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RESUMO

A musculatura iridiana de varias espécies de aves € estriada esquelética, dessa forma o
controle da midriase transoperatoria ndo é conseguida por agentes que atuem no sistema
nervoso autbnomo, como ocorre nos mamiferos. O besilato de atracurio é um agente
neurobloqueador que atua no miorrelaxamento esquelético. O uso intracameral deste
farmaco tem sido realizado em aves e promove midriase imediata, a qual é fundamental
em cirurgias para remocao da catarata. Objetivou-se avaliar a repercussao do uso de
besilato de atracdrio no endotélio da cornea de galinhas. Utilizaram-se 20 cdrneas de 10
galinhas (Gallus gallus domesticus) que foram avaliadas apds a excisdo dos botdes
corneoesclerais e divididas em dois grupos: G1, composto pelas corneas dos bulbos
oculares esquerdos, (grupo experimental) e G2, corneas dos bulbos oculares direitos
(grupo controle). No grupo experimental foram aplicados 0,2 ml de besilato de atracurio
durante 3 minutos e apés, as corneas foram lavadas com solucéo salina a 0,9%. As
corneas do grupo controle receberam apenas solugdo salina a 0,9%. As cdrneas de
ambos os grupos foram coradas com a técnica de coloragdo vital, primeiramente com
vermelho de alizarina a 0,2% e ap6s, com azul de tripano a 0,25% e visualizada por
microscopia Optica. Foram obtidas 10 fotomicrografias aleatorias de cada amostra.
Como resultado, observou-se que a area de desnudamento endotelial e exposicdo da
membrana de Descemet no grupo experimental (G1) foi significativamente maior
(22,23% +/- 13,67%) que a do grupo controle (G2) que foi de 0,75%. Foi possivel
concluir que o besilato de atracurio induziu dano ao endotélio corneano de galinhas.

Palavras chave: corantes vitais, aves, dano endotelial, vermelho de alizarina.



ABSTRACT

The iridian muscle of various species of birds is skeletal striated, this way, the control
of intraoperative mydriasis is not achieved by agents that act in the autonomous
nervous system, as in the case of mammals. The atracurium is a neuromuscular
blocking agent that causes skeletal muscle relaxation. The intracameral use of
atracuriu in the anterior chamber has been performed in birds and promotes immediate
mydriasis, fundamental in cataract surgeries. Therefore this study aimed to check the
effect of the use of atracurium in the corneal endothelium chickens. Twenty corneas of
ten chickens (Gallus gallus domesticus) that have been evaluated after excision of the
corneoesclerals buttons, were divided into two groups: G1, compound by corneas of the
lefts eye bulbs (experimental group) and G2, corneas of the rights ocular bulbs (control
group). In the experimental group there were 0.2 ml of atracurium besylate applied for
three minutes and then the corneas were washed with 0.9% saline solution. The corneas
of the control group received only 0.9% saline solution. The corneas of both of groups
were then stained with the vital staining technique, first with alizarin red 0,2% and
then, with trypan blue 0,25%, and, visualized by light microscopy and 10 random
microphotographs were obtained were obtained of each sample. The results confirm
that the area of endothelial denudation and Descemet's membrane exposure on the
experimental group (G1) was significantly higher (22,23% +/- 13,67%) than in the
control group (G2) that was 0,75%. It was concluded that the atracurium induced
damage on the corneal endothelium of chickens.

Keywords: vital dye staining, endothelial damage, alizarin red.
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1 INTRODUCAO

O endotélio da cornea ¢ uma monocamada de células poligonais interligadas que
compde a superficie posterior da cérnea (SVEDBERGH & BILL, 1972; YEE et al.,
1987; PIGATTO et al., 2004; DeIMONTE & KIM, 2011). A integridade e a atividade
metabdlica do endotélio sdo essenciais para a manutencdo da transparéncia da cornea
(WARING et al. 1982; TUFT & COSTER, 1990; JOYCE, 2012).

As aves podem ser acometidas pela opacificacdo do cristalino e de sua capsula,
sendo causas comuns de cegueira em animais em cativeiro ou de vida livre. A
opacificacdo da lente geralmente é causada por trauma, heranca genética, fatores toxicos
ou inflamatérios (BROOKS, 1997; MURPHY, 1987; KERN, 1997). A catarata juvenil
foi relatada em calopsitas e corujinhas-do-mato (GREENWOOD & BARNETT, 1981;
MURFY, 1987). Em canarios, caracteristicas hereditérias tém sido consideradas a causa
dessas opacidades (MONTIANI-FERREIRA, 2001). Cataratas congénitas bilaterais em
filhotes de avestruz foram descritas por Black (1993). A acuidade visual é fundamental
para que as aves consigam se alimentar, devido a esse fato, a cirurgia para remocéo da
catarata em aves de vida livre evita a sua permanéncia em cativeiro ou até mesmo que
sejam encaminhadas para eutanasia nas situacGes em que desenvolvem opacificacdo da
lente (MURPHY, 1987).

A cirurgia para remocao da catarata foi relatada em diversas espécies de aves de
rapina (KERN et al., 1984; MOORE et al., 1985; KERN, 1997). Na maioria das aves
pseriformes, devido ao pequeno tamanho do bulbo ocular, ndo se realiza a extracdo da
lente. No entanto, em aves de rapina, como abutres, as técnicas de puncédo e aspiracéo,
extracdo extracapsular e facoemulsificacdo sdo possiveis e tém sido executadas com
sucesso (KERN, 1997; MONTIANI-FERREIRA, 2001).

A iris de varias espécies de aves possui musculatura estriada (OLIPHANT et al.,
1983) que € irresponsiva aos midriaticos e ciclopégicos usuais, sendo assim, se faz
necessario o uso de bloqueadores neuromusculares para a dilatacdo pupilar fundamental
ao procedimento (BROOKS, 1997). O uso de besilato de atracirio como midriatico em
cirurgias de cataratas em aves ja foi descrito por alguns autores como um método eficaz
(GONCALVES et al., 2006; CARTER et al., 2007).

Os fatores que podem levar a alteracdes no endotélio da cornea incluem

envelhecimento, doencas, traumas cirargicos (PIGATTO et al., 2004), assim como a
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utilizacdo de farmacos de uso intraocular, como antimicrobianos e anestésicos Sao

potencialmente toxicos para o endotélio corneano (PARIKH & EDELHAUSER, 2003).
Objetivou-se com este estudo avaliar os possiveis efeitos do besilato de atracdrio

no endotélio corneano de galinhas através de coloracao vital com vermelho de alizarina

e azul de tripano.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objeitivo Geral

Verificar a repercussdo do uso de besilato de atracurio no endotélio corneano de

galinhas, utilizando os corantes vitais vermelho de alizarina e azul de tripano.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar se 0 uso dos corantes vitais juntamente com a microscopia 6ptica
constituem um método viadvel para a analise endotelial neste estudo.
- Avaliar se o tempo de exposicdo do endotélio corneano de galinhas ao besilato

de atracurio foi adequado para observacgdo da sua repercussao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Endotéilo corneano

O endotélio da cdrnea é uma monocamada de células poligonais uniformes que
recobre a superficie posterior da cornea (PIGATTO et al., 2005; GUM, 2007,
PIGATTO et al., 2008; TAMAYO-ARANGO et al., 2009; FRANZEN, 2010). Estd em
contato anteriormente com a membrana de Descemet e posteriormente com o humor
aquoso (TUFT & COASTER, 1990; PIGATTO et al., 2005). Esse mosaico endotelial
foi descrito pela primeira vez por Vogt, em 1920, por meio de biomicroscopia
(BOTEON, 2000). Sua integridade e atividade metabdlica sdo essenciais para
manutencdo da transparéncia corneana (COLLIN & COLLIN, 1998; TAMAYO-
ARANGO et al., 2009).

A maioria das células endoteliais possui formato hexagonal, mas também séo
encontradas células com quatro, cinco, sete e oito lados (TUFT & COASTER, 1990;
DOUGHTY, 1998; RAO et al., 2003; PIGATTO et al., 2005). Assim, o padrdo
hexagonal de 65 a 70% em cdrneas normais, forma uma estrutura estavel e com
variacdo minima no tamanho celular (AABERG, 1984; DOUGHTY, 1998; RAO et al.,
2003).

