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Resumo

Para avaliar o uso da tenecteplase na facoemulsificacao
transoperatéria em coelhos sadios, o estudo foi realizado
com quinze coelhos da raca Nova Zelandia, divididos em trés
grupos: grupo controle (CG) grupo nao tratado (UG) e grupo
tratado (TG). UG e TG foram operados por facoemulsificacao
e TG recebeu 50 pg /0,3 mL de tenecteplase intracameral. As
avaliagdes pos-operatoérias foram 24 h, 72 h, 7 dias, 15 dias e
21 dias. No TP21 os animais foram submetidos a eutanasia
e amostras de humor aquoso foram coletadas. Nao foram
observadas diferencas significativas nas avalia¢cdes clinicas
entreo CGeoTGemrelagdo as taxas deincidéncia de pressdo
intraocular (PIO), edema de cérnea, depdsitos de fibrina,
hifema, flare aquoso e sinéquia. Na avaliacdo fisico-quimica
do humor aquoso, ndo houve diferencas significativas entre
0s trés grupos em relacdo aos valores de pH e concentragées
de ions cloreto. Os valores de densidade de humor aquoso
foram estatisticamente diferentes entre CG e os outros
grupos. Na avaliacdo histologica, ndao houve diferencas
significativas entre os grupos. O uso da tenecteplase na
facoemulsificagdo transoperatéria em coelho ndo apresentou
diferencas significativas em termos de parametros clinicos,
fisico-quimicos e histolégicos.

Palavras-chave: catarata, fibrina, inflamacdo ocular,
Oryctolagus cuniculus, facoemulsificacao, tenecteplase.

Abstract

To evaluate the use of tenecteplase in transoperative
phacoemulsification in healthy rabbits, the study was carried
outwithfifteen New Zealand rabbits, divided into three groups:
control group (CG), untreated group (UG) and treated group
(TG). UG and TG were operated by phacoemulsification and
TG received 50 pg / 0.3 mL of intracameral tenecteplase. The
postoperative evaluations were 24 h, 72 h, 7 days, 15 days and
21 days. In TP21 the animals were submitted to euthanasia
and aqueous humor samples were collected. No significant
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differences were observed in the clinical evaluations between CG and
TG in relation to incidence rates of intraocular pressure (IOP), corneal
edema, fibrin deposits, hyphema, aqueous flare and synechia. In the
physicochemical evaluation of the aqueous humor, there were no
significant differences between the three groups in relation to pH
values and concentrations of chlorideions. The aqueous humor density
values were statistically different between CG and the other groups.
In the histological evaluation, there were no significant differences
between the groups. The use of tenecteplase in transoperative
phacoemulsification in rabbits did not present significant differences
in terms of clinical, physicochemical and histological parameters.
Keywords: cataract, fibrin, ocular inflammation, Oryctolagus cuniculus,
phacoemulsication, tenecteplase.

Introducgao

A catarata esta entre as doenc¢as que mais causam perda da acuidade visual em seres
humanos e nos animais domésticos™. A retirada da lente com catarata é o unico
tratamento efetivo e a técnica mais utilizada é a facoemulsificacdo (FACO), devido a
rapida recuperacgdo visual e ao menor indice de complicagdes pods-operatoériast’-2.

As complica¢Bes mais comuns no pés-operatoério estdo relacionadas com a uveite e os
depositos de fibrina. A uveite € um processo inflamatério de partes ou da totalidade
da Uvea, em consequéncia da resposta imune a presenca de proteinas lenticulares
e manipulacdo tecidual excessiva, causando alteracdes na producdao do humor
aquoso, levando a hipotonia do bulbo ocular, vermelhidao, miose, dor, diminui¢ao da
transparéncia corneana, iris bombé e, consequentemente, hipertensao com glaucoma
secundario. A persisténcia desse processo inflamatério pode levar a formacao de
sinéquias e glaucoma secundario®4,

A deposicao de fibrina na camara anterior esta relacionada com a quebra da barreira
hematoaquosa, migracdao de células inflamatérias e excesso de manuseio das
estruturas intraoculares. Consequentemente, predispde a ocorréncia das sinéquias,
irregularidades pupilares, formacao de precipitados ceraticos, altera¢cdes na pressao
intraocular (P10) e turbidez do humor aquoso que refletem em dor e baixa acuidade
visual®67:8),

A uveite e os depdésitos de fibrina estdo associados as injurias teciduais causadas pela
manipula¢do das estruturas intraoculares, o turbilhonamento de fluidos devido ao
processo de irrigacdo, aspira¢ao e emulsificdo que podem romper a barreira hemato-
aquosa (BHA) do bulbo ocular”®, A BHA sob injdria ou estimulos inflamatérios promove
a contra¢do do endotélio vascular favorecendo o extravasamento de liquido, células e
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proteinas do compartimento vascular para camara anterior. Como consequéncia, tem
um aumento na celularidade e na presenca de fibrina no humor aquoso®.

