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RESUMO

Objetivo: Constatar a presenca do azul de Evans na cérnea normal esti-
pulando o periodo de tempo de concentragdo médxima do corante apds
inoculacdo endovenosa e estudar a permeabilidade vascular em modelo
animal dainflamacao corneal induzida por queimadura quimica por meiode
inje¢do de azul de Evans. Métodos: Cinquenta coelhos foram divididos em
3 grupos: Grupo I (25 animais): injetou-se 20 mg/kg de azul de Evans e os
animais foram sacrificados ap6s 8, 10, 12, 14 e 16 horas. Retirou-se acérnea
e quantificou-se o corante por meio de micrométodo espectrofotométrico.
Grupo II: em 15 animais injetou-se o corante e, apds 10 horas, fragmentou-
se centralmente o tecido com trépanos de 6, 8 e 10 mm. Procedeu-se aextracao
do azul de Evans da mesma forma que no grupo I. Grupo III: induziu-se
queimaduranacdérneado olhodireito de 10 animaiscomNaOHa 1 N. Cinco
dias ap6s o procedimento, os animais foram sacrificados, sendo que, 10
horas antes do sacrificio, foi inoculado o azul de Evans para que posterior-
mente se pudesse quantificd-lo. A cérnea esquerda serviu como controle.
Resultados: No grupo I, a média da concentracio do azul de Evans as 10 h.
foi de 15,28 + 0,09 pug/mg. No grupo II, as médias das concentra¢des do
corante foram: 6mm: 0,93 +0,01g/mg; 8 mm: 1,20+ 0,06 ug/mg; 10 mm: 1,32
+ 0,05 pg/mg. No grupo 111, as médias das concentracdes do azul de Evans
foram: olho direito (queimadura): 23,74 + 2,64 ng/mg e olho esquerdo
(controle): 16,71 +2,04 ng/mg. Conclusoes: Quantificou-se o azul de Evans
pela primeira vez na cérnea de coelhos e constatou-se que, apés 10 horas de
inoculacdo endovenosa, o corante atingiu seu pico de concentracao no
tecido. Concluiu-se que o azul de Evans serve como bom método de
quantificagdo da permeabilidade vascular alterada na cérnea de coelhos.

Descritores: Azul de Evans, espectrofotometria; Permeabilidade; Cérnea; Coelhos

INTRODUCGAO

Desde 1943, com os primeiros estudos de Rawson, o azul de Evans tem
sido amplamente utilizado em diversos trabalhos experimentais. Este coran-
te apresenta algumas caracteristicas como inocuidade!-?, alta solubilidade
em dgua e afinidade pela albumina®>. O azul de Evans, quando inoculado
via endovenosa, combina-se com a albumina de maneira reversivel e depen-
dente de pH®.

Estudos demonstraram que, apds 40 horas da administracdo endovenosa
do azul de Evans em ratos, 90% do corante j4 havia deixado a circulagdo,
atingindo diversos tecidos do organismo. Depois de 24 horas de inoculacao
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endovenosa, 30% do corante foi encontrado na pele, 13% nos
musculos, 12% no figado e 9% nos 0ssos®”.

A inflamagd@o aguda provoca altera¢des no fluxo sangiii-
neo, no calibre dos vasos e na permeabilidade vascular. O
exsudato produzido quando existe alteracdo da permeabilidade
vascular contém mais proteinas plasmdticas do que em situa-
¢donormal®. O azul de Evans se combina & albumina plasma-
tica formando um complexo corante-albumina que extravasa
através da barreira endotelial lesada®.

Autores revelaram que, a0 promover-se uma reagdo infla-
matéria, o aumento do exsudato plasmdtico para um tecido
lesado eleva as taxas de azul de Evans neste tecido®'*'¥.

Existem técnicas de mensuragdo da permeabilidade vascular
em tecidos como dosagem de catabdlitos do acido araquido-
nico’>'7, quantificacdo do conteiido aquoso, mensuracio do
escape de albumina marcado com iodo radioativo e marcagio
vascular com carbono coloidal, sendo que estas técnicas reque-
rem considerdvel implementagdo laboratorial 31 H4 outros
corantes, além do azul de Evans, que se ligam a albumina, como
o azul Celeste de Nidgara, o azul Celeste de Pontamina 6BX e o
azul de Tripan®!1*14202% () azul de Evans é um corante capaz de
ser mensuravel por meio de espectrofotometria''?.