As células endoteliais da maioria das espécies animais como caes, gatos,
coelhos, chinchilas e humanos apresentam bordos irregulares, com interdigitacdes e
vilosidades em sua superficie celular (TUFT & COASTER, 1990; COLLIN &
COLLIN, 1998; PIGATTO et al., 2005; PIGATTO et al., 2008). A maioria das espécies
possui cilios na regido posterior das células endoteliais, centralizados e voltados para a
camara anterior. Cada célula possui um cilio unico e ja foram descritos no homem, em
outros primatas, suinos, aves e coelhos, porém o processamento das amostras e o stress
fisiol6gico podem fazer com que se quebrem ou se retraiam dificultando sua observacao
nas amostras em estudo (COLLIN & COLLIN, 1998; PIGATTO et al., 2005;
TAMAYO-ARANGO et al., 2009).

As membranas laterais das celulas endoteliais sdo unidas por complexos
juncionais ou juncdes gap. Estes sdo divididos em zonula occludens que se localizam no
terco posterior e em macula occludens e macula adherens que se encontram nos dois
tercos anteriores, sendo raras. A macula adherens foi denominada anteriormente de
desmossoma (BOTEON, 2000).
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A funcdo das microvilosidades e das interdigitacfes é aumentar a superficie de
contato e a adesdo intercelular. Ja o papel dos cilios ndo esta bem estabelecido, mas
acredita-se que sirvam como quimiorreceptores, osmorreguladores ou detectores de
pressdo. Estudos prévios tém relacionado os cilios a capacidade mitética das células
endoteliais, embora a mitose destas células tenha sido observada apenas em algumas
espécies, como em coelhos, ou em animais jovens (COLLIN & COLLIN, 1998).

O endotélio é a camada da cornea com maior atividade metabdlica, possui um
mecanismo de bombeamento ativo, com a presenca de bombas de Na* e K*, que
removem a dgua do estroma corneano em dire¢do a cAmara anterior e mantém a cornea
em um estado constante de deturgescéncia, 0 que provém seu aspecto transparente
(TUFT & COASTER, 1990; COLLIN & COLLIN, 1998, GUM, 2007). Ele apresenta
essa grande atividade devido a presenca de inUmeras organelas, como mitocéndrias,
responsaveis pela producdo de ATP, assim como reticulos endoplasmaticos lisos e
rugosos bem desenvolvidos. O metabolismo da cérnea ocorre por simples difusdo
através de capilares perilimbicos (MISHIMA, 1982).

A manutencdo da transparéncia e da espessura da cornea € decorrente de dois
mecanismos que permitem estabelecer o seu estado de deturgescéncia. Estes
mecanismos séo as fungdes de barreira e bomba ativa de fluidos (MISHIMA, 1982;
YEE et al., 1985; TUFT & COASTER, 1990). Se a funcdo endotelial é ineficiente, a
agua difunde para o interior do estroma, desorganizando as fibras de colageno,
opacificando a cornea (WARING, 1982) e aumentando a sua espessura (MISHIMA,
1982; RAOQ et al., 2003).

A funcdo barreira se da pela presenga dos complexos juncionais, que mantém as
células endoteliais unidas e impedem a permeabilidade de solutos para o espaco
intercelular (TUFT & COASTER, 1990; MISHIMA, 1982).

A bomba ativa atua na remocéao de fluidos do estroma para a camara anterior,
através do transporte ativo de ions bicarbonato, sédio e potéassio (YEE et al., 1985;
SLATTER, 2005). Este transporte necessita da quebra da glicose via glicélise e via
ciclo do acido tricarboxilico, gerando o ATP necessario para a atividade da bomba
(MISHIMA, 1982; YEE et al., 1985).

Diversas sdo as causas de perda endotelial, como envelhecimento, inflamac6es
intraoculares, traumas, hipertensdo intraocular, procedimentos cirdrgicos intraoculares,
toxicidade a farmacos intracamerulares e diabetes mellitus (REHANY et al., 2000;
PRIYA et al., 2011).
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A microscopia especular permitiu o registro da densidade endotelial (populagéo
de células endoteliais por mm2) (ABIB, 2000). Com o avancar da idade, ocorre uma
reducdo no numero de células endoteliais (densidade endotelial) e ocorre um
mecanismo de compensacdo com o aumento do tamanho das células (polimegatismo) e
a alteracdo dos seus formatos (pleomorfismo) (PIGATTO et al., 2005; GUM, 2007;
FRANZEN et al., 2010). Em alguns verterbrados, ocorre a regeneracdo através de
mitose (BEUERMAN & PEDROSA, 1996) em outros, a mitose somente ocorre no
inicio da vida, justificando a reducdo da densidade com o passar do tempo (HOGAN et
al.,, 1971). As células endoteliais hipertrofiam e migram a fim de ocupar o espago
deixado pela perda celular ao longo da vida (TUFT & COASTER, 1990;
NASSARALLA, 2000). Para a migracao, as células rompem suas juncdes intercelulares
e desenvolvem pseudopodos para movimentarem-se em média 0,5 a 1 mm por dia em
direcdo a lesdo (BEFANIS et al., 1981; TUFT & COASTER, 1990). Quando as células
chegam ao centro da lesdo, ocorre um estimulo inibitorio pelo contato celular, dando
fim a migracdo (MISHIMA et al., 1982).

Estudos relatam a inexisténcia de diferencas nos parametros endoteliais entre 0s
olhos direitos e esquerdo em diferentes espécies, 0 que permite extrapolar a avaliagao de
um endotélio para o olho adelfo (PEIFFER et al., 1981; GWIN et al., 1982; MORITA,
1995; ANDREW et al., 2001; TAMAIO-ARANGO et al., 2009; FRANZEN et al.,
2010).

3.1.1 Endotélio corneano das aves

Algumas espécies de aves ja tiveram seus endotélios corneanos estudados. O
endotélio de ganso demonstrou a densidade de 2410 celulas/ mm2 com um padrédo
hexagonal uniforme de 79%, assemelhando se ao de mamiferos (YEE et al., 1987).
Collin e Collin (1998) usaram a microscopia eletronica de varredura para avaliar o
endotélio de quatro espécies de aves, sendo elas, o avestruz sul-africano (Struthio
camelus australis), a ema (Dromaius novaehollandiae), a coruja barrada (Bubo strix) e
o0 galah australiano (Eolophus roseicapilla), uma espécie de cacatua, e observou que era
composto em sua maior parte por células hexagonais e algumas pentagonais. As
densidades variaram de 4713 +/- 7,66 célulass/mm? a 11734 +/- 1,687. Cada célula
endotelial de ema possuiu cerca de 30 microvilosidades, que se localizavam em sua

maioria na regido central da superficie. Em um terco das células pode se observar um
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cilio unico que media 0,2 um de largura por 1,2 um de comprimento. No galah
australiano foram observadas poucas microvilosidades. Nesta espécie também foram
vistos cilios em um terco das células, sendo que mediram 0,42 um por 1,3 um. Na
superficie das células endoteliais da coruja barrada havia poucas microvilosidades
(aproximadamente 20 por célula) também localizadas em maior parte na regido central.
Ja em suas bordas havia numerosas microvilosidades e/ou interdigitacdes. Os cilios
apareceram somente em algumas células e mediam 0,14 um por 0,5 um. Em avestruzes
foi observada homogeneidade de células hexagonais.

O endotélio da cornea de pinguins-de-magalhdes (Spheniscus magellanicus) foi
analisado por Pigatto e colaboradores (2005b) através da microscopia eletrnica de
varredura. Foi observado um padrdo regular em relacdo ao formato e tamanho celular
tanto na periferia quanto na area central da cdrnea. Esta regularidade se deve
provavelmente devido aos animais apresentarem aproximadamente a mesma idade e as
clrneas serem todas higidas. A maioria das células possuia 6 lados (80%), e foram
encontradas células com cinco lados (14,2%) e sete lados (5,8%). A area celular central
do endotélio corneano era de 269 +/- 24 umz2 e a periférica era de 268 +/- 22 um2. A
densidade endotelial era de 3,717 +/- 324 celulas/mm? e 3,731 +/- 358 celulas/mm? nas
areas central e periférica respectivamente. Ndo houve diferengas significativas entre as
areas central e periférica, assim como entre os olhos direitos e esquerdos. Ndo foram
observados cilios, provavelmente pela sua fragilidade durante o processamento das
amostras para a microscopia eletrénica de varredura ou pela auséncia de cilios nesta
espécie. A presenca de microvilosidades na superficie das células foi descrita em varias
espécies de vertebrados (COLLIN & COLLIN, 1998; PIGATTO et al., 2004) e também
ocorre em pinguins-de-magalhdes.

