Y-27632) SOBRE O
ENDOTELIO CORNEAL EM CAES SUBMETIDOS A FACOEMULSIFICACAO

RESUMO - A catarata situa-se entre as afeccdes oculares mais frequentes em
cdes. A facoemulsificacdo € o método que melhor se adéqua a sua terapia e o
preferido entre os oftalmologistas. Dentre as complicacbes poOs-operatérias
destacam-se lesdes endoteliais que podem produzir descompensacéo
permanente da cornea, alterando a sua transparéncia. Buscou-se avaliar os
efeitos do inibidor de ROCK (Y-27632), na protecdo endotelial, em caes
submetidos a facoemulsificacdo. Utilizaram-se 20 olhos de 10 pacientes,
machos ou fémeas, com sete a 12 anos, portando catarata senil bilateral. Dois
grupos foram concebidos: Olhos controles (Oc) (n=10), receberam solucao
salina balanceada e Olhos Tratados (Ot) (n=10), receberam intracameralmente,
0,3 mL de Y-27632, na concentracdo de 100 umol/L, imediatamente apds a
sutura corneal. O endotélio corneal foi avaliado a microscopia especular de nao
contato, antes e em diferentes momentos apés a facoemulsificacdo. Avaliaram-
se a densidade (células/mm?) e a éarea celular (um?), a espessura corneal
(mm), a hexagonalidade (%) e o coeficiente de variagdo do tamanho celular
(%). Valores de P iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
Com relacdo a densidade de células endoteliais, ambos o0s grupos
apresentaram perdas, sem diferenca estatistica. Relativamente a espessura
corneal e hexagonalidade, ndo houve diferenca. No Oc, a area celular
aumentou significativamente entre os momentos avaliados, o que nao foi
observado em Ot. Admite-se que a aplicagéo intracameral de 0,3mL contendo
100pumol/L de Y-27632 durante o procedimento de facoemulsificacdo em caes
em condicbes normais, colabora com a estabilidade das células do endotélio
corneal, diminuindo sua perda (7,4%) em comparacdo com sua nao utilizacédo
(11,8%).

Palavras-chave: cdo, catarata, cornea, rho quinase (ROCK).
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EFFECTS OF RHO KINASE INHIBITOR (ROCK, Y-27632) ON THE
CORNEAL ENDOTHELIUM OF DOGS UNDERGOING
PHACOEMULSIFICATION

ABSTRACT - Cataract is among the most common eye diseases in dogs.
Phacoemulsification is the method that best fits its therapy. Among the
complications related to this surgery, there are endothelial injuries that can
induce permanent corneal decompensation, altering its transparency. The goal
of this study was to evaluate the effects of ROCK inhibitor Y-27632 on
endothelial protection in dogs undergoing phacoemulsification. Twenty eyes of
10 patients, male or female, aged 7 to 12 years, with bilateral senile cataract
were used. Two groups were conceived: Control eyes (Oc) (n = 10), that
received balanced saline solution (BSS) and Treated Eyes (Ot) (n = 10), which
received intracamerally 0.3 mL of Y-27632 at a concentration of 100 umol. / L,
immediately after corneal suture. The corneal endothelium was assessed via
non-contact specular microscopy at multiple time points before and after
phacoemulsification. Cell density (cells/mm?) and area (um?), corneal thickness
(mm), hexagonality (%), and the coefficient of variation of cell size (%) were all
assessed. P values equal to or less than 0.05 were considered significant. With
respect to the density of endothelial cells, both groups showed losses, without
statistical difference. There were no differences in corneal thickness and
hexagonality. In Oc, the cellular area increased significantly between the
evaluated moments, what was not observed in Ot. It is admitted that the
intracameral application of 0.3mL containing 100umol/L of Y-27632 during the
phacoemulsification procedure in dogs under normal conditions, collaborates
with the stability of the corneal endothelium cells, decreasing their loss (7.4%),
compared to their non-use (11.8%).

Keywords: canine, cataract, cornea, rho kinase (ROCK).
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1. Introducéo

O endotélio corneal € a camada celular mais interna da cornea. Regula a
transparéncia da coOrnea por possuir acdo de bomba fisiologica ativa
controlando a deturgescéncia corneal. A capacidade regenerativa das células
do endotélio corneal é limitada, sendo danificada por diferentes processos
como a idade, processos inflamatérios e/ou traumaticos, a exemplo, 0s
provocados durante a facoemulsificacédo, possibilitando o desenvolvimento de
disfuncéo endotelial e perda da transparéncia corneal. Os farmacos inibidores
de rho quinase (ROCK) constituem possivel alternativa medicamentosa para a
terapia regenerativa corneal, demostrando, em diversas espécies, capacidade
de estimular a proliferacdo de células endoteliais corneais diminuindo sua
apoptose. Com a implementacao intracameral de ROCK (Y-27632), espera-se
diminuir possiveis alteracdes da celularidade endotelial, que possam afetar a
transparéncia corneal como consequéncia de complicacdes pds-operatorias na
facoemulsificacdo, como opg¢éo de trazer avangos na terapia regenerativa do

endotelio cérneal.

2. Revisao de Literatura

A catarata, que acomete animais mesticos e de racas puras (Whitley et
al., 1993a; Glover e Constantinescu, 1997; Gelatt, 2007), podendo ser definida
como a opacidade do cristalino, da sua capsula ou de ambos, decorrente de
alteracdes na arquitetura lamelar de suas fibras ou da capsula lenticular
(Barnett e Startup, 1985; Johnson e Miller, 1990; Glover e Constantinescu,
1997; Gelatt, 2007; Croix, 2008).

Cataratas podem ser classificadas levando-se em consideragao
referenciais como a idade do paciente (Whitley et al., 1993a; Gelatt, 2007), a
localizacéo da lesé@o na lente, seu estagio de desenvolvimento e suas causas
suscitantes (Barnett e Startup, 1985; Fischer, 1989; Dziezyc, 1990; Johnson e
Miller, 1990; Whitley et al., 1993a; Glover e Constantinescu, 1997; Gelatt,
2007).

Diferentes condi¢cfes tém sido imputadas na génese das cataratas, mas

sua causa, em alguns casos, nao € totalmente elucidada (Barnett e Startup,



1985; Davison e Nelms, 2007). Estudos apontam a radiagéo ultravioleta e a
acado de espécies reativas de oxigénio (ERO), com estresse oxidativo (Sies,
1991; Barros et al., 1999), como as mais frequentes. Descobriu-se que a
concentracdo de proteinas alteradas por processos oxidativos aumenta com a
idade e é significativamente maior em lentes com catarata (Boscia et al., 2000;
Williams e Munday, 2006).

Relativamente & localizacdo anatdbmica na lente, as cataratas sao
classificadas em nucleares, corticais e em capsulares. Quanto ao grau de
desenvolvimento, podem ser incipientes, imaturas, maduras e hipermaduras.
Sobre a condicdo suscitante, podem ser hereditarias, nutricionais, toxicas,
inflamatodrias, metabdlicas e traumaticas (Barnett e Startup, 1985; Fischer,
1989; Dziezyc, 1990; Johnson e Miller, 1990; Whitley et al., 1993a; Glover e
Constantinescu, 1997). Cataratas juvenis sdo mais comuns nas racas poodle,
cocker spaniel, schnauzer e no pinscher miniatura, nos quais, particularmente,
sao frequentemente de carater hereditario (Stades et al., 1999).

Classificam-se também as cataratas em primarias e em secundarias,
sendo, as primarias, aguelas em que nao ha sinais de doenca anterior no olho
acometido e a lente € a Unica estrutura afetada. As secundarias tém, como
causa de base, alteracdes de cunho sisttmico ou em outra estrutura ocular
(Barnett e Startup,1985).

Cataratas hereditarias primarias manifestam-se nas primeiras semanas
ou meses de vida, e sdo progressivas. Nem todas, porém, culminam com o
acometimento de toda lente. Quase sempre sdo bilaterais, mas né&o
necessariamente simétricas. Cataratas hereditarias secundarias podem estar
associadas a membrana pupilar persistente, a atrofia progressiva da retina, a
luxacdo da lente ou ao glaucoma primario (Barnett e Startup, 1985; Barnett e
Startup,1988).

Alternativas terapéuticas de cunho medicamentoso ja foram propostas.
Por exemplo, a utilizacdo da superéxido dismutase e do ascorbato citrato de
zinco. Estudos, todavia, constataram que tais substancias ndo oferecem
beneficios. Os efeitos da administracdo local da n-acetil-carnosina em cées
com catarata foram investigados. Demonstrou-se, por acdo da substancia,
discreta diminuicdo da opacificacdo da lente em cataratas maduras (Williams e
Munday, 2006).



Admite-se como Unico e efetivo o tratamento cirdrgico, cujo primeiro
relato em cées se deu na Europa, por Moller, em 1886 e, posteriormente, por
Berlin em 1887. N&o obstante, ela s6 se popularizou como pratica em
veterinaria a partir da década de 1950 (Whitley et al., 1993a).

A facectomia intracapsular foi abandonada desde ha muito devido as
suas intercorréncias, sendo reservada a casos de luxacdo ou de subluxacdo da
lente (Williams et al., 1996). A extracapsular predominou por anos, mas 0S
resultados jamais atenderam ao ansiado (Dziezyc, 1990; Whitley et al., 1993b).
Entre as causas da significativa inflamacédo suscitada por qualquer dos
procedimentos, encontram-se particularidades ndo s6 da espécie e do
paciente, mas das técnicas, que favorecem a exposi¢cdo de quantitativos
variaveis de proteinas da lente (Dziezyc, 1990).