Ha varios modelos experimentais de inflamacdo aguda
induzida na cérnea. A queimadura quimica por dlcali produz
lesdo grave ao olho com edema importante, desepitelizagdo e
neovascularizagao®®39),

Reacdes inflamatorias induzidas pelo dcido acético a 10% em
intestino correlacionam-se com incremento da permeabilidade
vascular quantificado pelo azul de Evans. As determinagdes das
concentragdes do corante foram realizadas pelo micrométodo
espectrofotométrico que requer baixo custo quando comparado a
outros modos de quantificaciio da inflamagdo aguda!-'?.

Revisando-se a literatura, encontrou-se relatos de avaliacio
do fluxo transcapilar evidenciado através do azul de Evans em
diversos tecidos, tais como pele, corag¢do e c6lon!"1>37 Nio
ha relatos desta metodologia no tecido corneano.

OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:
* Verificar o periodo de tempo de concentracio maxima do azul
de Evans na cérnea de coelhos ap6s inoculacio endovenosa.
e Avaliar o mecanismo de difusdo do corante no tecido corneano.
* Estudar a permeabilidade vascular em modelo animal de
inflamacao corneal induzida por queimadura quimica cor-
neana através da injecdo de azul de Evans.

METODOS

1. Delineamento experimental

O presente estudo foi realizado no laboratério de Micro-
biologia e Imunologia da Faculdade Evangélica do Parana.

Arq Bras Oftalmol 2004;67:219-25

Adotaram-se as Normas de Apresentacdo de Trabalhos da
Universidade Federal do Parand (2000), normas para referén-
cias bibliogréficas de titulos e periddicos da Associag@o Bra-
sileira de Normas Técnicas (NBR-6023) (1989), Nomina Anatd-
mica Veterinaria (1983) bem como os Principios Eticos na Expe-
rimenta¢@o Animal propostos pelo Colégio Brasileiro de Expe-
rimentacdo Animal (1994).

2. Amostra

Foram utilizados 50 coelhos (Oryctolagus cuniculus)
albinos machos de aproximadamente 1.500 g provenientes do
Instituto de Tecnologia do Parand - TECPAR.

Os animais foram colocados em alojamentos apropriados e
divididos em trés grupos que receberam dgua e racao especifi-
ca para a espécie.

2.1 Preparo da amostra

2.1.1 Procedimento anestésico

O procedimento anestésico foi realizado para inoculagdo
do corante, para o procedimento de queimadura corneana e
para o sacrificio de todos os animais do experimento. Utilizou-
se um funil de plastico com algoddao embebido em éter sulftri-
co. O funil era entdo colocado nas vias externas aéreas do
coelho até o relaxamento muscular e anestesia do mesmo.
Somente no grupo III foi utilizada anestesia tépica com colirio
de cloridrato de proximetacaina 0,5% previamente a queimadu-
ra da cérnea.

2.1.2 Grupo 1

Primeiramente 25 animais foram utilizados para a determi-
nacao do periodo de tempo ideal no qual houvesse concentra-
¢d0 maxima do corante na cérnea. Nesta etapa, sacrificaram-se
cinco animais a partir das primeiras oito horas ap6s inoculacdo
do azul de Evans para coleta de dez cérneas. Da mesma forma,
conduziu-se a coleta dos tecidos apds 10, 12, 14 e 16 horas
pos-injecdo do corante. Para coleta das amostras, retirou-se a
cérnea com 1 mm de margem escleral.

2.1.3 Grupo Il

Na segunda etapa do trabalho, 15 animais foram subdividi-
dos em trés subgrupos de 5 animais (10 amostras de tecido
corneano) para verificacdo do mecanismo de difusdo do corante
na cérnea normal. Dez horas apds inoculagdo do corante azul de
Evans houve o sacrificio dos animais e coleta dos tecidos
corneanos com 1 mm de margem escleral. Imediatamente as
amostras foram submetidas a uma trepanagdo. No primeiro sub-
grupo a trepanagao atingiu somente 0os 6 mm centrais da cornea;
segundo 8§ mm e no terceiro 10 mm de trepanagdo do tecido
ocular. Os trépanos usados foram os mesmos para todos os
animais, manuseados por um mesmo cirurgido e tendo-se o
cuidado de trepanar a por¢do central da cérnea.