Pigatto e colaboradores (2009) avaliaram por microscopia eletrdnica de
varredura o endotélio corneano de 24 avestruzes. Foram observadas células poligonais
uniformes em tamanho e forma (75% hexagonais), com poucas interdigitacdes das
bordas celulares. Visibilizaram-se microvilosidades na superficie celular. A area celular
média foi de 269+18 pm?e a densidade celular foi de 3717+240 células mm®. Nio
foram observadas diferencas significativas entre os parametros avaliados entre os olhos
esquerdos e direitos, dado que corrobora com estudos em outras espécies (PEIFFER et
al., 1981; GWIN et al., 1982; MORITA, 1995; ANDREW et al., 2001; TAMAIO-
ARANGO et al., 2009; FRANZEN et al. 2010).
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Freitas (2012) estudou o endotélio corneano de galinhas (Gallus gallus
domesticus) de diferentes faixas etarias através da microscopia especular, que revelou
um padrdo regular na distribuicdo das células. A densidade média de galinhas com 30
dias era de 8526,50 celulas/mm?, galinhas de 45 dias possuiam uma média de 6124,77
célulassrmm? e galinhas de 60 possuiam 5025,67 célulass/mm?2 de densidade média.
Sendo as é&reas celulares médias de 118,11 pm?, 164,18 um? e 217,24 pm?
respectivamente. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos em relacdo ao
pleomorfismo que foram em média de 74,5%, 71,5% e 73,9% respectivamente, 0 que
difere de algumas espécies de vertebrados nas quais se observa um aumento do
pleomorfismo com o avanco da idade (PIGATTO et al.,, 2005a; GUM, 2007;
FRANZEN, 2010). A maioria das células possuia formato hexagonal, mas também
foram encontradas células de quatro, cinco e sete lados. Também ndo houve diferenca
entre os olhos direitos e esquerdos. O endotélio corneano de galinhas se mostrou
semelhante ao de outras espécies de vertebrados.

3.2 Fatores lesivos ao endotélio corneano

Nos casos em que o comprometimento endotelial é severo ocorre edema com
perda da transparéncia da cornea (SLATTER, 2005).

Vérios fatores podem diminuir a densidade endotelial corneana, como
envelhecimento, doencas e traumas cirargicos (PIGATTO et al., 2004). A reducdo da
densidade endotelial devida ao envelhecimento foi descrita em humanos, caes, gatos,
ratos e cavalos (ANDREW et al., 2001; RODRIGUES et al., 2006; FRANZEN et al.,
2010; BERCHT, 2015).

A perda precoce de células endoteliais da cérnea pode ocorrer por doencas
corneanas primarias como distrofia endotelial corneana, ou intraoculares, como
glaucoma, uveite e luxacédo anterior do cristalino (MAGGS, 2008).

Procedimentos cirlrgicos intraoculares como extragdo de catarata e ceratectomia
lamelar posterior também levam a perda de células endoteliais (RODRIGUES et al.,
2006; PIGATTO et al., 2009).
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3.2.1 Toxicidade endotelial

Os farmacos de uso intraocular como antimicrobianos, anestésicos e solucoes de
irrigacdo sdo potencialmente toxicos para o endotélio corneano (PARIKH &
EDELHAUSER, 2003).

Kohchi et al. (1980) em seu estudo concluiram que o uso intracameral de cloreto
de benzalc6nio, um conservante ou preservativo, na concentracdo de 0,05% causava
danos endoteliais irreversiveis (necrose). Ja na concentracdo de 0,01%, o cloreto de
benzalconio causava apenas edema corneano transitorio em olhos saudaveis de coelhos.
O limiar fisiolégico e que ndo provocaria danos na ultraestrutura endotelial é de
0,0001% (GREEN et al., 1977) e a maior concentracdo segura para uso intraocular é de
0,001% (BRITTON et al., 1976). Esses nimeros sdo de experimentos realizados com
coelhos, mesmo assim a recomendacdo é evitar 0 uso de preservativos em humanos o
maximo possivel em qualquer concentragdo (PARIKH & EDELHAUSER, 2003). Liu e
colaboradores (2001) referiram que a concentracdo segura em humanos seria de 0,013%
(maior que em coelhos). Seria importante a conscientiza¢do do cirugido oftalmologista
da composicdo quimica dos utilizadas durante os procedimentos (PARIKH &
EDELHAUSER, 2003).

Glasser e colaboradores (1985) conduziram um estudo em gatos, com
microscopia especular e paquimetria, com o objetivo de comparar o efeito endotelial
causado pelo BSS ® e BSS plus ®. Apos tempo de perfusao curto (15 a 20 minutos) ou
longo (1 a 2 horas), nenhuma alteracdo na densidade endotelial foi detectada, porém os
indices morfométricos (coeficiente de variacdo e porcentagem de células hexagonais) se
mostraram significativamente alterados nas perfusbes com BSS, principalmente nas
mais prolongadas. Os autores afirmaram que tais indices (principalmente a porcentagem
de células hexagonais) seriam mais sensiveis para a indicacdo de dano celular do que a
densidade endotelial.

Yagoubi et al. (1994) verificaram o efeito de varias solu¢des de irrigacdo (NaCl
0,9%, Ringer, BSS ® , BSS plus ® e 0 meio de cultura de tecido TC199) sobre o
endotélio corneano de coelhos in vitro. Foram utilizados para a avaliagdo a paquimetria
e coloracdo com azul de tripano e vermelho de alizarina. Detectaram que o NaCl 0,9%
foi a solugdo que causou maior aumento na espessura corneana e que a solucdo de

Ringer e 0 BSS, devido a auséncia de bicarbonato, glutationa e glicose, também
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causaram aumento na espessura da cOrnea, porém reversivel apds a suspensdo da
irrigacéo, o que sugere que tais solugdes ndo lesariam o endotélio de modo irreversivel.

Petrousos e colaboradores (1989) injetaram 0,1ml de cefazolina na camara
anterior do olho de coelhos para avaliar seu efeito no endotélio corneano. As
concentragOes testadas foram 1, 2, 5 e 10 mg/ml. O endotélio foi posteriormente
analisado através de microscopia especular de contato e microscopia eletrdnica de
transmissdo. Constataram que concentracdes de até 2 mg/ml ndo provocaram danos no
endotélio, ja as concentracdes de 5 mg/ml produziram edema citoplasmatico e vacuolos
intracelulares. A concentracdo de 10 mg/ml causou completa disrupgéo celular.

Um estudo comparativo entre o uso intracameral de gatifloxacina e
levofloxacina revelou que pelo método de coloracdo vital com azul de tripano e
vermelho de alizarina ndo houve diferenca entre os dois grupos em relacdo a viabilidade
celular (0,31% e 0,47% respectivamente), assim como nos aspectos clinicos e na
paquimetria 3 e 7 dias ap6s a exposicdo. JA& na MEV e MET, o grupo levofloxacina
apresentou alteracdes em sua ultraestrutura (bordos celulares levemente desintegrados)
(CHOI & CHUNG, 2009).

O efeito da mitomicina C (antibiético e antimicdtico amplamente usado na
oftalmologia humana) no endotélio da cornea foi testado em 32 coelhos por meio de
aplicacdo sob retalho escleral nas concentragdes de 0,2 e 0,5 mg/ml. Os endotélios
foram avaliados por MEV e MET ap6s 15 e 30 dias, conforme a distribuicdo dos
grupos. Concluiram que havia alteracbes com as duas concentracdes e nos dois
momentos. A MET revelou rarefacdo do citoplasma, dilatacdo e fragmentacdo das
cisternas do reticulo endoplasmaético rugoso, aparelhos de Golgi com dilatacdo das
cisternas, reducdo de vacuolos e irregularidades da membrana celular interna. Ja a MEV
apresentou alteracdo de forma e tamanho das células e projecdes filopodais mais longas
(SILVA & GREGORIO, 2009).