Técnicas cirargicas para remocao da catarata foram modificadas para se
aumentarem os percentis de sucesso, com minimas intercorréncias (Dziezyc,
1990; Davidson et al., 1991; Whitley et al., 1993b; Williams et al 1996).
Atualmente, o procedimento de escolha é a facoemulsificacdo, que consiste na
fragmentacdo ultrassbnica e na aspiracdo do material emulsificado, por
pequena incisdo corneal de cerca de 3,0 mm (Davidson et al., 1991; Nasisse et
al., 1991; Bistner, 1992; Williams et al., 1996; Glover e Constantinescu, 1997,
Jung et al 2013). Introduzida por Kelman em 1967, ganhou notoriedade
(Whitley et al.,, 1993a; Croix, 2008) e, nos ultimos anos, a oftalmologia
veterinaria e médica dela tém se beneficiado pelos resultados que oferece
(Williams et al, 1996; Glover e Constantinescu, 1997). Os efeitos, notadamente
superiores, advém de um procedimento cirdrgico rapido, da pequena incisdo e
da reparacdo tecidual precoce, como ja comentado. Adjunto da menor
inflamacéo pds-operatodria, da melhor aspiracdo das massas corticais e da néo
descompresséao da camara anterior no curso da intervencéo (Dziezyc, 1990).
Dentre as complicacdes decorrentes, interpdem-se as uveites, menos intensas,
comparativamente a outras técnicas, 0 glaucoma pdés-operatério, 0sS
descolamentos de retina (Sigle e Nasisse, 2006), a ruptura da capsula posterior
da lente (Johnstone e Ward, 2005) e alteracdes corneais decorrentes de danos
ao endotélio (Hull, 1990; Moore et al 2003; Rubowitz et al., 2003).

A transparéncia corneal depende da auséncia de vasos sanguineos, de

pigmentos, de epitélio superficial anterior ndo queratinizado, da organizacao



das lamelas de colageno no estroma (Gellat, 2003) e de seu relativo estado de
desidratacéo (Teixeira et al., 2009).

O endotélio € a camada mais interna da cornea. Suas células atuam
como bomba ativa, para remover e para transportar fluidos, regulando a
hidratacdo da matriz estromal. Células endoteliais normalmente exibem padrao
em mosaico hexagonal, dispostas sobre a membrana de Descemet (Gellat,
2003; Rodrigues et al., 2006).

Com o avancar da idade, o quantitativo de células endoteliais diminui
(Rodrigues et al., 2006). Traumas cirdrgicos, uveites e glaucoma corroboram
com Slatter (2005). Andrade et al. (2010) ratificaram que a densidade de
células endoteliais da cornea central é maior em cées jovens, enquanto maior
quantitativo de células hexagonais € visto em cdes adultos. Valores de
referéncia para a densidade das células endoteliais em seres humanos
diminuem a partir de 3400 células/mm? aos 15 anos e para 2300 células/mm?
aos 85 anos (Yee et al.,, 1985), reduzindo-se ao longo da vida a uma taxa
média de 0,6% ano (Bourne et al., 1997). Decorrem descompensacédo e edema
quando os valores se encontram abaixo de 500 células/mm? (Cameron et al.,
2001). Mostrou-se que a densidade endotelial em cdes com menos de um ano
é de, aproximadamente, 2600 células/mm? e que esses valores diminuem
entre 1 e 9 anos, para 2300 a 2500 células/mm?. Acima de 10 anos, eles caem
para 1900 células/mm? (Gwin et al., 1982). Pigatto et al. (2006) observaram
densidade endotelial média de 2555 células/mm? em cdes com 6 anos de
idade. A descompensacdo corneal e a inabilidade em remover agua do
estroma ocorrem quando a densidade das células endoteliais diminui para
valores inferiores a 800 células/mm? (Slatter, 2005).

O endotélio corneal pode ser avaliado a microscopia especular (Yee et
al., 1987; Abib e Barreto, 2001; Andrew et al.,, 2002; Andrade et al., 2011).
Trata-se de método nédo invasivo (Pigatto et al., 2006) que permite identificar a
densidade e a forma das células in vivo e em ex vivo, sem que se produzam
artefatos ou danos na cérnea. Em cérneas normais, o endotélio € continuo e as
células sdo, em sua maioria, hexagonais (68%), podendo ainda apresentar
cinco (17%), sete (11%), quatro (2%) e oito lados (2%). Em condi¢cdes normais

nao ha diferencas entre olhos direito e esquerdo de um mesmo individuo.



Células endoteliais centrais e periféricas ndo diferem, quanto a forma, em
individuos sadios (Pigatto et al., 2008).

A espessura corneal varia entre espécies, racas, individuos e quanto a
localizacdo topografica do seu habitat. Em geral, nos animais domésticos ela
nao ultrapassa a 1,5 mm, estando entre 0,60 e 1,5 mm (Gum et al., 1999).
Segundo Andrade et al. (2010), a espessura da cérnea é de 0,51 + 0,01 mm
em cées jovens e de 0,57 = 0,02 mm nos adultos. Em leporinos, ela varia de
0,37 a 0,43 mm (Chan et al., 1983).

Desde a introducdo de dispositivos meédicos de alta energia, tem-se a
preocupacdo e o interesse quanto aos efeitos que decorrem da geracao de
radicais livres (Topaz et al., 2002; Robowitz et al., 2003). Em 1976, McCarey et
al. reportaram-se a lesGes em células endoteliais da cOrnea associadas ao
calor produzido por vibragdes ultrassodnicas, assim como por danos mecanicos
resultantes de material nuclear e pela manipulacdo de instrumentais
internamente ao olho (Polack e Sugar, 1976). Estudos atribuem a tais eventos
a geracgao de microbolhas e de radicais livres (Topaz et al., 2002).

Pesquisas sobre intercorréncias nocivas induzidas pela
facoemulsificacdo em células endoteliais da cérnea mostraram que parte dos
danos € mediada por radicais livres. Radicais hidroxila foram encontrados na
camara anterior, no curso de procedimentos cirargicos. Verificou-se que eles
interagem com quase todos os tipos de molécula (aclcares, aminoéacidos,
fosfolipidios e nucleotideos) em células vivas (Takahashi et al., 2002).

Pesquisa realizada em 42 cdes com idades variando entre 24 e 132
meses, portadores de catarata e submetidos a facoemulsificagdo, mostrou
efeitos do procedimento sobre a densidade endotelial. Encontraram-se perdas
corneais axiais da ordem de 22% (488 células/mm?), decorridos 30 dias da
cirurgia (Gwin et al., 1983). Tais achados sdo similares aos encontrados por
Rubowitz et al. (2003) e por Nemet et al. (2007), em coelhos, e por Padua et al.
(2017), em caes.

Na facoemulsificacdo, o humor aquoso é, parcial e temporalmente,
substituido por solugéo de irrigacdo. A solucédo € distribuida a uma taxa de 20 a
30 mL/min, para se evitar o sobreaquecimento ensejado pelo ultrassom e

visando a facilitarem-se as manobras cirargicas. No entanto, removem-se



antioxidantes préprios do paciente que protegeriam tecidos oculares de danos
decorrentes da acéo de radicais livres (Cameron et al, 2001).

Publicacbes enfatizaram os efeitos de antioxidantes sobre células
endoteliais, na facoemulsificagdo (Werblin, 1993; Hayashi et al.,, 1996;
Rubowitz et al.,, 2003, Padua, 2017). Holst et al. (1993), por exemplo,
mostraram diminuicdo do dano endotelial pela acdo da superoxido dismutase
adicionada a solucdo de irrigacdo, na facoemulsificacdo em coelhos. Outros
estudos descreveram o &cido ascérbico como agente importante na protecao
do olho contra espécies reativas de oxigénio geradas na camara anterior
(Varma, 1991, Barros et al., 1999; Biaggi et al., 2006). Rubowitz et al. (2003),
por exemplo, encontraram reducdo na perda da celularidade endotelial de até
70% quando da adicdo do &cido ascorbico a solucdo buffer de irrigacao,
também em coelhos. Dados similares foram vistos na mesma espécie por
Nemet et al. (2007). Os pesquisadores observaram que o acido ascérbico &
eficaz e seguro na reducdo de danos ao endotélio da cornea. Padua et al.
(2017) encontraram, em cées, apés a adicdo de 0,001M de &cido ascorbico
estéril, diluido em 500 mL de solucdo salina balanceada, como solu¢do de
irrigacdo na facoemulsificacdo, menor perda da densidade celular decorridos 3
meses do procedimento cirdrgico.

Em consonéncia, estudos demonstram o efeito benéfico de um inibidor
da Rho quinase (ROCK), na recuperagdo funcional de células do endotélio
corneal (Okumura et al., 2009; Okumura et al., 2011; Okumura et al., 2012). A
subfamilia Rho de quinases é constituida por proteinas da superfamilia Ras.
Sao proteinas monomeéricas com capacidade para clivar a guanina trifosfato
(GTP). As GTPases Rho atuam no controle de processos celulares, como
proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, metabolismo lipidico, regulacdo do
citoesqueleto, trafego de membrana, adesdo célula-matriz, migracdo e
polarizagdo célula-célula (Aznar et al., 2004; Boettner e Aelst, 2002). Elas
ciclam entre um estado ativo ligado em GTP, predominantemente associado as
membranas celulares, e em um inativo ligado a guanosina difosfato (GDP),
predominantemente livre no citoplasma. Trés grupos de proteinas regulam o
ciclo: o fator de troca de nucleotideo de guanina (GEF), com 82 membros que
catalisam a troca entre GDP por GTP, para gerar a forma ativada de Rho,
capaz de reconhecer seus efetores downstream (Vega e Ridley, 2008; Malliri et



al., 2006); proteinas ativadoras de GTPases (GAPs), que compreendem 67
membros cuja funcéo é acelerar a capacidade intrinseca de Rho para hidrolisar
GTP, restaurando o estado ligado em GDP, ocasionando a inativagcao da
GTPase; e os inibidores de dissociacdo de nucleotideo guanina (GDIs), uma
familia com 3 membros (a, -B e -y Rho GDI) que impedem a dissociagédo de
algumas GTPases da familia Rho e promovem a ativacdo de nucleotideos
(Nomanbhoy e Cerione, 1996).

Para se tornar ativada, a Rho necessita interagir com alguns efetores. As
primeiras efetoras de Rho identificadas foram a ROCK | (ROKB ou p160ROCK)
e a ROCK Il (ROKa) (Leung. et al., 1995; Ishizaki et al., 2000; Liao et al., 2007).
Elas podem ser ativadas pela prépria Rho ou pelo &cido aracdbnico, em
resposta a varios agonistas.