Varios protocolos cirdrgicos e medicamentosos sao propostos na tentativa de amenizar
as complica¢des intraoperatorias, responsaveis por gastos adicionais e altera¢bes
clinicas aos pacientes. O uso de agentes farmacolégicos com aplica¢do intracameral
como a lidocaina 1% sem conservantes, heparina, indometactina, fluorouracil,
colchicina, metotrexato® e anti-inflamatorios inibidores seletivo de COX-2 como o
celocoxib e rofecoxib"? e ativadores de plasminogénio teciduais sdo os mais usados®.

Os ativadores de plasminogénio teciduais sintéticos (TPAs) sdo proteases com atividades
fibrinoliticas que atuam na conversao do plasminogénio em plasmina responsavel pela
degradacdo da fibrina®. Sao utilizados no tratamento tromboembdlico do infarto do
miocardio em humanos pelaviaintravenosa, quando aplicadosviaintraocular apresenta
a mesma acao de clivar a fibrina e dissolver coagulos sem causar danos ao endotélio
corneano‘' 2. Nos tratamentos para dissolucdo de fibrina™ e hifema¥ resultantes de
complicacdes cirurgicas, alteracdes vitreas como hemorragias subretianias, liquefacao
vitrea e deslocamento vitreo posterior), o TPA esta entre as drogas de eleicdo. Na
medicina veterinaria, o TPA tem sido empregado no transoperatério das cirurgias de
cataratas"'®, na reducao de fibrina e hifema no pds-operatorio de cirurgias oculares®”
e na reducdo do hifema traumatico‘?.

O uso de TPA no transoperatério de cirurgia de catarata congénita em humanos e
pacientes diabéticos vem sendo relatado como uma medida profilatica na prevencdo
de deposicdo de fibrina. As sequelas desencadeadas pela presenca da fibrina podem
ser relacionadas com retardamento da recuperac¢do da acuidade visual dos pacientes,
uveites cronicas e possiveis opacidades da capsula posterior®19),

A tenecteplase (TNKase) é um TPA de terceira geracao que tem um tempo de meia
vida maior, apresenta melhor eficacia e seguranca, sendo mais seletivo no coagulo
ja formado que os de primeira e segunda geracao de TPAs")., Contudo, ndo foram
encontrados na literatura consultada informacdes referentes a aplicacdo da TNKase
intraoperatoéria na FACO e sua avaliagdo no pds-operatoério imediato. Face ao exposto,
propde-se avaliar o emprego da TNKase no transoperatério de FACO em coelhos
higidos, com vistas a descrever os aspectos relacionados aos parametros clinicos e a
avaliacao fisico-quimica do humor aquoso.

Material e métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Goias (Universidade Federal de Goias - UFG), protocolo n°.
022/15, e cumpriu as diretrizes para experimentacdo Association for Research in Vision
and Ophthalmology (ARVO).

A TNK (Metalyse®, Boehringer-Ingelhein, Itapecerica da Serra / Sao Paulo (SP) / Brasil)
foi processado em uma cobertura de fluxo laminar por diluicdo com solucao salina
balanceada (BSS) até atingir uma concentracao de 0,05% (50 pg). A solucao foi dividida
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em aliquotas de 0,1 ml, que foram armazenadas em microtubos em freezer a-80 °C (15).
As amostras foram retiradas do freezer no dia do procedimento cirurgico e mantidas
em um refrigerador a -20 °C até o uso, quando foram descongeladas em temperatura
ambiente.

Foram utilizados trinta olhos de 15 coelhos albinos da Nova Zeldandia machos com
idade entre 90 a 160 dias e peso de 2,5 a 3 kg. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais na Unidade de Experimentacao Animal, Escola de Veterinaria e Zootecnia
(EVZ / UFG), com livre acesso a comida e agua, ciclo de luz de 12 horas e temperatura
de 24 °C.

Antes do inicio do experimento, os animais foram submetidos a exames clinicos,
oftalmolégicos e hematoldgicos para certificar sua saude geral e ocular. O exame
oftalmolégico consistiu na seguinte sequéncia, sempre realizada pelo mesmo
avaliador: teste de Schirmer, avaliacdo neuro-oftalmoldgica (resposta a ameaca, teste
ofuscante, reflexo palpebral, reflexo fotopupilar direto e consensual), mancha ocular
com fluoresceina, tonometria (Tono-Pen Avia® Applanation (Reichert, Buffalo, Nova
lorque, EUA), exame de luz de fenda e oftalmoscopia indireta. Essa sequéncia do exame
oftalmoloégico foi realizada nos sete dias anteriores a FACO (ponto do tempo - TP 0) e
um (TP1), trés (TP3), sete (TP7), 15 (TP 15) e 21 (TP 21) dias depois da FACO.

Seis olhos de outros trés coelhos, ndo submetidos ao procedimento cirurgico, foram
utilizados como controle (GC) para avaliacdo de parametros fisico-quimicos do humor
aquoso.

Os animais passaram por periodo de adapta¢dao com colar elisabetano ao longo de sete
dias antes do procedimento cirurgico, que foi realizado sem jejum prévio. O processo
para obtencdo da midriase farmacoldgica iniciou-se uma hora antes da cirurgia e
consistiu na utilizacdo de uma gota de colirio de tropicamida a 1% (Mydriacyl®, Alcon,
Sao Paulo/SP/Brasil) e, apds quinze minutos, uma gota de colirio de epinefrina a 10%
(Fenilefrina 10%®, Allergan, Guarulhos/SP/Brasil).