O uso intracameral de anestésicos como a lidocaina, midriaticos como a
fenilefrina ou a epinefrina e midticos como a acetilcolina, a pilocarpina e o carbacol tém
demonstrado efeitos endoteliotoxicos dose dependentes (OLSON et al., 1980;
MISHIMA et al., 1985; KIM et al., 1998; EDELHAUSER, 2000; LUNDBERG &
BEHNDIG, 2003) .

Beniz Neto (1985) estudou o efeito da injecdo intracameral de 0,15 ml de

epinefrina em diferentes concentra¢@es (1:1000, 1:10000 e 1:100000) sobre o endotélio
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corneano de coelhos. O estudo histopatolégico com microscopia éptica e MET néo
evidenciou alteragdes nem na morfologia, nem na densidade da populagéo endotelial.

Kadonosono et al. (1998) testaram a toxicidade endotelial da lidocaina em
diferentes concentragdes (0.02%, 0,2% e 2%) em olhos de coelhos. Através da MEV,
observaram que ndo havia diferenca significativa entre os olhos que receberam
lidocaina a 0,02% e a 0,2% em comparagdo com o grupo controle (BSS®). Ja os olhos
expostos a lidocaina a 2% mostraram células irregulares e perda significante de
microvilosidades.

Kim e colaboradores (1998) avaliaram o efeito da lidocaina a 1% sem
preservativo na fungdo do endotélio corneano, ultraestrutura e viabilidade das células.
Utilizaram um sistema de microscopio especular para estudo de tecido perfundido in
vitro, MEV, MET e um outro sistema, denominado célula viva/ célula morta, que
quantifica o nimero de células viaveis e mortas de um tecido. Utilizaram cérneas de
humanos e coelhos que foram banhadas por solucao de lidocaina 1% sem preservativo
por 15 minutos, seguidos de duas a trés horas de enxague com BSS ® (o grupo controle
recebeu somente BSS ®). Os resultados mostraram que a lidocaina 1% causou edema
transitorio que retornou a sua espessura normal ap6s perfusdo com BSS ®. As
microscopias eletronicas destacaram apenas edema residual discreto, com manutencao
da arquitetura normal do tecido. O mesmo ocorreu com o estudo de célula viva/ célula
morta, que diagnosticou a viabilidade do tecido ap6s o experimento.

Werner e colaboradores (1998) estudaram experimentalmente a toxicidade da
lidocaina a 1% e a 5% no endotélio corneano de coelhos. Foram divididos em grupos de
cinco cdrneas cada um e um grupo controle que foi exposto ao BSS ®. Os endotélios
ficaram expostos as solucdes por 20 minutos e apds corados com azul de tripano e
vermelho de alizarina. A seguir foram analisados por microscopia dptica e fotografados.
Nenhuma das corneas apresentou coloracdo pelo azul de tripano (auséncia de células
danificadas), enquanto algumas é&reas de coloracdo pelo vermelho de alizarina
(desnudamento endotelial) foram observadas na periferia das cdrneas, embora sem
diferencga estatistica entre os grupos. Ocorreram diferencas morfoldgicas no formato
celular e nas bordas intercelulares entre os trés grupos. Ceélulas expostas ao BSS ®
tinham formato mais hexagonal, com bordas retilineas e bem definidas, j& as expostas a
lidocaina (principalmente na concentracdo de 5%) apresentaram formato mais irregular,

com bordas onduladas.
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Anderson et al. (1999) estudaram a viabilidade do endotélio corneano de coelhos
e sua ultraestrutura apos perfusdo in vitro com bupivacaina a 0,5%, bupivacaina 0,5%
diluida em solucdo de Ringer com glutationa e bicarbonato (1:1) e bupivacaina a 0,5%
tamponada ao pH de 7. Os controles foram perfundidos somente com a solugdo de
Ringer com glutationa e bicarbonato. Constataram que a solucdo de bupivacaina a 0,5%
danificou o endotélio corneano de coelhos, exceto quando diluida 1;1 com solucéo de
Ringer, bicarbonato e glutationa.

Ao comparar o uso de lidocaina a 1%, a 10% (ambas sem preservativo) e BSS ®
(TAN & BURTON, 2000) em humanos, observaram grandes areas de exposi¢do da
membrana de Descemet, membranas intercelulares alteradas e ndcleos celulares
indefinidos a microscopia dptica nos endotélios expostos a lidocaina a 10%. Concluiram
que a lesdo endotelial causada pela lidocaina seria proporcional a concentracgéo.

Eggeling et al. (2000) testaram diferentes concentracbes de lidocaina em olhos
de suinos expostos durante 60 minutos e concluiram ap6s a observagdo endotelial por
microscopia Optica e MEV que o uso intracameral de lidocaina somente é seguro em
concentracdes até 1%. A exposicdo a concentracdes mais altas (5% e 10%) resultaram
em perda celular significante e alteracbes na ultraestrutura celular. Judge e
colaboradores (1997) observaram que o uso intracameral de lidocaina a 4% causava
espessamento e opacificagdo na cornea em coelhos.

Heuermann e colaboradores (2002) compararam a anestesia com blogueio
peribulbar com lidocaina a 2% e o uso de lidocaina intracameral sem preservativos a 1%
e concluiram que o uso intracameral seria mais seguro. O estudo revelou que ndo havia
variacdo significativa estatisticamente na perda endotelial entre os dois protocolos ap6s
a facoemulsificacdo. Eles afirmaram ser mais seguro, pois o bloqueio peribulbar implica
em severas possiveis complicacdes como perfuracdo do globo ocular, hemorragia
retrobulbar, lesdo do nervo Optico e anestesia do tronco cerebral (ANDERSON et al.,
1999).

Holley et al. (2002) estudaram o efeito do corante indocianina verde (utilizado
para corar a capsula do cristalino) em endotélios corneanos de humanos e coelhos.
Concluiram utilizando uma técnica de células vivas/células mortas de acordo com o
método descrito por Means e colaboradores (1995) que o corante era seguro quando
exposto ao endotélio por trés minutos. A reagdo das corneas expostas ao corante foi
semelhante a das corneas expostas ao BSS plus ® (grupo controle) em relagdo a

formacédo de edema. O estudo também demonstrou que ndo houve dano na ultraestrutura
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dos endotélios humanos expostos a indocianina verde quando observados com MEV e
MET.

A toxicidade ao endotélio corneano do azul de tripano, utilizado como corante
na cirurgia de catarata foi testada por em 25 pacientes humanos com catarata bilateral
submadura. Foi aplicado para corar a capsula do cristalino na concentragcdo de 0,06% e
enxaguado apos alguns segundos com BSS®. Os endotélios foram analisados por
microscopia especular antes da cirurgia e 12 meses depois. Os parametros utilizados
foram densidade endotelial, coeficiente de variacdo do tamanho celular, percentagem de
hexagonalidade e paquimetria. Concluiram que o uso de azul tripano para corar a
capsula do cristalino ndo causou dano celular (VAN DOREEN, 2006).

A utilidade da acdo imunossupressora do fluorouracil foi demonstrada na
cirurgia de glaucoma por filtragem na prevencédo da vitreoretinopatia proliferativa apds
vitrectomia. Devido ao grande contato desta substancia com o endotélio da cornea,
Mannis e colaboradores (1988) analisaram sua toxicidade em corneas de ovinos em um
estudo in vitro. As cdérneas foram expostas ao fluorouracil em diferentes concentracdes
durante 4 horas e apds foram coradas com vermelho de alizarina e azul de tripano e
observadas ao microscopio 6ptico. As corneas expostas a concentragdes de até 1 mg/mi
continuaram com suas camadas endoteliais intactas. J& as coOrneas expostas a
concentragdo de 10 mg/ml sofreram dano severo com desnudamento quase total do
endotélio e as células remanescentes todas com ndcleos corados com azul de tripano.