As ROCKs compreendem um dominio serina-treonina quinase na regiao
N-terminal, seguido pela regido de ligacdo em Rho (RBD), regido homodloga a
plecstrina (PH), e um dominio rico em cisteina (CRD) na regido C-terminal. Na
forma inativa, os dominios PH e RBD interagem com o dominio quinase
formando uma alca auto-inibitoria. Estimulos exdgenos capazes de ocasionar a
ligacdo entre Rho ativa e a regido RBD de ROCK ensejam a liberacdo do
dominio quinase, ativando as ROCKs (Mueller et al., 2005). As ROCKs foram
caracterizadas por induzirem fibras de estresse e adesdes focais, mediante
proteinas que regulam o citoesqueleto de actina, a contratilidade e a
mobilidade celulares (Kimura et al., 1996; Olson et al., 2008). Considerando-se
que o citoesqueleto de actina se associa aos complexos juncionais que
respondem pela manutencdo dos contatos célula-célula, observou-se que a
inibicdo de ROCK aumenta a permeabilidade paracelular (Walsh et al., 2001) e
reduz a marcacao de E-caderina (Anderson et al., 2002). Estudos envolvendo a
forma dominante negativa de ROCK em células renais de caes (MDCK) e o
silenciamento génico dessa quinase mostraram que a ROCK Il, e ndo a ROCK
I, desorganiza contatos célula-célula (Samarin et al., 2007).

O Y-27632 ([(+)-(R)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)-cicloexano-
carboximida dihidrocloreto]) € um inibidor farmacologico seletivo da ROCK,
promissor no tratamento do cancer, da degeneracao neuronal, da insuficiéncia
renal, da asma, do glaucoma, da osteoporose, da disfungcdo eréctil e de

doencas do metabolismo relacionadas a resisténcia insulinica (Olson, 2008).



Ele é permeével na célula e compete com o sitio de ligacdo de ATP nas
ROCKs I e Il, inibindo-as. Okumura et al. (2013) avaliaram os efeitos do Y-
27632 sobre o endotélio corneal de primatas ndo humanos, apés inducédo de
lesdo. Observaram, em quatro semanas, aumento da densidade celular
endotelial nas areas central e periférica da cornea, com reversdao do dano e
recuperacao funcional do tecido. Aparentemente, o farmaco inibiu a apoptose e
promoveu proliferacdo de células endoteliais da cornea de macacos e de
coelhos (Okumura et al., 2009; Okumura et al., 2011; Okumura et al., 2012).
Estudo, utilizando colirio contendo o Y-27632, em seres humanos com
disfuncédo endotelial, mostrou diminuicdo do edema da cérnea em casos de
disfuncdo endotelial (Okumura et al., 2012). Recentemente, em céaes,
demonstrou-se maior proliferacdo endotelial nos individuos tratados com Y-
27632 na forma de colirio apds inducéo de leséo endotelial, comparativamente
a sua nao utilizacdo (Miyagi et al., 2019).

Analogos de Y-27632 ja foram sintetizados, todavia seus mecanismos
de acdo se revelaram diferentes (Uehata et al., 1997). Outros inibidores de
ROCK, como o Fasudil ou HA-1077, sdo empregados como agentes
terapéuticos para prevencdo de vasoespasmo cerebral, apdés hemorragia
subaracndidea, e de doencas cardiovasculares e pulmonares, porém com
menos seletividade (Shibuya et al., 2005; Liao et al., 2007). Em oftalmologia,
outro inibidor de ROCK, o Y-39983, foi testado em modelos experimentais de
glaucoma (Tokushige et al., 2007).

Aventa-se a hip6tese de que o emprego de Y-27632 poderia minimizar
danos as células endoteliais da cérnea em olhos submetidos a

facoemulsificacao.

3. Justificativa e Objetivos

3.1 Justificativa

Desde a introducdo da energia ultrassbnica na cirurgia da catarata,
efeitos nocivos sobre o endotélio corneal, tém sido notificados. Alia-se a
limitada capacidade de regeneracdo destas células, comprometendo a
transparéncia da cérnea. Admite-se que parte dos danos causados estejam
associados ao calor produzido por vibracdes ultrassbnicas, por condi¢cdes

mecanicas resultantes de material nuclear, pela manipulacédo de instrumentais



internamente ao olho, assim como pela geracdo de microbolhas e de radicais
livres. Em um primeiro estudo (pesquisa intitulada “Efeitos do Acido Ascdérbico
Intracameral Sobre o Endotélio Corneal e Sobre o Fator de Necrose Tumoral
Alfa (TNF-a) no Humor Aquoso, em Cées Submetidos a Facoemulsificagdo”
cujos resultados foram publicados na revista Veterinary Ophthalmology doi:
10.1111/vop.12490), analisou-se a acédo do acido ascorbico, confirmando seus
efeitos protetores sobre o endotélio corneal, por diminuir a perda da
celularidade e por promover migracdo compensatoria e aumento do tamanho
celular. No presente estudo, com a implementacao por via intracameral de Y-
27632 pretendeu-se estimular a capacidade regenerativa endotelial em olhos
de caes submetidos a facoemulsificacdo eletiva, diminuindo perdas celulares e
abrindo perspectivas para a terapia regenerativa na cérnea. Adotaram-se,
como métodos de avaliacdo, parametros clinicos, microscopia especular de

nao contato e flaremetria a laser.

3.2 Objetivo geral
Avaliar o papel do Y-27632 sobre o endotélio corneal, visando-se a

minimizacédo de efeitos indesejaveis a esse endotélio na facoemulsificacao.

3.3 Objetivos especificos

Acompanhar a evolugédo pos-operatoria de olhos de cdes com o0 uso de
Y-27632, comparativamente a sua nao utilizacao, na facoemulsificacdo. Serao
quali-quantificados a inflamacé&o e intercorréncias, a presséao ocular e os danos
ao endotélio corneal, utilizando-se da microscopia especular de ndo contato e a

quantificacdo do flare a flaremetria a laser.

4. Material e Métodos
4.1 Pacientes — Critérios de inclusdo

Foram contabilizados 20 olhos de 10 cdes, machos ou fémeas, com sete
a 12 anos de idade, portando catarata senil bilateral, atendidos no Servico de
Oftalmologia do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel’, da
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.
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Os pacientes selecionados passaram por exame oftalmico baseado nos
testes dos reflexos, no da lagrima de Schirmer!, na biomicroscopia com
lampada em fenda®, na gonioscopia® e na tonometria de rebote?, na
oftalmoscopia binocular indireta® e na monocular direta® (posteriormente &
dilatacdo pupilar com midriatico’), e no teste de tingimento pela fluoresceina
sédica®. Empregaram-se, adjunto, testes subjetivos para avaliacdo da
percepcao visual, como o teste de ameacga, do labirinto, do algoddo e do
ofuscamento, somados as observacfes prestadas pelos tutores dos animais,
quanto a deambulacdo e ao desvio de objetos. Selecionaram-se somente
individuos com cataratas maturas, sem afeccées concorrentes ou sequelas de

inflamacé&o.

Pacientes pré-selecionados foram submetidos a ultrassonografia ocular®
nos modos A e B. Relativamente ao modo B, o foram com o objetivo de se
avaliar o tamanho da lente e buscando-se estimar o didmetro da lente

intraocular (LIOs) a ser implantada.

Eletrorretinografia’® (ERG) em flash e em flicker, de consoante com o
Dog Diagnostic Protocol (Narfstrotm et al., 2002), foi utilizada a fim de se
identificarem retinopatias concorrentes, selecionando-se apenas pacientes

eletrorretinograficamente normais.

Para a avaliacdo das condicdes clinicas gerais, foram realizados exame
fisico, contagem global de células sanguineas, avaliacdo das funcdes hepatica
e renal e da glicemia, além da avaliacao cardiaca por eletrocardiograma.

4.2 Grupos
Pacientes que atenderam aos critérios de inclusao foram submetidos a

facoemulsificacao bilateral. Um dos olhos (olho controle, n=10), aleatoriamente

! Teste de Schirmer — Ophthalmos, Sao Paulo, Brasil

? SL-450 — Nidek Co, Japan

3 Koeppe Medium Diagnostic Lens 18mm — Ocular Instruments Inc., USA
*iCare TONOVET Plus —Revenio Group Corporation, Helsinki, Finland.
>0OHC-3.3- Opto Eletrénica S.A., Sdo Carlos, SP, Brasil.

®7100 - C- Welch Allyn, Ontério, Canada.

7 Mydriacyl — Alcon Laboratérios do Brasil Ltda.

® Fluoresceina strips - Ophthalmos, S3o Paulo, Brasil.

® UltraScan Imaging System — Alcon do Brasil S.A.

' Handheld Multi-species ERG - Retvetcorp
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designado por sorteio, recebeu apenas BSS, enquanto o olho adelfo (olho
tratado, n=10) recebeu solucdo salina balanceada (BSS) e, imediatamente
apos a sutura das incisGes corneais, foi realizada aplicacdo de 0,3mL contendo
100pmol/L de Y-27632 (Okumura et al., 2012) por via intracameral. (Quadro 1).

bY

Quadro 1. Representacdo dos grupos da pesquisa de acordo a
implementagcdo de Y-27632, intracameral. Servico de Oftalmologia — Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel” — FCAV — UNESP - Campus de
Jaboticabal, 2018.

Olho controle Olho tratado

Facoemulsificacéao BSS BSS

Apos sutura corneal Y-27632

BSS: solucéo salina balanceada
4.3 Procedimentos

4.3.1 Procedimentos pré-operatérios

O pré-operatorio teve inicio com sete dias, instilando-se colirio a base de
dexametasona associada & tobramicina®®, a intervalos regulares de seis horas.
Empregou-se colirio de sulfato de atropina 1%% trinta minutos prévios ao
procedimento cirdrgico. Utilizou-se flunixina meglumina®®, em dose tnica de 1
mg/kg, pela via intramuscular, trinta minutos antes do ato operatério. Para

adaptacao ao colar protetor, os pacientes ja o recebiam nesta fase.

4.3.2 Procedimentos anestésicos
Apos jejum alimentar e hidrico de doze e seis horas, respectivamente,

empregou-se pré-anestesia com meperidina’*, na dose de 0,005 mg/kg, pela

" Tobradex " - Alcon do Brasil.
© Atropina 1% - Allergan Produtos Farmacéuticos
13 . .
Banamine — Schering Plough.
' Fentanest — Cristélia.
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via intramuscular, associada a diazepam®®, na dose de 0,3 mg/kg. Decorridos
quinze minutos, realizou-se inducdo de anestesia geral com propofol*®, na dose
de 5 mg/kg, pela via intravenosa. Para a manutencéo, empregou-se anestésico
halogenado®’, vaporizado em oxigénio, em circuito de reinalacdo semi-fechado.
Empregou-se dessensibilizacdo corneal com colirio de proximetacaina a
0,5%".