Asmedica¢des pré-anestésicas utilizadasforam 2 mg/kg de morfina porviaintramuscular
(IM) e 10 mg/kg de cetamina associada a 5 mg/kg de xilazina por via IM. A inducao
anestésica foi realizada com 2 mg/kg de propofol por via intravenosa (IV), seguiu-se
intubagdo com sonda orotraqueal n°® 3 e manutencdo anestésica com isoflurano no
circuito aberto. Os pacientes foram, entdo, posicionados em decubito dorsal com o
plano rostral paralelo ao teto, apoiados em colchao inflavel. Com o coelho em plano
anestésico e bulbo ocular centralizado, instilou-se uma gota de colirio anestésico a base
de proximetacaina a 0,5% sobre a superficie ocular (Anestalcon®, Alcon, Sao Paulo/SP/
Brasil).

Com bisturi 15 graus de 1Tmm, foi realizada paracentese da camara anterior em
cornea clara entre a posicao de 3 e 2 horas. Procedeu-se aplicacdo intracameral de
0,2ml de azul de Trypan 0,1% (Ophthalmus, Sdo Paulo/SP/Brasil), lavagem com soluc¢ao
salina balanceada (BSS) e preenchimento da camara anterior com metilcelulose a 2%
(Ophthalmus, Sao Paulo/SP/Brasil). Seguiu-se a incisdao principal com bisturi 45 graus
de 3,2 mm, entre 9 e 10 horas, em coérnea clara; a capsulorrexe foi executada com
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a utilizacdo de cistitimo e pinca de Utrata introduzidos pela incisao principal. Apds
hidrodisseccdo com BSS e rotacao do nucleo lenticular, a caneta do facoemulsificador
(Phaco XL®, Start, Monrovari, Canada) foi inserida na incisdo principal e o nucleo da
lente foi esculpido, retirando-se pequenos fragmentos, pelo processo de emulsificacao,
até obter um anel de coértex no saco capsular. Um gancho de Drysdale (Chopper) foi
introduzido pela incisdo corneana acessoéria, auxiliando na rotacdo e manejo dos
fragmentos lenticulares, direcionando-os para caneta. O anel de cortex remanescente
foi aspirado utilizando-se uma canula de dupla via. Seguiu-se sutura da incisdo principal
comdois pontos interrompidos simples com fio Nylon 9-0. Durante todo o procedimento
cirurgico, o bulbo ocular foi irrigado com BSS e a metilcelulose a 2% foi reaplicada para
manutencao da camara anterior.

Os olhos pertencentes ao GT receberam, via paracentese, 0,1 ml de solucao de
tenecteplase a 0,05% na camara anterior, imediatamente apds a corneorrafia; e os
olhos pertencentes ao GNT receberam 0,17 ml de BSS.

No pds-operatoério imediato, todos os olhos receberam uma Unica aplicacdo de 20 mg de
gentamicina associada a 1 mg de dexametasona por via subconjuntival; e aplicacdo de
pomada oftalmica a base de terramicina no saco conjuntival. O protocolo de analgesia
poOs-operatoéria consistiu de 4 mg/kg de cloridrato de tramadol por via subcutanea a
cada 8 horas por trés dias; uma dose de 0,2 mg/kg de meloxicam e duas doses de 0,1
mg/kg de meloxicam com intervalo de 24 horas. Todos 0s animais receberam uma gota
de colirio de tropicamida a 1% a cada 8 horas por trés dias e utilizaram colar elisabetano
durante os 21 dias de pos-operatorio.

O exame do segmento anterior de todos os olhos foi realizado sete dias antes do
procedimento cirurgico (M,), e no primeiro (M, ), terceiro (M, ); sétimo (M,,), décimo
quinto (M, ) e vigésimo primeiro dia (M,, ) apés a FACO.

O exame oftalmoldgico consistiu em teste da fluoresceina, anestesia da superficie ocular
utilizando o colirio de cloridrato de proximetacaina a 0,5%, tonometria de aplanagao
(Tonopen Aviavet, Reichert, Estado Unidos) e biomicroscopia com lampada em fenda.

Durante o exame de biomicroscopia com lampada em fenda, foram avaliadas a cérnea,
a camara anterior e a iris. A cornea foi avaliada quanto a presenca de opacidade
difusa, obedecendo aos escores descritos por Mc Donald e Shadduck®: 0- ausente, 1-
discreta, com boa visibilidade de detalhes da iris, 2- moderada, com baixa visibilidade
dos detalhes da iris, 3- grave, com detalhes da iris ndo visiveis (Tabela 1).

Na camara anterior foram avaliados a presenca de flare aquoso e fibrina. Os escores
de graduacao do flare aquoso foram os descritos por Hogan®® 0- ausente, 1- discreto,
com boa visibilidade dos detalhes da iris, 2- moderado, com reducdo da visibilidade
dos detalhes da iris, 3- grave, sem visibilidade dos detalhes da iris. Os escores relativos
a deposicao de fibrina na camara anterior foram os descritos por Zarei et al.?": 0-
ausente, 1- discreto, ocupando apenas um quadrante da borda pupilar, 2- moderada,
ocupando 2 a 3 quadrantes da borda pupilar, 3- grave, ocupando toda a borda pupilar.
Outro parametro avaliado foi a presenca ou auséncia de hifema (Tabela 1).