Ceki¢ e colaboradores (2002) compararam os efeitos do uso de ar seco e ar
umidificado no endotélio de coelhos durante o procedimento de vitrectomia via pars
plana. Na MEV observaram que as células endoteliais expostas ao ar umidificado
sofreram menos stress do que as células expostas ao ar seco. As células expostas
durante vinte minutos ao ar umidificado estavam com as bordas relativamente mais
irregulares, com algumas saliéncias e com menos interdigitacfes. As células expostas ao
ar seco estavam com prolongamentos apicais pronunciados, superficies elevadas, fendas
entre as células e saliéncias nas bordas. Concluiram que o ar seco causava significantes
alteracbes imediatas no endotélio da cdrnea, ja& o ar umidificado prevenia essas
alteracdes.

Oh e colaboradores (2007) investigaram a repercussao da aplicacéo intracameral
de triancinolona acetonida (usada para melhorar a visualizagdo do humor vitreo na
camara anterior do olho durante a cirurgia de catarata ou na vitrectomia) durante trés

minutos, no endotélio corneano de coelhos. Através do método de corantes vitais, pode
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se visualizar que este farmaco ndo causou morte celular significante comparado ao
grupo controle (BSS ®).

Sobre as substancias utilizadas na limpeza pré esterilizacdo, que acabam por
aderir residualmente em materiais ou instrumentais cirargicos, que posteriormente
entrardo em contato com a camara anterior, nenhuma pode ser considerada segura para
0 endotélio da cornea. A medida mais segura em relacao a isso seria a ndo reutilizacao
de cénulas e a limpeza meticulosa de instrumentais antes da esterilizacdo (SINGH et al.,
1985; PARIKH et al., 2002; PARIKH & EDELHAUSER, 2003; EDELHAUSER,
2006; MAMALIS et al., 2006).

3.2.1.1 Efeitos da alteracéo do pH e osmolaridade das solucdes no endotélio corneano

A toxicidade endotelial corneana foi relacionada as substancias que entram em
contato com endotélio, baseado em suas composicdes quimicas (CARTER et al., 1973;
EDELHAUSER et al.,, 1978), pH (GONNERING et al., 1979) e osmolaridades
(EDELHAUSER et al., 1981).

Gonnering e colaboradores (1979) submeteram endotélios de coelhos e de
humanos a solucGes que variavam seu pHs de 3,5 a 10 em um estudo in vitro.
Concluiram através de paquimetria, MEV e MET em diferentes tempos de exposicao
que fora do intervalo de 6,5 a 8,5, ocorriam alteracfes estruturais e funcionais. A
ruptura dos complexos juncionais levava a quebra da funcéo barreira do endotélio. O
dano celular foi proporcional a magnitude da alteracdo de pH e ao tempo de exposicéo.

Para manter as funcGes de bomba e barreira endoteliais, a composi¢do das
solugbes de irrigacdo usadas nas cirurgias intraoculares devem ter caracteristicas
similares as do humor aquoso. Sua osmolaridade e pH devem estar corretos
(aproximadamente 300 mOsm e 7,4 respectivamente). Além disso, seus constituintes
devem conter calcio (essencial para a funcdo barreira) e um tampdo. Também precisa
ser uma fonte energética e incluir um antioxidante (como a glutationa) (EDELHAUSER
et al., 1975; EDELHAUSER et al., 1976; EDELHAUSER et al., 1978; KATZ, 1985;
MISHIMA et al., 1985; TUFT & COASTER, 1990; KLOSS & BOHNKE, 1991;
EDELHAUSER, 2000).

Edelhauser e colaboradores (1981) perfundiram o endotéilio corneano de

humanos e coelhos com solucdo salina balanceada em diferentes osmolaridades e
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observaram que a perfusdo hiposmatica causou aumento na espessura corneana. O
contrério ocorreu com a solucdo hiperosmotica. No entanto, a estrutura celular
observada a MET e MEV, ndo sofreu alteracbes. A espessura corneana voltava ao
normal quando era usada uma solucdo de perfusdo de 300 mOsm/L. Concluiram que o
endotélio corneano pode tolerar solu¢cbes com osmolaridade de 200 a 400 mOsm/L sem
ruptura celular, desde que ions essenciais estejam presentes.

Ao testarem a toxicidade de diferentes concentragcfes de lidocaina no endotélio
de coelhos, Werner e colaboradores (1998) acreditaram que as alteracdes morfoldgicas
poderiam ndo representar a toxicidade causada pelo principio ativo em si e sim o efeito
causado pelas diferentes composicoes idnicas, pH e osmolaridade das solucdes usadas.

Ao compararem o uso de diferentes concentracdes de lidocaina no endotélio
corneano de humanos, Tan & Burton (2000) alertaram para o ajuste do pH em
substancias a serem inoculadas na camara anterior de globos oculares para valores
préximos aqueles observados no humor aquoso, ja que este sera substituido pela solugdo
em questdo durante procedimentos que envolvam a camara anterior (GONNERING et
al., 1979).

3.3 Besilato de atracurio

O besilato de atracurio é um agente curarizante que age sobre a ligacdo
neuromuscular provocando o miorrelaxamento esquelético, o qual é utilizado na
cirurgia como complemento dos farmacos anestésicos. E um derivado quimico da
tetraidropapaverina sulfonato que é somente utilizado como sal besilato por via
intravenosa em doses de 0,3 a 0,6 mg/kg. Provoca bloqueio neuromuscular completo
entre 1 e 2 minutos por um mecanismo de competicio ndo despolarizante. E
administrado unicamente por via intravenosa, difunde-se no sangue e possui uma
elevada ligagdo com proteinas séricas (82%); sua meia-vida é breve: 17 a 21 minutos e a
faixa de duracdo dos seus efeitos sdo de 15 a 35 minutos. Difunde-se com rapidez pelos
tecidos, mas ndo atinge o SNC. Sofre biotransformacdo metabdlica, sendo
posteriormente excretado pela bile e pela urina (MUIR 111 et al., 2001; MILLER &
KATZUNG, 2003; BOWMAN, 2006).

O uso sistémico do besilato de atracurio pode causar paralisia dos musculos da

respiragdo por sua acdo indireta na placa motora. Pode ocorrer broncoconstricdo em
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decorréncia da liberacdo de histamina, aléem de diminuicdo da frequéncia cardiaca e
queda da presséo arterial (FANTONI & CORTOPASSI, 2002).

O uso de bloqueadores neuromusculares em musculos isolados é uma forma de
estudo in vitro como demonstrado por Nascimento et al. (2004) e Fortier et al. (2001),
avaliando a ag8o de varias dosagens de atracurio em diafragmas de ratos.

O besilato de atracario é comercializado em solucdo de &cido benzenossulfénico,
na concentracdo de 10 mg/ml. Possui pH entre 3,25 e 3,65 e sua osmolaridade é de 10-

30 mOsmol/L, sendo assim considerado acido e hiposma@tico.

3.3.1 O uso do besilato de atracurio em cirurgias intraoculares em aves

O uso intraocular de bloqueadores neuromusculares em aves foi referido por
Gongalves et al. (2006). Eles aplicaram 0,5 ml de besilato de atracurio (5 mg) para
causar midriase em um avestruz para cirurgia de catarata, com efeito satisfatorio.

Carter et al. (2007) realizaram facoemulsificacdo bilateral com implantacdo de
lentes intraoculares em um corujdo orelhudo (Bubo virginianus). Também fizeram uso
do besilato de atracurio (0,05 pg) intracameral como midriatico, facilitando assim o
procedimento.

Goncalves e colaboradores (2009) utilizaram 15 frangos de corte com 40 dias de
idade, e realizaram aplicacdo 0,1 ml de atracurio correspondendo a 1 mg de principio
ativo nos bulbos oculares direitos. Nos bulbos esquerdos foram aplicados 0,1 ml de
solucéo salina isotOnica (grupo controle). As aves foram avaliadas a cada 5 minutos
pelo teste luminoso pupilar com foco de luz halogenada, foram feitas 30 avaliagOes de
cada bulbo ocular no mesmo intervalo, sendo um total de 150 minutos, e apds 24 horas.
Os bulbos controles apresentaram-se miéticos do inicio ao fim dos testes. Os bulbos
direitos, que receberam o atracurio, apresentaram midriase a partir do momento da
aplicacdo e esta se manteve mesmo ap06s estimulos luminosos até o final das
observacBes aos 150 minutos. Ambos os olhos apresentaram reflexos luminosos
pupilares e sem sinais de processo inflamatério ou infeccioso ao exame oftalmoscépico
na observacdo ap6s 24 horas. Concluiram que o uso intracameral de atracirio em
galinhas produz midriase satisfatoria para procedimentos intracamerais, sem sinais
clinicos de efeitos sisttmicos ou mesmo contralaterais.