4.3.3 Facoemulsificacéo

Os pacientes foram posicionados em decubito dorsal e a area operatéria
tricotomizada. Para a antissepsia da superficie periorbital, empregou-se
solucdo aquosa comercial de iodopirrolidona®® na proporcéo 1:1 nas palpebras,
e diluida na proporcao 1:50, em solucdo salina'®, para a superficie ocular.

Visando ao melhor posicionamento do olho e a diminuir a tensdo da
musculatura extra-ocular, realizou-se bloqueio neuro-muscular com brometo de
rocurénio®, na dose de 0,3 mg/kg, pela via intravenosa, e ventilagéo assistida.
A técnica cirurgica adotada foi a facoemulsificagdo bimanual, com incisbes
principal e auxiliar, ambas em coOrnea clara a, aproximadamente, 1,0 mm do
limbo. A principal foi tunelizada, em posicdo 11 horas, utilizando-se bisturi
angulado 3,2 mm?#. A auxiliar, situada em posicdo 2 horas, confeccionada com
auxilio de bisturi reto de 15 graus. A camara anterior foi preenchida com
corante de capsula® e lavada com BSS, para remocéo de remanescentes do
corante. Como solucdes viscoelasticas, foram utilizados o sulfato de condroitina
a 4%, acrescido do hialuronato de sddio a 3%, e hialuronato de sédio a 1%**,
em técnica “soft-shell” proposta por Arshinoff (1999). Com o auxilio de um
cistitimo, fez-se uma incisdo na capsula anterior, seguida de capsulorrexe
curvilinea continua, com pin¢a de Ultrata. Com seringa acoplada a uma canula

de irrigacao, realizou-se a hidrodissecc¢ao do nucleo, empregando-se BSS.

B Diazepamil — Hipolabor.

'® profolen — Blausiegel.

' Isoforine — Cristélia.

'8 Anestalcon — Alcon Laboratérios do Brasil Ltda.

'® Laboriodine PVPI tépico — Laboratérios Biosintética
v Solugdo fisioldgica — Cloreto de sédio 0,9% - Baxter Hospitalar
%% Esmeron — Akzo Organon Teknika

2t Surgical knife 3.2mm — Alcon labs.

2 Azul de tripan® — Ophthalmos.

% Viscoat — Alcon labs.

** provisc — Alcon labs.
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Para as facectomias, empregou-se facoemulsificador?® e BSS acrescida
de 1mL de epinefrina®® 1:1000 e 1mL de heparina sédica®’. Com o pedal na
posicdo 1 (estagio de irrigacdo), a ponteira da caneta de facoemulsificacéo foi
introduzida na camara anterior e no saco capsular. Empregou-se a técnica de
“dividir e conquistar”, para a emulsificagdo e a aspiragdo do nucleo, podendo,
se necessario, utilizar-se a funcdo em bomba peristaltica. Para a aspiracao das
massas corticais e da substancia viscoelastica remanescentes, empregou-se a
funcao irrigacao e aspiracao.

Os pacientes receberam lente acrilica dobravel®®

, posicionada no saco
capsular, com a porcédo Optica centralizada e as hapticas inseridas no equador.

A incisdo corneal foi suturada com pontos simples separados, nao-
perfurantes totais, empregando-se fio absorvivel 9-0.*> Em ato continuo, no
olho tratado (Ot), aplicou-se, intracameralmente, 0,3mL de Y-27632, na

concentracdo de 100umol/L.

4.3.4 Procedimentos pos-operatorios

Foram utilizados prednisona®, por via oral, na dose de 1mg/Kg, a
intervalos de 24 horas, por 15 dias consecutivos, com reducédo gradual da dose
nos 15 dias subsequentes; colirio de dexametasona associada & tobramicina™!
a cada 4 horas por sete dias e a seguir a cada 8 horas, por 21 dias minimos.
Nepafenaco colirio 0,1%>!, a cada 6 horas, por 30 dias, brinzolamida colirio
1%%*, a intervalos de 12 horas, por sete dias, e atropina colirio 1%12, a cada 12
horas, por trés dias consecutivos. Todos os pacientes foram mantidos com
colar do tipo Elizabethano por 15 dias minimos.

% Facoemulsificador Universal Il Alcon do Brasil S.A

*® Epinefrina - Cristélia

7 Heparina sdédica — Ariston Ltda.

%30-v 12,0/ 30-V 14,0 —Acrivet, Hennigsdorf, Germany
» Vicryl 9-0 — Ethicon.

* Meticorten — Schering Plough.

* Nevanac — Alcon Laboratérios do Brasil Ltda.

32 Azopt- Alcon Laboratdrios do Brasil Ltda.
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4.4 Protocolos de avaliacao

4.4.1 Facoemulsificacao

Referenciais de cada ato cirargico, relativamente ao tempo de ultrassom
(segundos), poder de ultrassom (%), vacuo (mmHg), fluxo de aspiracdo
(cc/min), quantitativo de BSS e intercorréncias cirirgicas foram contabilizados.
Graus de dificuldade quanto a incisdo principal, incisdo auxiliar, capsulorrexe,
hidrodisseccéo, nucleodisseccéo, facoemulsificacdo e sutura corneal, foram
quali-quantificados, segundo a escala Nihil, em leve, moderado e severo
(Andrade et al., 2010).

4.4.2 Avaliacéao clinica

As avaliacbes foram conduzidas anteriormente ao procedimento
cirdrgico (M0), imediatamente a ele (M1) e aos sete (M2), 14 (M3), 28 (M4), 60
(M5) e 90 (M6) dias de pOs-operatorio.

Avaliou-se o0 blefarospasmo, congestdo, edema corneal, quemose,
coloracdo e aspecto da iris, sinéquias, presencas de fibrina ou de membranas
na camara anterior e de alteracdes vitreo-retinianas, flare clinico e por
flaremetria®®. Empregou-se critério subjetivo quali-quantitativo, em escala de 0
a 4, sendo 0 = auséncia de manifestacdo do evento, 1 = manifestacéo discreta,
2 = manifestacdo moderada, 3 = manifestacdo severa. A pressao intraocular
(PIO) foi avaliada em cada um dos momentos.

Testes subjetivos para avaliacdo da percepcgao visual, como o teste de
ameaca, do labirinto, do algodéao e do ofuscamento, somados as observacdes
prestadas pelos tutores dos animais, quanto a deambulacdo e ao desvio de

objetos, no pés-operatério, foram também considerados.

3% FC-2000 Laser Flare Meter — Kowa, Japan
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4.4.3 Microscopia Especular

A microscopia especular® foi realizada na regido central da cérnea.
Contencdo manual delicada foi utilizada (Figura 1). Para cada olho, trés
medidas foram realizadas e o valor médio foi calculado contabilizando-se 100
células em cada avaliacdo. As avaliagcbes foram feitas anteriormente ao
procedimento cirargico (M0), imediatamente a ele (M1) e aos sete (M2), 14
(M3), 28 (M4), 60 (M5) e 90 (M6) dias de pos-operatério. Estudaram-se a
densidade das células endoteliais (DC; células/mm?), a area das células
endoteliais (mm?), bem como espessura corneal (mm), a hexagonalidade e o
coeficiente de variagdo do tamanho celular. Dados obtidos & microscopia
especular foram coletados e, entédo, corrigidos manualmente com a finalidade
de eliminar possiveis erros na delimitacdo das células endoteliais (Cambas
Andreu et al., 2014). Valores obtidos foram transferidos para um Software Cell
Count. A fim de facilitar-se a valoragcdo das perdas celulares, valores de
densidade das células endoteliais foram utilizados para se calcular a diferenca
entre as suas medias (DM = DC pré-operatério — DC pos-operatorio;
células/mm?) e as mudancas na contagem [MC = (DM / DC pré-operatério) X

100; %] das células, que informa sobre a porcentagem perdida.

i Specular microscope SP-3000 P®,Topcom corporation, Japao.
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Figura 1. Imagem fotogréfica demonstrando o posicionamento de um pacientes, sob
contencéo delicada, para realizagdo da microscopia especular de ndo contato. Servigo
de Oftalmologia Veterinaria, FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.

4.4.4 Quantificacdo do Flare - “Laser cell-flare meter”.

Realizaram-se as avaliagfes, anteriormente ao procedimento cirdrgico
(MO0), imediatamente a ele (M1) e aos sete (M2), 14 (M3), 28 (M4), 60 (M5) e 90
(M6) dias de pés-operatério, empregando-se equipamento préprio para tal®.
Um feixe a laser de hélio-neon faz varredura da camara anterior do olho

operado registrando, numericamente, o quantitativo de flare (ph/ms).

4.5 Estatistica

O tamanho da amostra (20 olhos de 10 caes) atende aos critérios
estabelecidos por pesquisadores do Departamento de Ciéncias Exatas da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista (FCAV/UNESP), Campus de Jaboticabal. Os critérios foram baseados

%3 FC-2000 Laser Flare Meter — Kowa, Japan.
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na formula: n=[Za/26/d]2, sendo “d” fixado a um erro de estimativa de 5%;
“Zal2”, de valor fixo obtido em tabela de distribuicido normal, com grau de
confianga 1-a=95%; e “d”, correspondente aos desvios padrdo de resultados
prévios. Os dados foram agrupados por momentos, de consoante com o tempo
cirdrgico. Projecdes de valores médios e dos desvios padréo foram calculadas
ajustando-se os modelos das variaveis estudadas.

Parametros de microscopia especular foram avaliados empregando-se
ANOVA néo paramétrica para Medidas Repetidas, de acordo com teste de
normalidade Shapiro-Wilk (Montiani-Ferreira et al., 2004). Posteriormente,
foram avaliados empregando-se post-hock test em software estatistico®.
Variaveis clinicas qualitativas (escores) foram avaliadas empregando-se odds
ratio e teste exato de Fisher. Valores de P iguais ou inferiores a 0,05 foram

considerados significativos.

5. Resultados

5.1 Pacientes

Foram submetidos a eletrorretinografia 21 pacientes, dentre os quais, 13
satisfizeram os critérios de inclusdo da presente pesquisa e foram submetidos
a facoemulsificacdo. Dois destes pacientes ndo foram conduzidos aos retornos
nos dias indicados e foram excluidos da pesquisa. Uma paciente desenvolveu
complicagBes poOs-operatérias no Ot, decorrentes de um trauma por manejo
inadequado, e foi retirada da pesquisa. A amostra final totalizou 20 olhos em 10

pacientes. (Tabela 1).