A iris foi avaliada quanto a inflamacao por meio da observacdo dos sinais hiperemia e
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edema. A inflamacgao da iris foi graduada em escores adaptados dos critérios descritos
por Mc Donald e Shadduck®?: 0- ausente, 1- discreta, com hiperemia focal, sem alteragao
no reflexo de fundo com a retroiluminacdo; 2- moderada, com hiperemia difusa, com
reflexo a retroiluminag¢do reduzido e 3- grave, hiperemia difusa, com perda do reflexo
a retroiluminacgao. Outro parametro avaliado foi a presenca ou a auséncia de sinéquia
anterior ou posterior (Tabela 1).

A eutanasia dos coelhos foi realizada no vigésimo primeiro dia pds-operatério. A
veia marginal da orelha foi canulada com cateter 24G e foi aplicado 150 mg/kg de
pentobarbital (Tiopental sédico, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda., SGo Paulo/SP/Brasil)
e 10 ml de cloreto de potassio a 19,1% (Equiplex Ind. Quim & Farm. Ltda, Aparecida de
Goiania/GO/Brasil).

Apds a eutanasia, os animais foram imediatamente submetidos a remoc¢ao do bulbo
ocular e a colheita de 0,4 ml de humor aquoso por paracentese da camara anterior.
O humor aquoso colhido foi acondicionado em frasco de poliproleno com EDTA e foi
homogeneizado com auxilio de uma pipeta e fracionado em aliquotas para analise
fisica e bioquimica.

A analise do humor aquoso ocorreu no Laboratério Multiusuario de Patologia Clinica
Veterinaria do Programa de Pés-graduagao em Ciéncia Animal da Escola de Veterinaria
e Zootecnia da UFG.

Adensidade do humor aquoso foi avaliada por refratometria (Ellman BIO 2000®, Bioplus,
Barueri/SP/Brasil). O pH das amostras foi verificado pelo método universal, utilizando-
se fitas indicadoras. Foram quantificadas a concentracao de proteinas totais e de ions
cloreto pelo teste colorimétrico (CM 200, Wiener lab Group, Rosario, Argentina).

A avalicao histopatolégica foi realizada no Instituto de Patologia e Saude Publica da
Universidade Federal de Goias IPTSP - UFG.

As estruturadas avaliadas foram cérnea, corpo ciliar, iris e angulo de drenagem. As
alteracdes principais alteracdes observadas foram presenca de sinéquia, fibrina,
fibrose e hemorragia e graduadas como presente ou ausente. No angulo de drenagem,
foi avaliada a presenca/auséncia de celularidade e espacamento celular; nos processos
ciliares, avaliou-se a ocorréncia de aderéncias entre as estruturas.

Os testes estatisticos foram realizados com a finalidade de comparacao entre GC, GT e
GNT; e entre 0 momento basal (M ) e os demais momentos (M., M,, M, , M.., e M

1d’ 3d’ 7d’ 15d 21d)
em cada grupo.

Os dados foram processados utilizando-se software BioEstat 5.0. As comparacdes entre
gruposeosmomentosavaliados,envolvendovariaveisquantitativas(pressaointraocular,
pH, densidade e concentracdo de proteina total e ions cloreto no humor aquoso) foram
realizadas por meio de Teste T de Student. As variaveis qualitativas quantificadas pelos
escores (opacidade corneana, flare aquoso, fibrina na camara anterior e inflamacgdo da
iris) foram avaliadas pelo Teste de Kruskal-Wallis e as variaveis binarias quantificadas
pela presenca ou auséncia (infiltrado, hiperemia, hemorragia, edema e fibrina) foram
avaliadas pelo teste de Bootstrap - dados dicotdmicos e Wilcoxon. Os valores de P
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menores que 0.05 (p<0.05) foram considerados estatisticamente significativos.

Tabela 1. Escores de opacidade difusa da cornea, flare aquoso, fibrina e hifema na camara
anterior e inflamacao da iris("71813)

Paramétros Escore  Descrigao
Opacidade corneana 0 Ausente
1 Discreto, com boa visibilidade dos detalhes da iris
2 Moderado, com reducdo da visibilidade dos detalhes da iris
3 Severo, sem visibilidade dos detalhes da iris
Flare Aquoso 0 Ausente
1 Discreto, com boa visibilidade dos detalhes da iris
2 Moderado, com redugdo da visibilidade dos detalhes da iris
3 Severo, sem visibilidade dos detalhes da iris
Fibrina 0 Ausente
1 Discreto, ocupando apenas um quadrante da borda pupilar
2 Moderada, ocupando 2 a 3 quadrantes da borda pupilar
3 Severa, ocupando toda a borda pupilar
Hifema + Presente
- Ausente
Inflamagdo da iris 0 Ausente
1 Discreta, com hiperemia focal, sem alteracdo no reflexo de

fundo com a retroiluminacao

2 Moderada, com hiperemia difusa, com reflexo a retroiluminagdo
reduzido
3 Severa, hiperemia difusa, com perda do reflexo a

retroiluminagdo

Sinéquia + Presente

- Ausente

Resultados

No exame neuroftalmoldgico, todos os parametros observados foram mantidos
normais em ambos os grupos, durante todo o experimento. Ndo foi observada
diferenca significativa entre os valores de pressdo intraocular (PIO) do grupo tratado
(GT) e do grupo nao tratado (GNT) em nenhum dos momentos avaliados (Tabela 2).
Contudo, dentro dos dois grupos, verificou-se aumento significativo da PIO no M, .. Ja
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em M,, e M, os valores da PIO se equipararam aos valores basais em e, em M,
houve diminui¢do significativa dos valores de PIO quando comparados aos valores
basais (M0). A PIO finalmente se normalizou em M,, , no GT e GNT (Tabela 2).