Comparando o tempo de agdo sistémica do atracdrio, entre 15 e 35 minutos
(MUIR 11l et al., 2001; MILLER & KATZUNG, 2003; BOWMAN, 2006), os
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resultados observados pelo seu uso intracameral em olhos de galinhas apresentou
relaxamento muscular por tempo superior a duas horas e meia (GONCALVES et al.,
2009).

3.4 Métodos de avaliacdo do endotélio corneano

A primeira observacdo do endotélio corneano ocorreu em 1920 por Vogt
utilizando a biomicroscopia com lampada de fenda, pela técnica de iluminacao direta
focal com grande magnificacdo. Este exame oferece insuficiente magnificacdo e o
movimento do olho examinado compromete a avaliagio (JURKUNAS & COLBY,
2005). Em 1982, Mishima avaliou o endotélio corneal por meio da paquimetria,
microscopia especular e fluorometria.

As principais técnicas para avaliacdo clinica do endotélio corneano s&o
biomicroscopia com lampada de fenda, microscopia especular, microscopia confocal, e
paquimetria, cada uma com sua indicacdo especifica na pratica diaria de oftalmologia
(JURKUNAS & COLBY, 2005). Podem ainda ser empregados métodos de analise in
vitro para avaliacdo morflogica e morfométrica endotelial como a microscopia
eletronica de varredura, a microscopia eletronica de transmissdo e a utilizacdo de
coloragfes vitais (GWIN et al., 1982; COLLIN & COLLIN, 1998; ABIB, 2000;
CANAVAGH et al., 2000; JALBERT et al., 2003; PIGATTO et al., 2006; PIGATTO et
al., 2008; FRANZEN et al., 2010; BERCHT, 2015; FREITAS, 2012).

A microscopia confocal permite a andlise in vivo de praticamente todas as
camadas da cornea, incluindo o filme lacrimal pré corneano e as inervagdes estromal e
subepitelial (JALBERT et al., 2003; KAFARNIK & FRITSCHE, 2007).

A paquimetria da coOrnea pode ser realizada utilizando um paquimetro
ultrassénico ou o microscopio especular de contato e de ndo contato (MODIS et al.,
2001). A medida da espessura corneana pela paquimetria mostra de forma indireta a
funcdo endotelial, ja que reflete o estado de sua deturgescéncia.

O microscopio especular é utilizado de forma rotineira na avaliacdo pré e pos
operatoria do endotélio corneano em individuos que serdo submetidos a cirurgias
intraoculares (ABIB, 2000; MCCAREY et al., 2008). E utilizado também para
determinar a toxicidade endotelial de farmacos e foi amplamente utilizado para pesquisa
da cicatrizacdo endotelial (BOURNE & KAUFMAN, 1976; LAULE et al., 1978;
HUANG, et al., 1989; LANDSHMAN et al., 1989; JACKSON et al., 1995; LIOU et



26

al., 2004). A microscopia especular pode ser realizada através da utilizacdo de
microscopios de contato e ndo contato. Na microscopia de contato ocorre o contato da
objetiva do microscopio com o epitélio da cornea do paciente, que proporciona uma
aplanacdo da curvatura corneana, levando a um aumento do reflexo especular, sendo
possivel uma imagem com até 800 células, o que ndo ocorre com o de ndo contato que
consegue obter imagens de 150-170 células (LAING et al., 1983;. TUFT & COSTER,
1990; ABIB, 2000; MACCAREY, 2008).

A microscopia eletronica de varredura tem sido amplamente utilizada em
estudos relacionados a morfologia corneana, a toxicidade de farmacos intra-
camerulares, a eficacia de meios de preservacdo da cornea e na avaliacdo da
ultraestrutura do endotélio de diferentes espécies (SVEDBERGH & BILL, 1972;
COLIN & COLIN, 1998; OJEDA et al., 2001; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al.,
2005a; PIGATTO et al., 2005b; RODRIGUES et al., 2006; PIGATTO et al., 2009;
TAMAYO ARANGO et al., 2009). Esta técnica permite a avaliacdo da morfologia e
das bordas celulares, além do padrdo mosaico endotelial (DOUGHTY, 1989). Entre os
parametros de avaliacdo do endotélio, possiveis de serem estudados por esta técnica,
encontram-se a area celular média, a densidade de células endoteliais, o coeficiente de
variacdo da area celular média e a porcentagem de células hexagonais (LAING et al.
1976; GWIN et al., 1982; PIGATTO et al., 2004).

3.4.1 O uso dos corantes vitais vermelho de alizarina e azul de tripano para avaliagdo

endotelial in vitro

O metodo tradicional para avaliacéo de vitalidade celular do endotélio da cornea
é a observacdo da densidade celular central pela microscopia especular (WILSON &
BOURNE, 1998; TERRY et al., 2005). No entanto, a microscopia especular tem suas
limitacGes e uma delas é a impossibilidade de diferenciacdo entre células saudaveis e
células com alteracdes degenerativas terminais (WILSON & BOURNE, 1998; PRICE
& PRICE, 2006).

Um dos métodos mais comumente empregados para determinar morte celular ou
areas lesadas no endotélio corneano é atraves do uso de coloragdes vitais por corantes
como o azul de tripano e vermelho de alizarina (SAAD et al., 2008). Esta técnica ja foi

utilizada em pesquisas com transplantes de cornea e estudos sobre o efeito de
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substancias no endotélio, como anestésicos de uso intraocular e outros, analisando
através de imagens fotogréficas, perdas quantitativas e qualitativas das células
(WERNER, 1998; EGGELING et al., 2000; LIOU et al., 2004; CHANG et al., 2005;
TERRY, 2009; LANDRY et al., 2011). Este método possibilita uma forma simples,
rapida e préatica de detectar danos celulares (TAYLOR & HUNT, 1981).

O azul de tripano é utilizado para identificar células do endotélio corneano
severamente danificadas ou mortas, corando seus nucleos se a membrana celular néo
estiver intacta. O vermelho de alizarina serve para identificar bordas celulares ou areas
expostas da membrana de Descemet (PARK et al., 2012). O uso em conjunto destes
dois corantes possibilita a identificacdo de todas as areas com dano celular em toda a
extensdo do endotélio (SAAD et al., 2008).

Véarios métodos de utilizacdo de corantes vitais para estudar dano endotelial
corneano foram utilizados em humanos e relatados na literatura. Foram descritos
diferentes protocolos em relacdo as concentragcbes dos corantes e aos tempos de
exposicdo (MEHTA, et al., 2008; SAAD et al., 2008). Park e colaboradores (2012)
testaram diversas concentracdes de azul de tripano e vermelho de alizarina em
endotélios corneanos de humanos e concluiram que o melhor deles seria o azul de
tripano a 0,4% e o vermelho de alizarina a 0,5%.

Para determinacdo dos parametros como densidade endotelial, polimegatismo, e
pleomorfismo, a contagem das células mesmo que realizada em um modo assistido por
computador é uma tarefa tediosa e que demanda tempo, o que pode levar o
experimentador a reduzir o niumero de células descritas para apenas algumas dezenas,
afetando a precisdo da estimativa destes parametros. Para superar esta situacdo, Ruggeri
e colaboradores (2009) desenvolveram um sistema informatizado que permite uma
estimativa fiel dos parametros morfométricos em amostras coradas com vermelho de
alizarina. Eles compararam o método manual com o computadorizado utilizando

cérneas de suinos e confirmaram a capacidade do sistema de fornecer dados confiaveis.
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4 ARTIGO

Este artigo foi escrito conforme as normas da revista Veterinary Ophthalmology

(ISSN: 1463-5224) e sera traduzido para o inglés no momento da sua submissao.