3 Systat Software inc®, San Jose, California, USA
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Tabela 1. Identificacdo de pacientes da espécie canina submetidos a
facoemulsificacdo, segundo raca, sexo e idade. Servico de Oftalmologia —
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” — FCAV — UNESP — Campus de
Jaboticabal, 2020.

Nome Raca Idade Sexo
JUNIOR MALTES 7 M
TOY POODLE 12 M
BIBI LHASA APSO 7 F
CISSA POODLE 9 F

COCKER
BELINHA SPANIEL 9 F
PEDRO POODLE 10 M
HANNA POODLE 12 F
JACK RUSSEL

HABIBA TERRIER 8 F
BUD POODLE 7 M
SARA SRD 10 F
FIFI SRD 8 F
SHAY PASTOR ALEMAO 7 F
CHIQUINHO SHIH-TZU 11 M

Em azul - pacientes incluidos na pesquisa

Em laranja- pacientes excluidos da pesquisa

5.2Protocolos da avaliacao

5.2.1 Facoemulsificacao

Para os olhos controles, o tempo de ultrassom variou entre 102 seg. a
420 seg. (média de 258+103,8 seg.). Relativamente ao poder de ultrassom, ele
foi de 60% a 70%. Quanto ao vacuo, as variaveis foram de 149 a 301 mmHg. O
fluxo de aspiracao foi de 25 cc/min, e o volume total de BSS variou de 150 a
1300 mL. Para os olhos tratados, o tempo de ultrassom foi de 84 seg. a 576
seg. (média de 330+141,9 seg.). Relativamente ao poder de ultrassom, foi de
60% a 70%. Quanto ao vacuo, as variaveis foram de 149 a 300 mmHg. O fluxo
de aspiracéo foi de 25 cc/min, e o volume total de BSS variou de 150 a 1300

mL.

As intervengdes foram conduzidas, com graus variaveis de dificuldade
técnica (Figura 2), sem representar, contudo, qualquer significancia estatistica.

A incisdo principal e a auxiliar foram conseguidas com nenhuma dificuldade.
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Em oito olhos controles e em oito olhos tratados (80%), encontrou-se
dificuldade de grau leve na execucdo da capsulorrexe. Nao se encontrou
aderéncia do material lenticular a capsula lenticular, porém, em 80% dos
pacientes observou-se opacidade da mesma (Figura 3). Encontrou-se
dificuldade moderada (10%) e severa (20%) para a fratura do ndcleo nas
cataratas duras em Oc, e dificuldade moderada (10%) e severa (40%), em Ot
que obrigaram a um maior tempo de ultrassom em cinco dentre 0s dez
pacientes operados. A implantacdo das lentes deu-se sem qualquer 6bice em

todos os pacientes.

120
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Figura 2. Graus de dificuldade do procedimento de facoemulsificacdo, quanto
a incisdo principal, incisdo auxiliar, capsulorrexe, hidrodisseccao,
nucleodisseccdo, facoemulsificacdo e sutura corneal, no Oc e Ot, em
pacientes da espécie canina. Servico de Oftalmologia Veterinaria, FCAV-
UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.
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Figura 3. Imagem fotografica colhida de paciente da espécie canina,
mostrando olho com opacidade da capsula anterior (seta amarela) e lente
intraocular (LIO) centralizada (seta verde), no M3. Servico de Oftalmologia
Veterinaria, FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.

5.2.2 Avaliacao clinica

Fotofobia e blefarospasmo foram observados em M1, ocorrendo de
forma intensa em trés olhos (30%); moderada em quatro olhos (40%) e discreta
em dois olhos (20%) do Oc. Em Ot ocorreram de forma intensa em um olho
(10%); moderada em trés olhos (30%) e discreta em seis olhos (60%). Os
sinais regrediram em sua quase totalidade em M2, permanecendo de modo
discreto em apenas um olho (10%) do Oc, para se tornarem ausentes nos

demais momentos.

Observou-se congestao conjuntival discreta em sete olhos (70%) do Oc
em M1. Em M2 notou-se discreta em um olho (10%) e moderada em outro
(10%) no Oc, com regresséao para discreta em apenas um olho (10%), em M3 e
M4 até tornar-se ausente nos demais momentos. Relativamente ao Ot,
observou-se o sinal ocorrendo de forma discreta em nove olhos (90%), em M1,
e em um olho (10%), em M2, M3, M4 e M5 tornando-se ausente apds este

momento.

No Oc, quatro olhos (40%), em M1, e um olho (10%), em M2
apresentaram edema corneal difuso de manifestacéo discreta, desaparecendo
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nos momentos seguintes de avaliacdo. Com relacdo ao Ot, o evento ocorreu de
forma discreta em quatro olhos (40%) em M1 e um olho (10%) em M2,
tornando-se ausente até M6. Observou-se edema corneal limitado aos sitios da
incisdo, regredindo ao final do periodo de avaliagdo, em 100% dos olhos do Oc
e do Ot, restando macula cicatricial discreta nas areas das incisfes corneais.

Quemose néo foi observada em qualquer dos grupos ou momentos avaliados.

Sinéquias posteriores foram observadas. Em ambos Oc e Ot, o foram
em M2, de forma discreta em cinco (50%) e moderada em um dos olhos (10%)

(Figura 4), permanecendo presentes até M6.

Figura 4. Imagem fotografica colhida de paciente da espécie canina,
mostrando olho com sinéquias posteriores (setas) e lente intraocular (LIO)
centralizada, no M3. Servico de Oftalmologia Veterinaria, FCAV-UNESP,
Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.

Membranas foram observadas de maneira discreta em trés olhos (30%)
e de maneira moderada em outros trés olhos (30%) do Oc em M1. Regrediram
para discreta em cinco olhos (50%) e moderada em um olho (10%) em M2. Em
M3, trés olhos apresentavam manifestacdo discreta (30%) e um olho (10%)
moderada. Em M4 e M5, dois olhos ainda apresentavam manifestacéo discreta
(20%), tornando-se ausente a partir de M6. Em Ot as membranas foram
observada em trés olhos de forma discreta (30%) e trés olhos de forma
moderada (30%) em M1. Regrediram para discreta em cinco olhos (50%) e
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moderada em um olho (10%) em M2. Em M3, trés olhos apresentavam
manifestacdo discreta (30%), e a partir de M4, dois olhos continuaram a

apresentar a manifestacao de forma discreta (20%), estando ausentes em M6.

Degeneracdo vitrea discreta foi observada bilateralmente em um
paciente desde MO. O flare, a clinica, ocorreu em manifestacdo discreta em
trés dos olhos (30%) a partir do M1, tornando-se ausente nos demais
momentos, em Oc. Em Ot, o evento deu-se em quatro olhos, de forma discreta
(40%), em M1, diminuindo para 10% em M2 e M3, para tornar-se ausente a
partir de M4. Os resultados do estudo estatistico, quanto aos eventos clinicos,
encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Intensidade/escore de referenciais da avaliagdo clinica no Oc e no
Ot em pacientes da espécie canina anteriormente ao procedimento cirdrgico de
facoemulsificacdo (MO), imediatamente a ele (M1) e aos sete (M2), 14 (M3), 28
(M4), 60 (M5) e 90 (M6) dias de poés-operatorio. Servico de Oftalmologia
Veterinaria, FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.

discreto moderado severo
Sinal Clinico Oc Ot OR P Oc Ot OR P Oc Ot OR P
blefaroespasmo
M1 2 6 2,6 06543 4 31,2857 0,9058 3 1 0,4286 0,7034
M2 1 0 0,2698 0,4402
congestido
MO 6 8 2 0,5134
M1 7 9 25714 0,4758
M2 1 1 0,875 09293 1 1 0,875 0,9293
M3 1 1 0,8889 0,9372
M4 1 1 0,8889 0,9372
M5 0 1 3 0,5172
edema
M1 4 4 0,8333 0,5172
M2 1 1 0,8889 0,9372
sinéquias
M2 5 5 0,75 07717 | 1 1 0,75 0,8579
M3 5 5 0,75 07717 | 1 1 0,75 0,8579
M4 5 5 0,75 07717 1 1 0,75 0,8579
M5 5 5 0,75 0,7717 | 1 1 0,75 0,8579
M6 5 5 0,75 077117 1 1 0,75 0,8579
fibrina
M1 3 3 0,75 0,7969 3 3 0,75 0,7969
M2 5 5 0,75 07717 | 1 1 0,75 0,8579
M3 3 3 1 1 1 1 0,75 0,8579
M4 2 2 0,875 0,9056
M5 2 2 0,875 0,9056

alteragdes vitreo-retinianas

MO 1 1 0,8889 0,9372
M1 1 1 0,8889 0,9372
M2 1 1 0,8889 0,9372
M3 1 1 0,8889 0,9372
M4 1 1 0,8889 0,9372
M5 1 1 0,8889 0,9372
M6 1 1 0,8889 0,9372
flare clinico

M1 3 4 1,3333 0,7638
M2 0 1 3 0,5172
M3 0 1 3 0,5172

A odds ratio foi calculada apenas para os sinais clinicos presentes ou positivos, respeitando-se a
intensidade/escore da manifestagdo e o momento no qual ela foi observada. Sinais clinicos ausentes em
gualquer momento da avaliagdo ndo foram avaliados.
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5.2.3 Quantificacao do Flare — “Laser cell-flare meter”

O quantitativo de flare (ph/ms) a flarefotometria a laser, encontra-se
apresentado na Tabela 3. Valores mais elevados foram observados no pos-
operatoério imediato, em pacientes do Oc, com aumento significativo do flare
entre os momentos MO e M2 (P<0,001) e MO e M3 (P<0,05). Em Ot, esses
valores mostraram-se mais intensos em M2, reduzindo-se significativamente

em M5 (P<0,05) e M6 (P<0,001). Nao se observou diferenca entre os grupos.

Tabela 3. Valores de flare (ph/ms) de Oc e Ot, em pacientes da espécie
canina, anteriormente ao procedimento cirdrgico de facoemulsificacdo (MO0),
imediatamente a ele (M1) e aos sete (M2), 14 (M3), 28 (M4), 60 (M5) e 90 (M6)
dias de poés-operatorio. Servico de Oftalmologia Veterinaria, FCAV-UNESP,
Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.