2.1.4 Grupo I

Na ultima etapa da pesquisa, 10 animais foram submetidos
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aqueimadura corneana do olho direito com hidréxido de sédio
a 1 N (NaOH). O olho esquerdo manteve-se como controle. O
material absorvente (papel filtro) de 15 mm de didmetro foi
embebido por 20 segundos em solucdo de hidréxido de sédio
a 1 N e aplicado sobre a cérnea direita durante 45 segundos.
Ap0s este periodo de tempo retirou-se o papel filtro e irrigou-
se a cornea com 20 ml de soro fisiolégico a 0,9%. Os animais
ficaram num alojamento apropriado por 5 dias para que poste-
riormente houvesse o sacrificio (Figura 1). Dez horas antes
deste procedimento, foi inoculado o azul de Evans. Obteve-se
vinte amostras dos dez animais componentes deste grupo.

3. Organizacdo do método
3.1 Preparo das solucoes e reagentes

3.1.1 Solugdo do azul de Evans

Foi preparada uma solucdo de azul de Evans a 2,5%,
MERCK® artigo 3169, em solucéo fisiolégica, num volume
suficiente para todo o experimento. A solugdo resultante apre-
sentava 20 mg/ml, sendo filtrada em membrana esterilizante de
0,22y, MILLIPORE®, e conservada em temperatura de 4°C.

3.1.2 Formamida

Utilizou-se Formamida, MERCK® artigo 9684.1000 para ex-
tragdo do azul de Evans das amostras corneanas.

Figura 1 - Cérnea apods 5 dias de queimadura por NaOH

3.2 Inoculacao do azul de Evans

Inoculou-se o azul de Evans em todos os animais dos
grupos I, IT e III. Os coelhos, sob acdo anestésica do éter
inalatdrio, foram submetidos a injecdo de azul de Evans na
dose de 20 mg/kg de peso, segundo o método usado por
Bordén de Corvaldn em 1994. A inoculagdo foi realizada com
agulha13x4,5 mm na veia marginal da orelha direita.

3.3 Eutanasia

Nos animais do grupo I, o sacrificio ocorreu 8§, 10, 12, 14 e
16 horas ap6s injecdo do corante. Nos demais grupos, o sacri-
ficio e a coleta das amostras ocorreram 10 horas apds a
inoculagdo.

Apoés anestesia inalatéria com éter sulftirico, todos os
animais foram sacrificados com injecio letal endovenosa de 20
ml de ar, inoculado via veia marginal da orelha esquerda.

3.4 Coleta das amostras

Ap6s colocacdo do blefarostato, procedeu-se a peritomia
360° da conjuntiva. A seguir, as cérneas foram extraidas com 1
mm de margem escleral em todos os animais. No grupo II,
depois de retirada das cérneas, as mesmas foram trepanadas
centralmente com trépanos de 6, 8 e 10 mm.

Figura 2 - Demonstracao da inoculacao endovenosa do Azul de Evans
em veia marginal da orelha direita

Figura 3 - Retirada da cornea com 1 mm de margem escleral para
posterior quantificacdo do Azul de Evans
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3.5 Extracao do corante

Ap6s aretirada da cérnea margeada por I mm de esclera, a
amostra foi pesada em balanca eletrdnica HELMAC® e imersa
em Formamida Merck artigo 9684.1000 na proporc¢ao de 4 ml/g.
Esta solug¢do foi deixada por 24 horas a 22°C. Apés, os tubos
foram agitados mecanicamente por 15 segundos em agitador
PHOENIX® modelo AT 56. Finalmente, o corante extraido pela
formamida foi conservado a temperatura constante de - 20°C
para posterior leitura espectrofotométrica. Este procedimento
foi realizado igualmente nos trés grupos.