AVALIACAO DO ENDOTELJO CORNEANO DE GALINHAS (Gallus
gallus domesticus) APOS EXPOSICAO AO BESILATO DE ATRACURIO -
ESTUDO IN VITRO

Guimarédes Celeste B, Albuquerque Luciane de, Pigatto Jodo AT.

Resumo

Objetivo: A musculatura iridiana de varias espécies de aves é estriada esquelética,
dessa forma o controle da midriase em transoperatérios intraoculares ndo é conseguida
por agentes que atuem no sistema nervoso autbnomo, como no caso dos mamiferos. O
besilato de atracurio é um agente neurobloqueador que provoca miorrelaxamento
esquelético. O uso intracameral de atracurio na camara anterior do olho promove
midriase imediata em aves, fundamental em cirurgias de remocéo da catarata. Portanto
objetivou-se verificar a repercussdo do uso de besilato de atracirio no endotélio
corneano de galinhas. Procedimentos: Foram estudados 20 corneas de 10 galinhas,
machos ou fémeas, com 21 dias, que foram divididas em dois grupos: G1, composto por
cérneas dos bulbos oculares esquerdos (grupo experimental) e G2, cdrneas dos bulbos
oculares direitos (grupo controle). No grupo experimental foram aplicados 0,2 ml de
besilato de atracurio durante 3 minutos e apos, as cdrneas foram lavadas com solucédo
salina a 0,9%. As cdrneas do grupo controle receberam apenas solucdo salina a 0,9%.
As corneas de ambos os grupo foram entdo coradas com a técnica de coloracdo vital
primeiramente com vermelho de alizarina a 0,2% e ap6s, com azul de tripano a 0,25% e
visualizadas por microscopia 6ptica e foram obtidas 10 imagens fotogréficas aleatérias
de cada amostra. Resultados: Demonstrou-se que a area de desnudamento endotelial e
exposicdo da membrana de Descemet no grupo experimental (G1) é significativamente
(22,23% +/- 13,67%) maior que a do grupo controle (G2) que foi de 0,75%. Concluséao:
Foi possivel concluir que o besilato de atracurio induziu dano ao endotélio corneano de
galinhas.

Descitores: corantes vitais, aves, dano endotelial, vermelho de alizarina
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Abstract

Objective: The iridian muscle of various species of birds is skeletal striated, this way,
the control of intraoperative mydriasis in intraocular procedures is not achieved by
agents that act in the autonomous nervous system, as in the case of mammals. The
atracurium is a neuromuscular blocking agent that causes skeletal muscle relaxation.
The intracameral use of atracurium in the anterior chamber promotes immediate
mydriasis in birds, fundamental in cataract surgeries. Therefore this study aimed to
check the effect of the use of atracurium in the corneal endothelium chickens.
Procedures: Twenty corneas of ten chickens, females and males, 21 days old, were
divided into two groups: G1, compound by corneas of the and the lefts eye bulbs
(experimental group) and G2, formed by corneas of the rights ocular bulbs (control
group). In the experimental group there were 0.2 ml of atracurium besylate applied for
three minutes and then the corneas were washed with 0.9% saline solution. The corneas
oh the control group received only saline 0.9% solution. The corneas of both of groups
were then stained with the vital staining technique firts with alizarin red 0,2% and then
wiht trypan blue 0,25%, and visualized by light microscopy and 10 random photographs
were obtained of each sample. Results: The results confirm that the area of endothelial
denudation and Descemet's membrane exposure on the experimental group (G1) is
significantly higher (22,23% +/- 13,67%) than in the control group (G2) that was
0,75%. Conclusion: It was concluded that the atracurium induced damage on the
corneal endothelium of chickens.

Keywords: vital dye staining, endothelial damage, alizarin red.

INTRODUCAO

O endotélio corneano é uma monocamada de células poligonais interligadas que
compde a superficie posterior da cornea (***). A integridade e a atividade metabdlica
endoteliais sdo essenciais para a manutencdo da transparéncia da cornea(®>”’). AlteragGes
nas células endoteliais podem ocorrer em funcéo da idade, farmacos, doencas oculares
ou procedimentos cirtrgicos intraoculares (>®#27).

Doencas oculares como a opacidade do cristalino ou de sua cépsula, sdo causas
comuns de cegueira em aves idosas em cativeiro ou de vida livre. Geralmente séo
causados por motivos como trauma, heranca genética, fatores toxicos ou inflamatorios
(112 Catarata juvenil foi relatada em calopsitas e corujinhas-do-mato (*!3). Em
canarios, caracteristicas hereditarias tém sido incriminadas como a causa dessas
opacidades (*%). Cataratas congeénitas bilaterais em filhotes de avestruz foram também
descritas por Black (1993) (*).
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A acuidade visual é fundamental para que as aves consigam se alimentar, devido
a esse fato, a cirurgia para remocgdo da catarata em aves de vida livre evita a sua
permanéncia em cativeiro ou até mesmo que sejam encaminhadas para eutanasia nas
situagbes em que desenvolvem opacificacio da lente (*°). Em aves de rapina, como
abutres, técnicas de puncao e aspiracdo, extragdo extracapsular e facoemulsificagdo séo
possiveis e tém sido executadas com sucesso (1214).

O uso de bloqueadores neuromusculares se faz necessario para gerar midriase
em aves, ja que a iris de varias espécies possui musculatura estriada () que é
irresponsiva aos midraticos e ciclopégicos usuais (*1). O uso de besilato de atractrio
como midrético em cirurgias de cataratas em aves ja foi descrito por alguns autores
como um método eficaz (*"18).

Objetivou-se avaliar a repercussdo do besilato de atracurio no endotélio

corneano de galinha.
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MATERIAIS E METODOS

Utilizaram-se 20 cdrneas de 10 galinhas (Gallus gallus domesticus) da linhagem
Cobb500, machos ou fémeas, com 21 dias de idade, higidos, com peso médio de 2,500
Kg, advindos da linha de abate da estacdo experimental agrondmica da UFRGS,
localizada em Eldorado do Sul-RS.

A pesquisa foi conduzida conforme as normas da Association for Research in
Vision and Ophthalmology (ARVO) e aprovada pela Comissdo de Pesquisa da
Faculdade de Veterinaria da UFRGS.

Todos os bulbos oculares foram submetidos ao exame oftalmico, realizando-se,
biomicroscopia com lampada de fenda! (Kowa SL 15, Japao) e prova da fluoresceina2
(Allergan, Brasil) anteriormente ao experimento.

Apds o abate humanitario, realizou-se enucleacao subconjuntival e remocédo dos
botBes corneoesclerais em 360°, tomando-se a regido limbica como referéncia, a uma
distancia de 2 a 3 mm em dire¢do a esclera.

As amostras foram distribuidas em dois grupos compostos por 10 cdrneas cada.
Sendo G1 o grupo experimental composto pelas cérneas dos bulbos oculares esquerdos
e G2, o grupo controle formado pelas cérneas dos bulbos oculares direitos.

O processamento e a analise do material foram realizados no Hospital de
Clinicas Veterindrias da UFRGS. Apds a excisdo dos botdes corneoesclerais, estes
foram colocados em uma lamina de vidro para microscopia com a face endotelial
voltada para cima. As corneas esquerdas (G1 - grupo experimental) foram expostas a
0,2 ml de besilato de atractrio (2 mg) (Cristalia, Brasil) durante 3 minutos e apds
enxaguadas com solucdo salina a 0,9%. Nas corneas direitas (G2 - grupo controle),
somente houve aplicacdo de solucéo salina a 0,9%.

Ambos os grupos foram corados através da técnica descrita por Taylor e Hunt
(1981): receberam o corante azul de tripano a 0,25% (diluido em solucéo salina a 0,9%)
por gotejamento durante 90 segundos. Ap6s, foram enxaguados com 1 ml de solucédo
salina a 0,9% duas vezes. A seguir, por gotejamento, receberam o corante vermelho de
alizarina a 0,2% (com pH ajustado em 4,2) durante 90 segundos e novamente
enxaguado com solucéo salina a 0,9% da mesma forma.