Houve opacidade corneana difusa no po6s-operatério de todos os olhos em ambos
0s grupos e nao se verificou diferenca significativa quanto ao escore de opacidade
corneana entre 0os GNT e GT dentro de um mesmo momento. Avaliando o grau de
opacidade corneana em diferentes momentos dentro de um mesmo grupo, observou-
se maiores graus de opacidade nos momentos M, , M_, e M, com diferenca significativa
entre o M, e M,,, no GNT (Grafico 1, Figura 1).

1d’

O flare aquoso foi observado em ambos 0s grupos nos escores ausente, discreto e
moderado, mas sem diferenca significativa entre GNT e GT. Dentro de um mesmo
grupo, observou-se no GNT diferenca significativa entre M, , e M., e entre M, e M, .
No GT, a diferenca em relagdo a M, ocorreu nos tempos M, ;e M, ., e M., eM,,  (Grafico
1, Figura 1).

15d

A formacao de fibrina foi verificada em ambos os grupos de forma discreta e moderada,
sem apresentar diferenca estatistica entre os grupos e nos diferentes momentos de
avalia¢ao clinica (Grafico 1, Figura 1). Os coagulos de fibrina, quando presentes, estavam
localizados préoximos a borda pupilar.

A inflamacdo da iris foi um achado frequente no pds-operatério dos dois grupos
avaliados, sem diferenca significativa nos escores de inflamacao entre os grupos nos
mesmos momentos. Comparando-se os momentos avaliados dentro de um mesmo
grupo, foi observado um aumento significativo da inflamacao, para GNT entre os
momentos M., e M, , e entre M,, e M,, , no GT entre os momentos M, , e M, .e M, e
M, , (Grafico1, Figura 1).

21d’

Foi verificado hifema em um olho (8,33%) do GNT, relacionado a uma complica¢do no
transoperatoério. Houve dificuldade em se obter midriase farmacolégica nos olhos do
GNT e GT, em todos os momentos pés-operatoérios, o que impossibilitou a avaliagdao da
capsula posterior da lente e do segmento posterior do bulbo ocular.

No pés-operatorio dos animais do GNT e do GT, observou-se a ocorréncia de sinéquias a
partirde M, ;até M, , sendo que 100% dos olhos operados apresentaram as aderéncias
irido-capsulares ou irido-corneanas. Nao houve diferenca estatistica de frequéncia
de sinéquias entre o GNT e GT, sendo observada diferenca estatistica dentro de um
mesmo grupo, entre os momentos M e M., do GNT,eentre M, e M..,e M, ,do GT.Em
ambos o0s grupos prevaleceram as sinéquias posteriores.

A Tabela 2 mostra os valores médios de pH, densidade e concentracao de ions cloreto
(Cl) e proteinas totais (PT) no humor aquoso de coelhos higidos (GC) e de coelhos
operados do GT e GNTno M, ..

2020, Cienc. anim. bras., v.21, e-57717



Tenecteplase intracameral na facoemulsificagdo em coelhos higidos: avaliacao clinica do segmento anterior...
Piveta L.C. et al.

Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo da pressao intraocular (PIO) em coelhos da raga
Nova Zelandia submetidos a facoemulsificagdo tratados com tenecteplase intracameral no
transoperatorio (GT) e ndo tratados com tenecteplase intracameral (GNT) Goiania, GO, 2016.
(p<0,05)

PIO (mmH Valores P
Momentos GNT ( g) GT p* P~ pri
Mo 12,08 (2,26) 11,11 (1,65) 0,13

Mid 25,77 (13,10 19,32 (12,79)8 0,20 0,0017 0,0046

M3g 11,10 (4,13) 10,49 (3,24) 0,64 0,335 0,59

M7d4 9,92 (2,66)* 9,88 (3,61) 0,97 0,029 0,18

M1sd 7,99 (3,61 8,05 (3,41)8 0,95 0,004 0,0018

M214 9,27 (3,39) 9,69 (2,83) 0,77 0,0618 1,28

*Valores de P entre GNT e GT.

**Valores de P entre o momento MO e 0s demais momentos no grupo GNT.

*** Valores de P entre 0 momento MO e os demais momentos no grupo GT.

Teste t de Student com 5% de significancia. Letras mailsculas iguais demonstram diferenga significativa entre 0 momento
MO e os demais momentos dentro de um mesmo grupo.