3.6 Determinacio espectrofotométrica do azul de Evans no
tecido corneano

Colocou-se 150 pl de cada amostra corneana de formamida
com o corante azul de Evans com auxilio de uma pipeta automa-
tica GILSON® em cada orificio da placa de Terazaki CORNING® e
realizou-se afericdo espectrofotométrica em leitor de ELISA
(BIOTEK) com filtro de 650 nm de comprimento de onda. Foi
utilizada solu¢@o de formamida como branco para o teste.

As leituras foram interpoladas por regressdo linear em uma
curva padrao do corante. As concentragdes das amostras foram
calculadas em microgramas por mililitro e microgramas por
miligrama de tecido corneano. Da mesma forma, esta determi-
nacdo foi realizada igualmente em todos os grupos.

4. Avaliagdo estatistica

4.1 Analise de regressao linear e correlacio

Para a validag@o dos resultados espectrofotométricos das
amostras corneanas frente as respectivas curvas padrdes de
calibragdo, empregou-se a andlise de correlagdo para obten-
¢do dos coeficientes de correlacdo (r) (BOX, HUNTER e
HUNTER, 1978).

4.2 Analise da varidncia

Os resultados das afericdes do azul de Evans corneano
foram submetidos ao "Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Test" onde o valor p<0,05 foi considerado significativo.

4.3 Calculo de média e desvio padriao

Realizados através de calculadora Casio® F705-PX.

RESULTADOS

A concentracio do azul de Evans na cérnea dos animais
do grupo I foi maior naqueles sacrificados 10 horas apds a
inoculagdo do corante com média de 15,28 + 0,09 pug/mg de
tecido.

A média da concentracdo do azul de Evans nas cérneas
dos animais sacrificados ap6s 8 horas da inoculac@o foi de
15,28 £ 0,73 ug/mg de tecido. O desvio padrido da concentra-
¢do do corante foi maior as 8 horas do que as 10 horas depois
da inje¢do endovenosa.
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A concentracdo média as 12 horas pds-inoculagdo foi de
14,92 + 036 ug/mg de tecido. As 14 e 16 horas depois da
inje¢do endovenosa as médias encontradas corresponderam a
13,36 +£0,92 ng/mge 14,76 + 0,18 pg/mg de tecido respectiva-
mente (Grafico 1).

Nos animais do grupo II, encontrou-se maior concentragdo
do corante nos 10 mm centrais da cornea com média de 1,32 +
0,05 pg/mg de tecido. Nos 6 mm e 8 mm centrais da cérnea as
concentragdes médias do azul de Evans corresponderam a
0,93+0,01 ug/mge 1,20 £ 0,06 pg/mg de tecido respectivamen-
te (Gréfico 2).

Nas cérneas dos olhos do lado direito dos animais do
grupo III, as quais foram submetidas a queimadura quimica,
houve concentragdo do azul de Evans com média de 23,74 +
2,64 pg/mg de tecido. Nas cérneas dos olhos contralaterais
dos mesmos animais (olho controle) a concentrag¢io do coran-
te atingiu amédiade 16,71 2,04 pug/mg de tecido (Gréfico 3).

DISCUSSAO

1. Grupo 1

O estudo prop0s, através dos animais do grupo I, mensu-
rar espectrofotometricamente o azul de Evans na cérnea e
encontrar o periodo de tempo de maior concentracio deste
corante no tecido. Quantificou-se o azul de Evans a partir das
primeiras 8 horas apds inoculacdo endovenosa do corante.
Repetiu-se o procedimento a cada 2 horas até as 16 horas pos-
inoculacdo. Constatou-se que, em todos estes horarios estu-
dados (8h, 10h, 12h, 14h, 16h), pode-se encontrar e mensurar o
corante no tecido. Apés 10 horas de injecdo do corante re-
latou-se concentragdao média de 15,28 + 0,09 pg/mg de tecido.
Concluiu-se que, neste periodo de tempo, houve maior con-
centracdo do corante (com menor desvio padrdo) no tecido
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Grafico 1 - Apresentacao das médias com desvio padrdo das
concentracées do azul de Evans em pg/mg de tecido nos periodos de
tempo estudados (8, 10, 12 14 e 16 horas) (Grupo |)
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Grafico 2 - Resultado das concentracoes médias com desvio padréao de
azul de Evans (em pg/mg) nas corneas dos animais do grupo Il
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Grafico 3 - Apresentacéo das concentragoes médias com desvio padrao de
azul de Evans (em pg/mg) nas cérneas dos animais do grupo Il