Flare (ph/ms)

Momento Oc Ot

MO 2,94+ 0,87 " 12,2+6,3°"

M1 83,28 + 54,15 108 + 37,38

M2 46,26 + 6,91 *; 118,5 + 30,24 ¢
M3 31,01+6,91" 45,18 + 14,87
M4 17,59 + 4,58 12,51 + 4,07

M5 15,23 + 3,03 10,34+ 1,77 ¢
M6 11,29 + 1,64 8,26 +1,35 "

Dados foram expressos como médiaterro padrdo

*P<0,05; ** P<0,01; ***P<0,001. Letras diferentes apresentam diferenca estatistica entre os momentos
de cada grupo

Valores médios e desvio padrdo da PIO em MO do Oc foram de 14,11 +
2,46mmHg. No Ot foram de 14,73 = 1,94mmHg. Em M1 apreciou-se reducéo
mais acentuada em olhos tratados, comparativamente ao controle, sendo
15,11 + 1,57/mmHg no Oc e 12,36 £ 0,84mmHg no Ot, sem representar,
todavia, diferencga estatisticamente significante. Nos demais momentos notou-
se maior estabilizacdo dos valores (M2, 15,22 + 0,97mmHg e 155 *
0,91mmHg; M3, 15 + 0,96mmHg e 16,33 + 0,83mmHg; M4, 15,38 + 1,12mmHg
e 15,67 + 0,86mmHg; M5, 16,22 + 0,76mmHg e 16,6 + 0,62mmHg e M6, 15 +
0,68mmHg e 16 + 0,75mmHg, respectivamente no Oc e no Ot). A PIO
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apresentou-se dentro dos valores de normalidade em todos os momentos

avaliados (Tabela 4).

Tabela 4. Valores da Pressédo Intraocular (PIO; mmHg) de Oc e Ot, em
pacientes da espécie canina, anteriormente ao procedimento cirlrgico de
facoemulsificacdo (MO), imediatamente a ele (M1) e aos sete (M2), 14 (M3), 28
(M4), 60 (M5) e 90 (M6) dias de pds-operatério. Servico de Oftalmologia
Veterinaria, FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.

Presséo Intraocular (mmHQ)

Momento Oc Ot

MO 14,11 + 2,46 14,73+ 1,94
M1 15,11 +1,57 12,36 £ 0,84
M2 15,22 £ 0,97 15,5+0,91
M3 15+0,96 16,33 +£0,83
M4 15,38 +1,12 15,67 £ 0,86
M5 16,22 £ 0,76 16,6 £ 0,62
M6 15+0,68 16+£0,75

Dados foram expressos como mediaterro padrdo

5.2.4 Microscopia Especular

Dados obtidos nas imagens a microscopia especular foram coletados e,
entdo, corrigidos de forma manual. Observaram-se erros grosseiros na
delimitagdo celular e tendéncia a sobrestimar-se a contagem de células

endoteliais quando o software era utilizado em modo automatico (Figura 5).

Resultados quanto & densidade de células endoteliais (DC; células/mm?)
nos diferentes momentos, aparecem na Tabela 5. Ndo foram encontradas
diferencas significativas entre Oc e Ot ou entre 0s momentos das avaliacoes.
Observaram-se discretas diferencas entre as médias e mudancas nas
contagens em todos 0os momentos, nao representando, todavia, perdas

significativas.
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Figura 5. Imagem do endotélio corneal de um olho tratado, em M6, de paciente
da espécie canina, a microscopia especular de ndo contato, obtida com
Software Cell Count, sendo (A) Delimitacdo celular em modo automéatico e
parametros correspondentes obtidos pelo equipamento, (C) mesma imagem
em detalhe, asteriscos correspondem a erros grosseiros na delimitacéo celular
do software em modo automético; (B) Delimitacdo celular ap6s a correcao
manual e os parametros correspondentes obtidos, (D) mesma imagem em
detalhe, onde se pode apreciar a maior coeréncia dos limites celulares apdés a
correcdo manual. Servico de Oftalmologia Veterinaria, FCAV-UNESP, Campus
de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.
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Tabela 5. Valores da densidade celular endotelial (DC; células/mm?),
Diferenca entre as médias (DM; células/mm?) e Mudanca na contagem (MC;
%) no Oc e Ot, em pacientes da espécie canina, anteriormente ao
procedimento cirargico de facoemulsificacdo (M0), imediatamente a ele (M1) e
aos sete (M2), 14 (M3), 28 (M4), 60 (M5) e 90 (M6) dias de pds-operatorio.
Servico de Oftalmologia Veterinaria, FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal,
SP, Brasil, 2020.

DC (células/mm?)

Momento Oc Ot (célulgymmz) MC (%)
MO 2257 +49,19 2197 +61,71 Momentos  Oc Ot Oc Ot
M1 2375+95,80 2206 +107,9 MOXM1  -118 -9 52 0,4
M2 2115+84,15 2141 +74,82 MO XM2 142 56 6,3 25
M3 2037 £80,75 2041 +79,17 MO X M3 220 156 9,7 7,1
M4 2013 £59,74 1997 £76,80 MO X M4 244 200 10,8 9.1
M5 1998 + 33,83 1917 +£56,86 MO X M5 259 280 11,5 12,7
M6 1991 + 46,67 2034 +£50,83 MO X M6 266 163 11,8 74

Dados foram expressos como médiaterro padrao

Os resultados quanto & area (um? das células endoteliais corneais

encontram-se na Tabela 6. A &rea celular aumentou em maior proporcao entre

0s momentos M1 e M4, e M1 e M5, no Oc. Em G2 nado houve aumento

significativo entre os momentos de avaliacao.

Tabela 6. Valores da area das células endoteliais (um?) no Oc e no Ot em
pacientes da espécie canina, anteriormente ao procedimento cirargico de
facoemulsificacdo (MO), imediatamente a ele (M1) e aos sete (M2), 14 (M3), 28
(M4), 60 (M5) e 90 (M6) dias de pés-operatorio. Servico de Oftalmologia
Veterinaria, FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.

Area das células endoteliais (pmz)

Diferenca entre as médias (pmz)

Momento Oc Ot
MO 448,1 + 10,07 459,3 + 13,63 Momentos Oc Ot
M1 411,1 + 11,24 460,6 + 23,53 MO X M1 37 -1,3
M2 458,5 + 14,08 4735+ 18,2 MO X M2 -10,4 -14,2
M3 497,9 + 20,18 496 + 20,23 MO X M3 -49,8 -36,7
M4 505,2 + 16,96%*  509,5 + 20,64 MO X M4 57,1 -50,2
M5 518,6 +19,8°"  527,6 + 15,78 MO X M5 -70,5 -68,3
M6 504,5 + 11,62 494,3 + 12,49 MO X M6 -56,4 -35

Dados foram expressos como médiaterro padrdo

*P<0,05; ** P<0,01; ***P<0,001. Letras diferentes apresentam diferenca estatistica entre os momentos

de cada grupo
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Resultados relativos a espessura corneal (mm) encontram-se na Tabela

7. Significancias nao foram observadas em qualquer dos momentos avaliados.

Tabela 7. Valores da espessura corneal (mm) no Oc e Ot, em pacientes da
espécie canina, anteriormente ao procedimento cirdrgico de facoemulsificacéo
(M0), imediatamente a ele (M1) e aos sete (M2), 14 (M3), 28 (M4), 60 (M5) e
90 (M6) dias de pds-operatorio. Servico de Oftalmologia Veterinaria, FCAV-
UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.

Espessura Corneal (mm)
Momento Oc Ot

Diferenca entre as médias (mm)

MO 0,558 £ 0,020 0,563 +£0,015 Momentos Oc Ot

M1 0,588 £ 0,016 0,610+0,042 MO XM1 -0,030 -0,037
M2 0,584 + 0,024 0,602 £0,019 MO X M2 -0,025 -0,038
M3 0,583 £0,030 0,574 +0,023 MO XM3 -0,024  -0,010
M4 0,547 £ 0,028 0,536 £0,032 MO X M4 0,012 0,028
M5 0,548 £ 0,018 0,530 +0,020 MO X M5 0,010 0,034
M6 0,547 +£0,021 0,512 +0,027 MO X M6 0,012 0,052

Dados foram expressos como médiaterro padréo

Os resultados quanto a hexagonalidade celular endotelial (%)

encontram-se na Tabela 8. Significancias ndo foram observadas em qualquer

dos momentos avaliados.

Tabela 8. Valores da hexagonalidade celular endotelial (%) no Oc e Ot,
em pacientes da espécie canina, anteriormente ao procedimento cirdrgico de
facoemulsificacdo (MO), imediatamente a ele (M1) e aos sete (M2), 14 (M3), 28
(M4), 60 (M5) e 90 (M6) dias de pdOs-operatdrio. Servico de Oftalmologia
Veterinaria, FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.

Hexagonalidade (%)

Momento Oc Ot Diferenca entre as médias (%)
MO 68,23 +2,3 63,18+ 2,0 Momentos Oc Ot
M1 63,69 + 3,6 56,08 £ 5,1 MO X M1 4,54 7,1
M2 57,81 +4,0 60,97 £ 3,0 MO X M2 10,42 2,21
M3 63,51+ 6,0 58,17 +4,5 MO X M3 4,72 5,01
M4 61,09 +3,1 60,08 + 3,0 MO X M4 7,14 3,1
M5 66,4 £ 3,0 62,85+ 1,7 MO X M5 1,83 0,33
M6 70,15+ 0,8 66,56 + 2,9 MO X M6 -1,92 -3,38

Dados foram expressos como médiaterro padrao
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O coeficiente de variacédo (%), relativamente a MO, foi de 23,35+1,584%
no Oc e de 23,77+0,687% no Ot. Considerando os resultados médios obtidos
em cada momento no pés-operatorio, encontraram-se 26,81+1,525% no Oc e
26,88+1,058% no Ot. Nao houve aumentos significativos, relativamente ao pré-
operatorio na comparagcdo com 0s resultados vistos no pdés-operatorio, em

ambos os grupos (Figura 6).