25 25
2 1 2 4
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0 d1 d3 d7 d15 d21 0 d1 d3 d7 d15dn

Grafico 1. Média de opacidade da cornea, flare aquoso, fibrina da camara anterior e
inflamacao da iris e imagens representativas dos olhos de coelhos brancos da Nova Zelandia
submetidos ao procedimento de facoemulsifica¢ao e distribuidos nos grupos UG (grupo nao
tratado) e TG (grupo tratado com tenecteplase 0,1 ml a 50 pg intracameral intraoperatério)
em diferentes momentos da avaliacdo clinica.
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Figura 1. As imagens ilustram os momentos de avalia¢cdes clinicas (opacidades corneanas,
avaliacdo da camara anterior, avalicdo da iris) a que os animais foram submetidos. MO -
periodo pré-operatério; M1d - primeiro dia de péds-operatério; M3d - terceiro dia de pos-
operatorio; M7d - sétimo dia de pos-operatorio; M15d - décimo-quinto dia de pds-operatorio
e M21d - vigésimo-primeiro dia de pés-operatério. As setas brancas apontam para area de
opacidade corneana e as estrelas indicam area de inflama¢ao da iris identificada pela
mudanca de coloracao em rela¢ao a MO.
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Andlise bioquimica do humor aquoso

Na tabela 3 o valor médio de pH nos olhos do GC foi 8,0 £ 0,5, GNT foi 8,1 + 0,54 e
GT foi 8,1 + 0,41 sem diferenca significativa entre os valores de pH no humor aquoso
dos grupos. A densidade média do humor aquoso nos olhos do GC foi 1,008 £ 0,0011,
sendo que a densidade foi significantemente maior em GNT 1,010 £ 0,0018 e GT 1,031
+ 0,038 quando comparados ao GC. Os valores médios da concentracdo de ions de
cloreto (mEg/ml) no GC foi de 170,25 + 154,77, no GNT de 152 + 66,33 e no GT de
177,29 + 72,93, sem diferenca significativa entre os grupos. Quanto a quantificacdao da
concentrac¢ao de PT (mg/dl) no humor aquoso, os grupos GNT (747 + 272,69) e GT (995
+ 667,25) apresentaram maior concentracdo de PT que o grupo controle (55 + 30,54);
contudo, entre GNT e GT ndo houve diferenca significativa.

Tabela 3. Valores médios e desvio-padrao do pH, densidade, concentragao de ions de cloreto
e concentragdo de proteinas totais no humor aquoso de coelhos da raca Nova Zelandia
Branco, machos, distribuidos nos grupos controle (GC), ndo tratados (GNT) e grupos tratados
(GT) no M214. Goiania, GO, 2016

Parametros GC GNT GT P* P¥¥*  pkkk
pH 8(0,5) 8,1(0,547) 8,1(0,418) 0,814 0,373 04282
Densidade 1,008*8(0,0011) 1,010*(0,0018) 1,0318(0,038) 0,034* 0,0018% 0,840
Cloreto (mEq/ml) 170,25(154,77)  152(66,33)  177,29(72,93) 0,273 0,075 0,148
Proteinas

(mg/dl) 5548 (30,54) 7477 (272,69) 9958 (667,25) 0,023* 0,0002% 0,698

*Valores de P entre GC e GNT. **Valores de P entre GC e GT. ***Valores de P entre GNT e GT.
Teste T de Student com 5% de significancia. Letras maiGsculas iguais demonstram diferenca significativa entre 0s grupos.

Nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos avaliados, quanto a presenca
de sinéquia, fibrina, fibrose, hemorragia, ou celularidade e espacamento no angulo de
drenagem, nem na presenca de aderéncias das estruturas do corpo ciliar na avaliacao
histopatologica das estruturas da iris, corpo ciliar e angulo de drenagem (Tabela 4). O
infiltrado inflamatério observado era predominantemente eosinofilico.

Tabela 4. Frequéncia das alteracdes histologicas observadas nos bulbos oculares de coelhos

da raca Nova Zelandia Branco, machos, distribuidos nos grupos tratados (GT) e grupo nao

tratado (GT) no Mz14. Goiania, GO, 2016

Alteragoes GT GNT
Sinéquia 16.76% 33.40%
Fibrina 49.91% 83.11%
Fibrose 24.80% 41.28%
Hemorragia 66.51% 57.97%
Angulo - celularidade 75.13% 50.50%
Angulo - espacamento 83.33% 50.38%
Aderéncia - ciliar 18.30% 36.36%
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Discussao

A FACO é a técnica cirurgica mais usada para o tratamento da catarata por apresentar
altos indices de sucesso e ser menos invasiva em rela¢do as outras técnicas?. Pode-
se observar esses indices na recuperacdo dos animais operados, que passaram
por avaliacdo periddica sem apresentar perda de visdo, confirmado pelo teste
de ofuscamento positivo desde TPO. Mesmo apresentando vantagens, algumas
complicacdes podem ser observadas nos pds-operatério imediato, como altera¢des
endoteliais corneanas, uveite e formacdo de fibrina em cadmara anterior,349 as quais
foram também observadas neste estudo.