corneano. A média da concentrag¢io apds 8 horas de inocula-
¢do do corante foi semelhante a média das 10 horas, porém o
desvio padrao foi maior no primeiro periodo de tempo. Portan-
to, considerou-se o periodo de 10 horas apds inoculagdo endo-
venosa como sendo o periodo de tempo de maior tingimento
do azul de Evans na cérnea.

As diferencas das médias das concentragdes do corante
no grupo I ndo foram estatisticamente significativas entre os
horérios estudados (p>0,05).

2. Grupo 11

A cérnea consiste num tecido avascular que tem sua nutri-
¢do baseada principalmente nos vasos sangiiineos do limbo,
humor aquoso e lagrimas®®. H4 uma considerdvel diferenca
entre a cornea periférica, pr6xima ao limbo, e a drea central. A
mais importante € a presenca de vasos no limbo nutrindo o
estroma corneano periférico®. As palicadas de Vogt (eleva-
¢oes fibrovasculares radiais) permitem o aporte sangiiineo
bem préximo ao estroma corneano periférico“?,

No grupo II desta pesquisa, comprovou-se a distribuicdo
centripeta do azul de Evans na cérnea. Os valores encontrados
nos fragmentos trepanados contendo os 6 mm centrais da cér-
nea foram menores que aqueles encontrados nos fragmentos
corneanos com 8 mm de didmetro. Da mesma forma, as con-
centragcdes em pg/mg de azul de Evans mensuradas nos 8 mm
centrais da cérnea foram menores do que aquelas encontradas
nos 10 mm centrais do tecido. A diferenca entre os subgrupos
deste grupo II ndo demonstrou ser estatisticamente significante
(p>0,05). No entanto, quando se compara a concentragcdo do
azul de Evans nos animais controle do grupo III, onde houve
retirada da cérnea margeada de 1 mm de esclera, com qualquer
um dos subgrupos do grupo II (cérneas trepanadas) observou-
se diferenca estatistica (p<0,001). Este fato demonstra que a
proximidade do estroma corneano com os vasos do limbo esta
diretamente ligada a maior concentrac¢do do corante e actimulo
de proteinas plasmadticas no local. Quanto mais longe dos vasos
Iimbicos, ou seja, quanto mais proximo ao centro da coérnea,
menor a concentracio do corante no tecido.

3. Grupo 111

A queimadura corneana por dlcali produz graves lesdes na
estrutura ocular. Além do epitélio corneano, o dlcali penetra
no estroma, atinge o endotélio e chega a estruturas do seg-
mento anterior do olho como {ris, cristalino e corpo ciliar. Os
agentes alcalinos que mais promovem dano ocular sdo: amd-
nia, cal, soda cdustica e hidréxido de potdssio®®.

Optou-se pela queimadura corneana com soda cdustica a 1
N devido ao fato deste modelo de trauma apresentar-se como
causador de lesdo grave as estruturas oculares, principalmente
incitando uma rapida resposta inflamatéria na cérnea e limbo®®.

O hidréxido de sédio (NaOH) promove defeito epitelial
persistente, ulcera tréfica, neovascularizagdo, necrose e até
perfuracdo corneana™’. Inicialmente o nion hidréxido (OH)
saponifica os dcidos gordurosos das membranas celulares
resultando na morte da célula. Os cdtions reagem com 0s
grupos carboxilicos (COOH) do coldgeno estromal e dos gli-
cosaminoglicanos e a hidratag@o destes leva a perda da trans-
paréncia da cérnea®.

Imediatamente ap6s a queimadura com hidréxido de sédio,
observou-se edema importante ¢ perda da transparéncia do
tecido corneano. A cérnea persistiu desepitelizada e o edema
constante até o quinto dia ap6s o procedimento da queimadura.

O epitélio conjuntival, composto de células germinativas no
limbo, representa a fonte de células para a regeneracio epitelial.