T 30m 23.35:1 584% 26.81+1.525 26.88+1.058
. T I. 0

= 23.77+0.687% -1 —_

‘g 1 —_—

8

= 20+

©

>

o)

o

£ 10-

2

2

2

&) 0 Ll T Y T
PreOc PreOt PostOc PostOt

Momentos

Figura 6. Valores médios e erro padrdo da média do coeficiente de variacao
(%), em pacientes da espécie canina do Oc e do Ot anteriormente ao
procedimento de facoemulsificacdo MO (PreOc; PreOt), e imediatamente a ele
(M1), aos sete (M2), 14 (M3), 28 (M4), 60 (M5) e 90 (M6) dias de pbs-
operatorio (PostOc; PostOt). Servico de Oftalmologia Veterinaria, FCAV-
UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2020.

Devido ao blefarospasmo observado nos pacientes no pds-cirargico
imediato (M1), interpuseram-se dificuldades na obtencdo de imagens da area

central da cérnea, em todos os pacientes.

6. Discussao

Com o advento da instrumentacao ultrassbnica, a cirurgia de catarata foi
significativamente modificada. Embora muitas vantagens sejam derivadas da
facoemulsificagdo, danos as células endoteliais corneais (CECs), podem, ainda

representam complicac&o grave (Gwin et al., 1982;1983).
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Disfungbes endoteliais em caes com alteragdo da homeostase funcional
das CECs, com consequente perda da transparéncia corneal, sdo observadas,
com comportamento similar aos descritos para CECs em humanos. Evidencia-
se, como exemplo, a Distrofia Endotelial de Fuchs (FECD) (Thomasy et al.,
2016a), indicando que o estudo do efeito dos inibidores de rho quinase no
comportamento dessas células podem beneficiar ambas espécies (Miyagi, et
al., 2019). Pesquisas recentes demonstraram que os inibidores de rho quinase
sao capazes de estimular a proliferacdo e migracdo de CEC, e diminuir a
apoptose dessas células in vitro e in vivo (Okumura at al., 2009; 2016). Em um
estudo clinico, a aplicacdo de CEC cultivadas in vitro com associacdo de Y-
27632 contribuiu para o aumento na densidade de células endoteliais e
melhora da acuidade visual em pacientes humanos com ceratopatia bolhosa
(Kinoshita et al., 2018). De maneira similar, a utilizacdo topica de Y-27632 se
mostrou benéfica para o reestabelecimento da transparéncia corneal em
modelos animais com lesdes endoteliais induzidas, ensejando diminuicdo do
edema corneal, reparacao endotelial mais rapida e maior densidade endotelial,
um més apos o tratamento, sugerindo que sua utilizacdo por essa via auxilia na
recuperacdo morfoldgica e funcional de CECs (Okumura et al., 2011; 2013;
Miyagi et al., 2019).

Pesquisas apontaram para beneficios quanto a implementacdo de
antioxidantes, como o acido ascorbico intracameral na protecdo contra a
ocorréncia de danos causados pelo estresse oxidativo (Varma et al., 1982,
Barros et al., 1999), notadamente ao endotélio corneal durante o procedimento
de facoemulsificacdo (Rubowitz et al., 2003; Nemet et al., 2007; Padua et al.,
2017). Nao se encontraram estudos clinicos ou publicacbes relativas a
utilizacdo de farmacos inibidores de rho quinase por via intracameral, in vivo,

durante a facoemulsificagéo.

Nesta pesquisa, estudaram-se os efeitos da aplicacdo intracameral de
0,3ml de Y-27632, na concentracdo de 100umol/L, comparado a nao utilizacao,
em cédes com catarata senil, visando-se a minimizacao de efeitos indesejaveis
ao endotélio corneal na facoemulsificacdo. A eleicdo do olho adelfo como
controle permite melhor avaliacdo de variaveis individuais, (Yang et al., 2019)

como niveis de excitacdo dos pacientes a avaliagao, “status” hormonal, numero
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de receptores farmacoldgicos e outros fatores capazes de influenciar os

parametros avaliados.

Relativamente a metodologia adotada, o protocolo anestésico atendeu
ao pretendido. Diferentemente do homem, em cées € habitual o emprego da
anestesia geral e o de blogueador neuromuscular a fim de promover
centralizacdo e acinesia do bulbo ocular (Wilkie e Colitz, 2007; Kim et al.,
2008). O bloqueador neuromuscular utilizado (pancurdnio) foi aplicado a dose
efeito, diluindo-se a dose em seringa de 5mL. Tal protocolo, assim como
relatado por Teixera (2003) e Padua et al. (2017), possibilitou centralizacdo do
bulbo ocular, por tempo adequado, ndo induzindo apneia em qualquer dos

pacientes.

No que diz respeito ao procedimento cirdrgico, buscaram-se as mesmas
condicBes nos dois grupos, relativamente ao tempo (segundos), ao poder de
ultrassom (%), ao de vacuo (mmHg) e ao fluxo de aspiracao (cc/min). O tempo
médio das facoemulsificacdes, na comparagdo com outros autores, foi similar
ao reportado por Ozgencil (2005), que relata média de 318 segundos em
cataratas maduras, e Padua (2017) que relata média de 268,5 e 280,5
segundos respectivamente em seus grupos controle e tratado. Entretanto, foi
menor do que a média reportada por Klein (2011) e Martins (2011), que
obtiveram tempo médio de 430,2 seg. e 473,4 seg., respectivamente. A busca
por menor tempo cirdrgico € condicdo importante para um bom resultado final,
no entanto, tal diferenca poderia ser influenciada por fatores intrinsecos a
intervencdes desta natureza, como a experiéncia do cirurgido, o protocolo

utilizado, e as condic¢des da lente e dos equipamentos utilizados.

Sobre o guantitativo de BSS utilizado na facoemulsificacdo, sabe-se que
0 mesmo varia em funcdo da dureza do nucleo cataratoso (Nasisse, 1991). O
volume médio utilizado foi maior ao do reportado por Ozgencil (2005), que
empregou, em média, 300 mL, mas inferior ao do reportado por Martins (2008),
cuja média foi de 700 mL. Tempos de irrigacéo longos, taxas de fluxo elevadas
(acima de 50 cc/min), e grandes volumes de irrigacdo podem ser traumaticos
para o endotélio corneal (Hejny e Edelhauser, 2005). Na presente pesquisa,

nao se podem atribuir variagcdées entre os grupos uma vez que ultrassom e
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volume de BSS néo diferiram estatisticamente entre eles. A facofragmentacao
fora sempre realizada com o fragmento preso a extremidade da caneta,
diminuindo efeitos da mobilizacdo de energia constante. O fluxo de aspiracéo
foi de 25 cc/min, ndo divergindo do que se considera como adequado (Hejni e
Edelhauser, 2005).

Visando-se a protecdo do endotélio corneal contra lesdes mecanicas
causadas pelo ultrassom, foi utilizada associacdo de dispositivos visco-
cirdrgicos oftalmicos (DVOs), um dispersivo e um coesivo, em técnica soft shell
(Arshinoff, 1999; 2000; Kara; Takahashi et al., 2002). Em cada um dos
procedimentos cirdrgicos, graus variaveis de dificuldade técnica foram
encontrados. Perceberam-se intercorréncias na consecucéo das capsulorrexis,
que poderiam ser atribuidas a fibrose capsular anterior, fruto da proliferacéo de
membrana fibrosa subcapsular, por transformacdo do epitélio mesenquimal
(Chandler et al., 2005). Consideram-se, esses eventos, como complicacdes
intraoperatorias comuns em cataratas maduras (Bernays e Peiffer, 2000). A
dificuldade, encontrada em alguns casos na hidrodissec¢cao pode também ser
atribuida as mesmas condi¢@es, por aderéncia do material lenticular a capsula,

dificultando a sua separacéo e, como consequéncia, a fratura do ndcleo.

Por permitir um segundo instrumento, optou-se pela facoemulsificacdo
pela técnica bimanual, possibilitando-se o controle da lente no saco capsular no
instante da fragmentacdo e aspiragcdo. A fragmentacdo foi realizada
empregando-se a técnica “dividir e conquistar’, que permite esculpir nucleos
duros e aspird-los a distancia segura do endotélio corneal e da cépsula

posterior (Buratto et al., 2003).

N&o obstante as inimeras vantagens da facoemulsificacdo, opacidades
capsulares contribuem para diminuir os indices de sucesso pos-operatorios,
uma vez que se manifestam a uma frequéncia de até 100% nos caes afacicos
(Bras et al., 2006; Sigle e Nasisse, 2006; Chandler et al., 2010). Na presente
pesquisa observou-se opacidade capsular em 80% do total dos olhos
avaliados. No entanto, visdo funcional foi vista em 100% dos olhos em todos os

momentos pos-operatorios avaliados.
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Relativamente aos procedimentos pré e pos-operatérios, seguiu-se o
adotado pelos principais centros, com algumas poucas modificacbes. A
frequéncia e o periodo das administraces de farmacos buscaram atender a
protocolos nacionais e a internacionais (Gelatt, 2007; Honsho et al., 2007;
Martins, 2008). O emprego de farmacos para controle de PIO, aliado a
cuidados vigorosos quanto a aspiracdo de material viscoelastico, contribuiram
para que se minimizassem condi¢des de hipertensdo ocular pds-operatoria. O
glaucoma tem sido definido como um aumento na PIO, acompanhada por
alteracdes intraoculares com surgimento no pds-operatorio imediato, até 72
horas apds o procedimento cirargico (Biros et al., 2000; Sigle e Nasisse, 2006).
Klein et al., 2011 encontraram correlacdo entre a idade e a probabilidade de
desenvolvimento de glaucoma no pds operatorio, sendo 1,88 vezes maior para
cada ano de vida do paciente. No presente estudo, ndo foram observadas
diferencas na PIO entre 0os grupos experimentais, e complicacdes relacionadas
a hipertensdo ocular ndo foram observadas em nenhum dos momentos
avaliados. Reconhece-se a elevacdo da PIO como uma das complicacdes
agudas, estando relacionada principalmente a presenca de DVOs, que
oferecem resisténcia mecanica a drenagem do humor aquoso (Munger, 2009).
Sabe-se que a elevacdo da PIO pode sobrecarregar a funcdo bombeadora do
endotélio, resultando em edema corneal (Steinert, 1995). Irrigacdo e aspiracao
criteriosas reduzem a ocorréncia de tais eventos (Jaffe, 1990).