Para avaliacdo endotelial e registro fotogréafico digital do endotélio foi utilizado
microscopio optico (Nikon E200, Japdo). De cada amostra foram obtidas aleatoriamente

dez imagens com aumento de 10X.
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A area total de cada fotomicrografia foi mensurada com auxilio do software
Image Tool, assim como a area de lesdo, e assim foram obtidos os percentuais de dano
endotelial.

Foi realizado teste de comparacdo de medias para amostras pareadas (teste t)
utilizado um nivel de confianca de 95%, no intuito de verificar diferenga estatistica
entre a média de ocorréncia de lesdo nos olhos esquerdos, G1 (grupo experimental) e

direitos, G2 (grupo controle).

RESULTADOS

Com a microscopia éptica associada aos corantes vitais foi possivel visibilizar as
células endoteliais em todas as imagens analisadas. Em todas as cdérneas do grupo
experimental (G1), houve éareas coradas com vermelho de alizarina. N&o houve
evidéncias de células endoteliais coradas com azul de tripano.

Demonstrou-se que a area de desnudamento endotelial e exposi¢do da membrana
de Descemet no grupo experimental (G1) (Fig.1) € maior que a do grupo controle (G2)
(Fig.2).

O resultado do teste demonstra que a média do grupo experimental é

significativamente maior (22,23% +/- 13,67%) que a média do grupo controle, que foi
de 0,75% (t=3,678; p=0,005) (Grafico 1).

Fig. 1: Fotomicrografias dpticas do
endotélio corneano de galinha do G1
coradas com vermelho de alizarina.
Observam-se areas com perda celular
(A- setas) e desnudamento endotelial
(B e C). As areas de dano em cada
fotomicrografia foram de 8%, 17% e
42% respectivamente. Aumento de 10
vezes.




Fig. 2: Fotomicrografias Opticas do
endotélio corneano de galinha do G2
corado com vermelho de alizarina.
Observa-se o padréo regular de
células poligonais justapostas (A, B e
C) Aumento de 10 vezes
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Grafico 1: Representacdo grafica dos valores médios percentuais e individuais
das perdas celulares do endotélio corneano de galinhas submetidos a exposicdo
ao besilato de atracurio. G1 (grupo experimental) em vermelho e G2 (grupo
controle) em azul demonstrando diferenga significativa entre os grupos.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

O besilato de atracdrio € um farmaco que age sobre a ligacdo neuromuscular
provocando o miorrelaxamento esquelético. Usualmente aplicado por via intravenosa
provocando bloqueio neuromuscular completo entre um e dois minutos por um
mecanismo de competicdo ndo despolarizante e o tempo de duracdo de seus efeitos
sistémicos é de 15 a 35 minutos. (**%). O uso sistémico do besilato de atractrio pode
causar paralisia dos musculos da respiracdo por sua acao indireta na placa motora. Pode
ocorrer broncoconstricdo em decorréncia da liberacéo de histamina, além de diminuicéo
da freqiiéncia cardiaca e queda da presséo arterial ().

No intuito de ndo promover os efeitos sistémicos do besilato de atracurio, mas
somente sua acdo local na musculatura iridiana para gerar midriase em cirurgias
intraoculares, tem se realizado aplicacdo intracameral com efeitos satisfatorios e tempo
de duracdo superior a 150 minutos. Os autores que relataram o uso desta técnica referem
a auséncia de sinais clinicos oftalmolégicos e sistémicos durante e ap6s o procedimento
(17,18,23)_

Sendo assim, a importancia do tema, aliada a falta de dados sobre a repercussédo
do besilato de atracdrio no endotélio da cornea, motivaram a realizacdo deste estudo. A
opcao do estudo in vitro, utilizando olhos de galinha provenientes do abate, constitui-se
numa alternativa viavel, principalmente do ponto de vista €tico, ja que evitou o 6bito de
animais por motivos relacionados exclusivamente a esta pesquisa.

O numero de amostras ndo foi amior devido a necessidade de seu processamento
em até seis horas ap6s o Obito dos animais. Estudos prévios realizados com bulbos
oculares enucleados demonstraram ser possivel analisar a cornea em até 6 horas post
morten sem que ocorram alteracdes estruturais no endotélio (242>:26.17:27.28)

As amostras foram divididas em dois grupos: grupo experimental, G1 (10
corneas) e grupo controle, G2 (10 cérneas), constituidos por olhos esquerdos e direitos
respectivamente, levando em consideracdo que estudos prévios relatam a inexisténcia de
diferenca em relacdo aos parametros endoteliais obtidos entre os bulbos dos olhos
direito e esquerdo (?30:2431.322833) "19go, a avaliacdo de um olho permite inferir os
resultados obtidos para o olho adelfo.

O método de avaliacdo do endotélio corneano atraves da utilizacdo de coloragdes

vitais possibilita uma forma simples, rapida e pratica de detectar danos celulares (*°).
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Esta técnica foi aplicada neste estudo utilizando-se os corantes vermelho de alizarina e
azul de tripano e demonstrou ser um protocolo possivel de ser usado para corar 0
endotélio corneano de galinhas visto que se obtiveram imagens nitidas da monocamada
endotelial. O corante vermelho de alizarina cora os espacgos intercelulares e a exposi¢do
da membrana de Descemet em locais onde ocorreu perda ou necrose celular, ja o azul de
tripano cora 0s nucleos de células mortas, em que a membrana celular ndo esta intacta.
(36).

Neste experimento foi possivel visualizar efeitos toxicos imediatos causados
pela exposicdo do endotélio da cornea de galinhas ao besilato de atracurio em todas as
cérneas do grupo experimental (G1). As areas de perda celular e desnudamento
endotelial com exposicdo da membrana de Descemet foram coradas pelo vermelho de
alizarina.

As corneas do grupo controle (G2) também possuiam &reas coradas pelo
vermelho de alizarina. A técnica utilizada para excisao corneal e a manipulacéo durante
o0 procedimento de coloracdo podem ser responsaveis por essas areas de perda celular.

A toxicidade endotelial corneana foi relacionada as substancias que entram em
contato com endotélio, baseado em suas composicdes quimicas (3'), pH (*®) e
osmolaridades (*9).

Gonnering e colaboradores (1979) submeteram endotélios de coelhos e de
humanos a solucGes que variavam seu pHs de 3,5 a 10 em um estudo in vitro.
Concluiram através de paquimetria, microscopia eletronica de varredura (MEV) e
microscopia eletronica de transmissdo (MET) em diferentes tempos de exposicdo que
fora do intervalo de 6,5 a 8,5, ocorriam alteracdes estruturais e funcionais. A ruptura dos
complexos juncionais levava a quebra da funcdo barreira do endotélio. O dano celular
foi proporcional a magnitude da alteragdo de pH e ao tempo de exposicio (8).

Edelhauser e colaboradores (1981) perfundiram o endotélio corneano de
humanos e coelhos com solucdo salina balanceada em diferentes osmolaridades e
observaram que a perfusdo hiposmdtica causou aumento na espessura corneana.
Utilizaram MEV e MET para andlise endotelial e concluiram que o endotélio corneano
pode tolerar solugbes com osmolaridade de 200 a 400 mOsm/L sem ruptura celular,
desde que ions essenciais estejam presentes ().

O pH do besilato de atracurio é de 3,25 a 3,65, e sua osmolaridade é de 10 - 30
mOsmol/L estando abaixo do intervalo tolerado pelo endotélio corneano, sendo acido e

hiposmatico em rela¢do ao humor aquoso, o que eu pode justificar seu efeito toxico.
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O tempo de exposicdo do endotélio da cornea ao besilato de atracdrio neste
estudo foi de trés minutos, levando se em conta que outro estudo previamente realizado
mostrou que o endotélio corneano de coelhos e humanos sofreu dano quando exposto a
uma solugdo com pH 3,5 durante 5 minutos (%)

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que a preparagdo
comercial de besilato de atracurio induziu dano ao endotélio corneano de galinhas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com o presente estudo, nas condigdes experimentais, foi possivel concluir que o
besilato de atractrio induz dano ao endotélio corneano de galinhas. E importante
ressaltar que ndo foram correlacionadas as alteracdes endoteliais observadas com o
comprometimento funcional do endotélio. Neste sentido, novos estudos seriam

necessarios.
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