Arq Bras Oftalmol 2004;67:219-25
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Na queimadura por dlcali hd processo de “conjuntivalizacio”
da superficie corneana®. Com a perda grande de células ger-
minativas ocorre o pannus superficial para suprir a isquemia
tecidual®V.

Ao quinto dia pds-queimadura, antes do sacrificio dos
animais, as cérneas dos olhos direitos ja apresentavam pro-
cesso de neovascularizagdo superficial periférica com delga-
dos vasos sangiiineos provenientes da regido limbica.

A inflamagao possui sinais caracteristicos de calor, rubor,
tumor, dor e perda da funcdo. O calor e o rubor sdo resultados
do aumento da microcirculagdo em torno da drea lesada. Protei-
nas, células do plasma e liquido extravasado dos vasos san-
giifneos ao tecido extravascular identificam o edema no pro-
cesso inflamatério®?.

Quando ha queimadura corneana, imediatamente instala-se
o edema e a hiperemia conjuntival pericorneana, como o ob-
servado no experimento.

A injuria tissular aguda causa alterac¢des no fluxo vascular,
no calibre dos vasos, na permeabilidade vascular e na exsuda-
¢do leucocitaria®. A queimadura induzida neste estudo teve
por objetivo causar o processo inflamatério agudo para que as
alteragdes da permeabilidade vascular pudessem ser mais bem
avaliadas.

Em condicdes fisioldgicas, ndo ha passagem de proteinas
plasmadticas dos capilares ao espago intersticial. No entanto,
na inflamacao ocorre esta passagem, estimando-se como sen-
do de cinco a sete vezes maior do que num vaso normal®. Esta
exsudacdo das protefnas causou, apds injuria provocada nas
coérneas dos animais do grupo III, o edema persistente do
tecido. Provavelmente, este edema foi mantido pelo aumento
da permeabilidade vascular dos vasos perilimbicos. Neste tra-
balho, optou-se pela retirada de tecido corneano margeado
por um milimetro de tecido escleral em funcao da presencga de
capilares limbicos que estdo envolvidos nas alteracdes
exsudativas relacionadas a reagdes inflamatdrias.

Portanto, a formagdo do exsudato € causada pelo aumento
da pressao hidrostatica, pelo aumento do fluxo sangiiineo e
pelas alteracdes na permeabilidade da parede vascular'®. ©
incremento desta mudanca no padrdo vascular foi mensurado
nesta pesquisa devido ao complexo que se formou entre o azul
de Evans e a albumina.

A quantificagdo do fluxo transcapilar tecidual tem valor na
avaliagdo da exsudag@o plasmadtica em vigéncia de reagdes
inflamatoérias, traumas ou infeccdes, pois sdo estas, causas
incontestaveis de aumento da permeabilidade capilar®.

A revisdo da literatura oferece métodos quantitativos para
aferir alteragdes da permeabilidade capilar como a dosagem de
catabolitos do dcido araquidoénico’>'”, sendo que, para esta
finalidade, requer-se considerdvel implementacdo laboratorial.
O método utilizado nos animais do grupo I deste estudo deter-
mina os valores de referéncia e o momento médximo do fluxo
transcapilar do corante azul de Evans nas cérneas.Poderd ser
utilizado em outros modelos experimentais correlacionados,
aos moldes de outros autores!!'"!?.
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O azul de Evans foi quantificado em diversos estudos para
avaliacdo da permeabilidade vascular alterada. Apds lesdes
inflamatdrias de pele em coelhos, pelo método de colorimetria,
autores constataram aumento da concentracdo do corante
nestas lesdes devido ao aumento da exsuda¢do de proteinas
plasmadticas?. Mediadores quimicos da inflamagao e injtrias
com lesdo vascular direta sdo exemplos de aumento do fluxo
transcapilar. A quantidade de albumina que extravasa aos
tecidos ndo € significativa em situagdes fisioldgicas, mas o
extravasamento € importante devido a alteragdo da permeabili-
dade capilar®!!-1243 Portanto, o azul de Evans, combinado
com a albumina, sofre deslocamento do espago intravascular
em direcdo ao extravascular e deposita-se no intersticio do
tecido, como foi constatado nesta pesquisa.