O ativador de plasminogénio tecidual (TPA) é uma das medica¢Bes empregadas no
transoperatério de catarata congénita em humanos®, devido aos altos indices de
formacdo de traves de fibrina na cdmara anterior e de opacidades capsulares em longo
prazo nesses pacientes. A tenecteplase é um TPA de terceira gera¢dao que apresenta
alta especificidade para fibrina e alta resisténcia a acdo da enzima inibidora do ativador
de plasminogénio (PAI 1), secretada pelas plaquetas. Estudos ja demostraram que a
tenecteplase tem baixa toxicidade para o endotélio corneano e para a retina de coelhos
e humanos®'823),

Na presente pesquisa, 0 uso da tenecteplase ndo influenciou os valores de PIO
durante o pds-operatério. De forma semelhante, Heiligenhaus et al."® ndo observaram
influéncia na PIO apés utilizagdo de TPA na FACO em humanos. O pico hipertensivo
observado 24 horas apés o procedimento cirdrgico foi descrito como uma alteracao
poOs-operatéria comum em coelhos. Tal alteracdo foi relacionada a quebra da barreira
hemato-aquosa (BHA), a movimentacdo excessiva de liquidos no processo de irrigacao,
amanipulacdo das estruturasintraoculares e até mesmo a permanéncia de viscoelastico
na camara anterior®2242_A redugdo da PIO observada no momento M,., do GNT e
do GT, comparativamente ao momento M, provavelmente refletiu o quadro de uveite
poOs-operatéria. Durante a inflamacdo uveal, ocorre diminui¢ao na secrecao do humor
aquoso pelo epitélio do corpo ciliar, o que resulta em hipotensao ocular conforme
descrito por Silva et al.?®,

Aopacidade corneana observada em todos os olhos operados foi atribuida ao edema da
cérnea, que provavelmente relacionou-se a lesdo endotelial. Ndo houve até o momento
relatos de toxicidade endotelial associada ao uso da tenecteplase intracameral em
humanos e cavalos''2'® A lesdo do endotélio corneano em olhos submetidos a FACO
pode estar relacionada a energia gerada durante a emulsificacdo, ao turbilhonamento
dos fluidos na camara anterior e a inflamacao pos-operatoria®>?”. No presente estudo,
acredita-se que a opacidade corneana, observada no GT e no GNT, ocorreu devido a
influéncias inerentes ao procedimento cirurgico, a despeito da utilizacdo ou ndo da
tenecteplase. A piora da opacidade corneana nos tempos M, , M, e M, coincidiu com
0s momentos mais criticos de inflamacao da iris, 0 que aponta a uveite como um fator
contribuidor para edema corneano observado nos animais estudados.

O flare aquoso foi observado nos pés-operatorio do GNT e do GT. De acordo com Koura
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etal.®, oflare aquoso ocorre devido a presenca de proteinas plasmaticas e componentes
celulares resultantes da uveite pés-operatoria e da quebra da barreira hemato-aquosa.
No grupo de olhos que receberam a tenecteplase intracameral, verificou-se que, a partir
do M, ., um maior numero de olhos apresentou auséncia de flare aquoso, o que pode
refletir uma estabilizacdo da barreira hemato-aquosa e um menor grau de inflamacao
uveal, como foi sugerido por Tripathi e Tripathi® e Escallina et al.?®)., Estudos adicionais
devem ser realizados para melhor definir se a tenecteplase pode influenciar na barreira
hemato-aquosa ou na inflamacdo intraocular.

De acordo com Franco®), a formacdo de fibrina esta associada a lesao tecidual, a
migracao de células inflamatorias e plaquetas e a liberacdo de citocinas. O sistema
fibrinolitico (plasminogénio-plasmina) é responsavel pela dissolucdo do coagulo de
fibrina e sua ativacao ocorre quando o t-PA (ativador do plasminogénio do tipo tecidual)
converte o plasminogéneo em plasmina, que determina a degradacdo da fibrina. A
tenecteplase € um t-PA recombinante, sendo, portanto, um ativador do plasminogénio,
convertendo-o em plasmina, que degrada a matriz de fibrina e desfaz o coagulo.
Heiligenhaus et al."® e Tripathi e Tripathi® relataram uso de TPA intracameral no pés-
operatorio imediato da FACO em humanos e verificaram a dissolucdo de coagulos de
fibrina. Wu e Wang"" relataram a dissolu¢ao de fibrina intraocular com o uso de TPA
em humanos com endoftalmites.

Esperava-se uma reducdo da presenca de fibrina nos olhos tratados com tenecteplase,
devido a ac¢ao fibrinolitica do farmaco. A auséncia de diferenca na formacdo de
fibrina entre GNT e GT pode estar relacionada a inflamacdo severa pds-operatoria e
ao grande estimulo para a formacao de fibrina, uma vez que o processo inflamatorio
e a fibrinogénese sao desencadeados por ativadores semelhantes na presenca de
lesdo tecidual®®. Nesse panorama, acredita-se que um protocolo pds-operatério anti-
inflamatorio mais efetivo com uso de farmacos anti-inflamatorios sistémicos e local
poderiaseraplicadoemtodos osanimaisoperados paraque aac¢aodatenecteplasefosse
mais bem avaliada. A avalia¢do seriada do humor aquoso, por meio da investigacdo de
marcadores especificos para a fibrindlise, como os produtos de degradacdo da fibrina
(PDFs), também poderia auxiliar na avaliagdo da acdo da tenecteplase intracameral,
como descrito por Escanilla et al.?®. A microscopia especular corneana é aconselhada
para melhor avaliacdo da densidade e morfologia da cérnea, determinando, assim,
os danos ao endotélio corneano como descrevem Branddo et al.®?. Abreu et al.¢?
ressaltam a aplicacao da Flarimetria a laser para determinar a gravidade e a intensidade
do processo inflamatorio pela quantificacdo das células imersas no humor aquoso da
camara anterior dos animais.