O edema corneal, bem como os valores de espessura corneal,
mostraram-se com intensidade semelhante em ambos os grupos. Edema
corneal foi observado de maneira discreta no pos-operatério imediato, e tornou-
se ausente apos sete dias (M2) da facoemulsificacdo. Acredita-se que fatores
como a energia ultrassonica, o turbilhonamento da solucdo de irrigacéao,
formacdo de microbolhas (Pacifico, 1994; Topaz et al., 2002), manipulacao
cirdrgica intraocular, a implantacéo de LIOs (Teixeira, 2003), danos gerados as
células endoteliais (Hayashi et al., 1996), assim como radicais livres, sdo 0s
mais responsabilizados por tal fendbmeno (Holst et al., 1993). No estudo
realizado por Concei¢do (2014), observou-se edema de cornea por até 180
dias apés facoemulsificacdo. Gilger et al. (1993) reportaram maior ocorréncia

de edema corneal transitorio em olhos de caes pseudofacicos,
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comparativamente a olhos afacicos. Edema corneal limitado as areas de
incisdo e leucoma cicatricial, como identificado em ambos os grupos, séo

intercorréncias esperadas em acessos via cornea clara (Maurice, 1970).

No presente estudo, ndo foram observadas Ulceras corneais,
deiscéncias ou infeccdo em quaisquer dos pacientes. Fotofobia e
blefarospasmo ocorreram mais presencialmente até M2, sem diferenca entre
0s grupos. Admite-se que tal ocorréncia se deva a estimulacdo de terminacdes
nociceptoras na superficie ocular (Waring, 1984) juntamente as uveites
decorrentes do trauma cirtrgico (Kern, 1990). A similitude do encontrado por
Andrade (2011), congestdo conjuntival foi evidenciada até M5 (60 dias apds
facoemusificacdo), a partir do qual se tornou ausente. Trata-se de evento
comum nas cirurgias intraoculares (Munger, 2009), em que medidas
terapéuticas pré e poés-operatdrias, notadamente anti-inflamatérias locais e
sistémicas, estdo indicadas (Gelatt, 2007; Munger, 2009). Além da congestao
decorrente do procedimento cirdrgico, a hiperemia conjuntival leve vista em
90% dos olhos em Ot no pos-operatério imediato pode estar também
relacionada as vasodilatacdo e ao relaxamento de musculatura lisa associada
aos inibidores de ROCK (Uehata et al., 1997; Yang et al., 2019).

Sinéquias apresentaram-se com intensidade semelhante em ambos os
grupos, bem como os valores de flare obtidos, onde n&do se evidenciaram
diferencas entre os grupos. Alteracdes vitreo-retinianas foram observadas
bilateralmente em apenas um paciente, desde o momento MO, o qual nao
ensejou intercorréncias cirlrgicas e ndo variou em intensidade no decorrer das
avaliacdes. Hifema ndo foi observado em qualquer dos pacientes operados.
Trauma iatrogénico, tensdo cervical e atividade fisica excessiva podem ensejar

uveites e hifema, devendo ser evitados (Wilkie e Colitz, 2013).

A quantificagdo do flare fornece informacdes valiosas, relativamente a
gravidade e intensidade da uveite (Oshika et al., 1989). Em ambos 0s grupos,
mostrou-se com intensidade maior comparativamente ao reportado por Krohne
et al. (1998), no momento pré-operatorio (MO) e elevou-se no pds-operatorio
imediato em decorréncia da agressdo mecanica induzida pela
facoemulsificacao (Jaffe, 1990; Sawa, 1990; Andrade, 2011; Conceicdo 2014).
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Quantitativos de “flare” foram mais intensos no pds-operatério imediato em
pacientes do Oc, ja em Ot, esses valores mostraram-se mais intensos aos sete
dias de pos-operatdrio, retornando a valores préximos aos basais, transcorridos

28 dias do procedimento cirurgico (M4). Nao houve diferenga entre os grupos.

Relativamente aos momentos da avaliacdo, reporta-se que foram
adotados visando a uma criteriosa monitoracdo dos eventos (Mencucci et al.,
2006). Os momentos de avaliagdo possibilitaram que mudancas na
celularidade endotelial fossem detectadas. O endotélio da cérnea deve manter-
se integro para que, ativamente, desidrate 0 estroma, mantendo-se assim a
transparéncia corneal. Uma vez que a densidade das células endoteliais
diminui a valores criticos, a descompensacdo endotelial decorrerda como
consequéncia direta (Schwartzkopff et al, 2010), comprometendo a acuidade
visual. Em 1976, Mccarey, Polack e Marshall reportaram que lesées em CECs
estdo associadas ao calor produzido por vibragdes ultrassénicas, assim como
aos danos mecanicos resultantes da presenca de material nuclear na camara
anterior e a manipulacdo de instrumentais no espaco intraocular (Polack e
Sugar, 1977). Tais eventos contribuem também para a formacdo de

microbolhas e radicais livres (Topaz et al, 2002).

Pesquisa realizada em 42 cades, com idades variando entre 24 e 132 meses,
portadores de catarata e submetidos a facoemulsificagdo, mostrou efeitos do
procedimento cirargico sobre a densidade celular endotelial. Gwin et al (1983)
encontraram perdas axiais da ordem de 22% (488 células/mm?), decorridos 30
dias das cirurgias. Tratam-se de resultados dispares aos percebidos em ambos
0S grupos concebidos nesta pesquisa, onde a perda celular aos 28 dias (M4),
representou apenas 10,8% em Oc (244 célulasimm?), e 9,1% (200
células/mm?). Similarmente, perdas na densidade celular de ambos os grupos
foram inferiores as reportadas por Padua et al. (2017), onde as perdas
celulares apo6s 90 dias, alcancaram 25% (562 células/mm?) em seu grupo
controle e 11,9% (251 células/mm?) no grupo tratado, onde adicionou-se
0,001M de acido ascorbico estéril, diluido em 500mL de solugcdo salina
balanceada, como solucdo de irrigagdo na facoemulsificacdo. Na presente
pesquisa, a avaliagdo temporal evidenciou tendéncias a perdas mais brandas,

que, no entanto, mostraram-se mais vultuosas no Oc (11,7%; 266
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células/mm?), apés 90 dias de avaliacdo (M6), quando comparados a Ot (7,4%;
163 células/mm?). Estes dados representam perda endotelial 36,75% menor
nos olhos que receberam Y-27632, quando comparados aos olhos controle aos

90 dias de pés-operatério.

Em contraste com as numerosas pesquisas realizadas em modelos
animais, em que utilizaram inducao experimental de lesGes ao endotélio, para
posterior avaliagdo do efeito de Y-27632 sobre essas células (Okumura et al.,
2011; 2013; Miyagi et al, 2019), no presente estudo avaliou seu
comportamento em pacientes cuja contagem inicial de CECs encontravam-se
dentro dos valores normais para a espécie e idade. Desta forma, estudos
complementares se fazem necessarios para melhor elucidacao dos efeitos dos
inibidores de rho quinase sobre o endotélio corneal de cdes com baixa
contagem de CECs, mais susceptiveis a descompensacdo endotelial, na

facoemulsificacao.

Dados obtidos nas imagens a microscopia especular foram coletados e,
entdo, corrigidos para se eliminarem possiveis erros na delimitagdo das células
endoteliais e consequentemente, na leitura dos parametros pelo software
(Cambas Andreu et al., 2014). Observaram-se erros grosseiros na delimitacéo
celular e tendéncia a sobrestimar-se a contagem de células endoteliais quando

o software fora utilizado em modo automatico.

A reparacao do endotélio corneal envolve aumento das células residuais,
divisdo nuclear, migracdo e a ocorréncia do fendmeno de roseta, suscitando
reducdo na densidade, aumento proporcional da &rea celular e alteracdo do
padrdo hexagonal (Mencucci et al., 2006). Gwin et al. (1983) mostraram
diminuicdo da densidade celular e presenca de pleomorfismo, e a ocorréncia
de lesbes focais com areas de degeneracdo celular bem marcadas, apos
facoemulsificacdo. Na presente pesquisa, evidéncias similares foram
observadas em ambos os grupos, porém, sem diferenca significativa entre os

grupos ou momentos de avaliag&o.

Embora estudos farmacocinéticos ainda sejam necessarios para
determinar-se a persisténcia do Y-27632 no humor aquoso, admite-se que pela

via de administracéo intracameral, sua acao sobre o endotélio corneal seja
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limitada a seu tempo de turnover. O volume médio de humor aquoso em cées é
de 0,77mL (Gilger et al., 2005), e seu turnover de 5ul/min (Ward et al., 2001),
sugerindo, desta forma, que a persisténcia do farmaco no humor aquoso é
restrita a algumas horas. Em humanos, essa taxa é descrita entre 1,5 —5
pl/min (Bloom et al., 1976; Coakes e Brubaker, 1979). Cées possuem maior
volume em céamara anterior quando comparados a camundongos, coelhos,
primatas e humanos, o que pode resultar em maior diluicdo do farmaco, maior
taxa de clearance e reducdo em sua eficacia (Thomasy et al., 2016b; Yang et
al., 2019).

Aventa-se gque a via de administracdo e, consequentemente, o tempo de
acdo do Y-27632 sobre as CEC avaliadas neste estudo tenham influéncia
sobre sua capacidade de estimular a regeneracdo endotelial de forma mais
evidente como relatado em estudos utilizando-se da via tépica (Okumura et al.,
2016; Kinoshita et al., 2018; Miyagi et al., 2019). Estudo ex-vivo realizado por
Achiron et al. (2018) sugere que a exposicao profilatica das células endoteliais
humanas ao inibidor de ROCK Y-27632 durante sete dias prévios a
facoemulsificacdo enseja diminuicdo significativa nas taxas de apoptose de
CEC, reiterando que o momento da aplicacdo e tempo de exposicdo ao

farmaco séo fatores que influenciam a resposta celular.

7. Conclusdes

Com base nos resultados obtidos e segundo as injungbes do meio em
gue a pesquisa fora concebida, admite-se que:

A aplicacdo intracameral de 0,3mL contendo 100umol/L de Y-27632
durante o procedimento de facoemulsificacdo em cdes em condigcbes normais,
colabora para a estabilidade das células do endotélio corneal, diminuindo sua
perda em comparagao com sua néo utilizagao.

A aplicacao do Y-27632 pela via intracameral constitui protocolo seguro
e viavel para experimentacdo, ndo causando alteracdes indesejaveis as

estruturas oculares em caes.
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