Autores revelam que a alteracio da permeabilidade capilar
pode ser de origem neurogénica, por exemplo, apés estimulo
vagal“. Também pode ocorrer apds doses sistémicas de his-
tamina e endotoxina, demonstrando a origem hormonal da
alteracdo vascular'®. Além destas experiéncias, a literatura
ainda relata pesquisas com nistatina, BCG e leucotrienos%!¥.
Em todos os experimentos, utilizou-se o azul de Evans para
avaliar o processo de aumento da permeabilidade vascular.

Neste estudo, as cérneas queimadas dos animais do grupo
I demonstraram média de 23,74 + 2,64 ng/mg de azul de Evans
no tecido enquanto as cérneas controle do mesmo grupo
apresentaram média de 16,71 = 2,04 pg/mg. Este dado revela
maior concentrac¢io do corante nas cérneas que sofreram inju-
ria tissular em relacdo as corneas controle do olho con-
tralateral (p<0,001). Comparando-se os valores quantificados
nas cérneas controle do grupo III com os valores do grupo I
(10 horas) observa-se que nao hd diferenca significativa entre
os mesmos (p>0,05).

Observou-se, através da mensuracao quantitativa do corante
azul de Evans, que a cérnea, ao ser submetida a processo inflama-
tério, sofre exsudacdo importante dos vasos perilimbicos.

Ressalta-se que, os estudos utilizando o azul de Evans sdo
adequados para o nosso meio e que a quantificacdo do corante
pode determinar a reagdo inflamatéria corneana devido a alte-
ragdo da permeabilidade vascular.

CONCLUSOES

Verificou-se que o periodo de tempo de concentracao ma-
xima do azul de Evans na cérnea foi de dez horas apds inocu-
lagdao endovenosa em coelhos.

Determinou-se que as concentragdes do azul de Evans sdo
maiores na regido limbica do que no centro da cérnea de
coelhos, resultando no mecanismo de distribui¢@o centripeta
do corante.

As concentracdes do azul de Evans teciduais, quantifica-
das pelo micrométodo espectrofotométrico, demonstraram ha-
ver aumento da permeabilidade vascular nas cérneas de coe-
lhos submetidas a queimadura quimica.



Avaliagado espectrofotométrica do azul de Evans na reagdo inflamatdria da cornea: estudo experimental em coelhos

ABSTRACT

Purpose: To detect Evans blue in the normal cornea, attempting
to determine the period of maximum concentration of the dye
after intravenous injection and to study vascular permeability
in an animal model of corneal inflammation induced by alkali
burn, after Evans blue injection. Methods: Fifty rabbits were
divided into 3 groups. Group I (25 animals): 20 mg/kg Evans
blue were injected and the animals were sacrificed after 8, 10,
12, 14 and 16 hours. The corneas were removed and the dye
concentration was measured by a spectrophotometric micro-
method. Group II: in 15 animals, 10 hours after injection, the
corneas were centrally fragmented with number 6, 8 and 10 mm
trephines. Evans blue was extracted the same way as in Group
I. Group III: alkali burn was induced in the cornea of the right
eyes of 10 animals, using 1 N NaOH. Five days after the
procedure, the animals were sacrificed. Ten hours prior to
sacrifice, Evans blue was injected. The left corneas were the
control. Results: In group I, mean Evans blue concentration is
at 10 h: 15.28 £ 0.09 ug/mg. In group II, mean Evans blue
concentrations are: 6 mm: 0.93 +0.01pug/mg; 8 mm: 1.20 +0.06
pg/mg; 10 mm: 1.32 +£0.05 pg/mg. In group I1I, mean Evans blue
concentrations are: right eyes (alkali burns): 23.74 + 2.64 ng/
mg and left eyes (control): 16.71 £ 2.04 png/mg. Conclusions:
This is the first time that Evans blue has been quantified in
rabbit’s cornea. It was possible to detect the dye from 8 to 16
hours after intravenous injection. We can conclude that
Evans blue detection is a good method to quantify the altera-
tion of vascular permeability in rabbit’s cornea.

Keywords: Evans blue; Spectrophotometry; Permeability;
Cornea; Rabbits.
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