A inflamacgao da iris foi verificada em ambos os grupos e coincidiu com a maior
frequéncia de opacidade corneana e flare aquoso. A presenca desses sinais de
inflama¢do do segmento anterior € comum apds o procedimento de FACO e pode
resultar da manipulacdo de instrumentos préximos a iris, do prolapso da iris atraveés
da incisdo corneana e da apreensdo da iris pela ponteira do facoemulsificador®32),

Escanilla et al.?® preconizaram o uso do TPA no transoperatério da FACO em cdes
para reduzir a incidéncia de sinéquias. Contudo, na presente pesquisa, as sinéquias
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foram observadas no GT e GNT a partir do primeiro dia pds-operatério e persistiram
até o ultimo dia de avaliacao clinica. Foi observada uma maior incidéncia de sinéquias
na borda pupilar, local onde os filamentos de fibrina ficavam aderidos com maior
frequéncia, semelhante ao relatado por Heiligenhaus et al.’® no pds-operatério de
FACO em humanos. Van de Woerdt®" e Kohen et al."™® descreveram a sinéquia como a
sequela mais frequente das uveites ndao controladas e propuseram o uso medicacdes
anti-inflamatérias no pds-operatério como medida profilatica.

Os componentes do humor aquoso do coelho sdao muito semelhantes ao do plasma
sanguineo, diferindo essencialmente na concentracdo de proteinas totais. Altera¢cdes
na sua composicao foram relacionadas a quebra da barreira hematoaquosa nos casos
de injurias teciduais, cirurgia intraocular e inflamacdo crénica, pelo extravasamento
de células, plaguetas e mediadores da inflama¢do para o humor aquoso, como
descreveram Van de Woerdt®® e Lorenz et al.?%. Na presente pesquisa, os valores de
pH do humor aquoso do GC, GT e GNT nao diferiram e foram condizentes aos descritos
por Becker®), De acordo com Ersan et al.®®, as altera¢bes no pH do humor aquoso
foram relacionadas com o edema corneano, devido a hipdxia tecidual e a ineficiéncia
das bombas endoteliais.

Observou-se maior densidade no aquoso dos animais do GT e GNT, quando comparados
ao GC, o que ocorreu provavelmente em decorréncia do processo inflamatorio
desencadeado pelo procedimento cirurgico. De forma semelhante, estudos verificaram
incremento da densidade no aquoso em casos de inflamacgao intraocular, o que pode
ser consequéncia da presenca de células e de proteinas inflamatérias®34. Comparando
os valores médios da concentracdo de PT entre os grupos, os valores em GNT e GT
estavamacimade parametros do GC. Liu® e Lorenzetal.®¥ consideraram a concentragao
de proteinas totais como indicador de inflamacao intraocular. McGahan®” relacionou a
presenca do flare aquoso, da hiperemia e edema de iris, com aumento da concentrac¢ao
de proteinas totais no humor aquoso, como foi verificado no presente estudo.

As concentra¢gdes de ions cloreto ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significante entre os grupos. Mauri et al. 32 descreveram a participacao de ions cloreto
na producdo de HA e na ativacao da anidrase carbdnica e, portanto, no controle da PIO.
No presente estudo, nao foi encontrada correlacdo entre a PIO e as concentra¢des de
cloreto em HA.

A avaliacdo do humor aquoso ocorreu em um uUnico momento, 21 dias apds o
procedimento cirdrgico. Acredita-se que a avaliacdo seriada, nos dias 1, 3, 7 e 15 pés-
operatorio, poderia fornecer uma gama de informacdes a respeito da composi¢cdo do
humor aquoso e permitiria um melhor delineamento dos fenémenos fisico-quimicos
gue acontecem na camara anterior de coelhos submetidos a FACO, com e sem 0 uso
de tenecteplase intracameral.

A avaliacdo histoldgica dos bulbos oculares foi realizada apenas no vigésimo-primeiro
dia ap6s o procedimento cirurgico. As alteracdes observadas como sinéquia, fibrose
e aderéncias nos processos ciliares confirmaram os sinais clinicos observados nos
animais, em ambos os grupos, no dia 21, e podem estavam relacionados com processo
inflamatorio crénico.
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Conclusao

A utilizacdo de tenecteplase ndao mostrou influéncia nos parametros bioquimicos do
humor aquoso, bem como na pressdo intraocular, opacidade corneana, nos sinais de
uveite, na formacdo de fibrina em camara anterior e avaliacao histopatologica dos
bulbos oculares, quando utilizada no transoperatério da FACO em coelhos. Novos
estudos sao recomendados para avaliacdo do uso da tenecteplase durante a FACO, em
condi¢bes de inflamacdo intraocular controlada.
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