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RESUMO

Obj etivo: Determinar atoxicidaderetinianado gashexafluoreto deenxofre,
liquido perfluorocarbono e solugdo salina balanceada em olhos de coe-
Ihos. M étodos: Foram analisados 22 olhos de 16 coelhos albinos daraca
NovaZelandiadivididosem grupos: solucéo salinabalanceada (7 olhos);
hexafluoreto de enxofre (4 olhos), liquido perfluorocarbono (5 olhos) e
controle (6 olhos). Apdsaspiragédo de 0,3 ml de humor vitreo, foi injetado
a mesma quantidade de solucéo salina balanceada ou hexafluoreto de
enxofre a 100% ou liquido perfluorocarbono na cavidade vitrea. O grupo
controlendo foi submetido anenhum procedimento. Trés semanasdepois
ohumor vitreofoi col etado paraandlisebioquimicaeo olhoenucleado para
andlise histoldgica. Resultados: Os olhos dos animais que receberam
injegdo de hexafluoreto de enxofre eliquido perfluorocarbono mostraram
significativo aumento da concentragéo vitrea de glutamato quando com-
parado aos grupos solucdo salina balanceada e controle (p<0,05). A
andlise histolégica confirmou os achados bioquimicos mostrando altera-
¢Bescomo disrupcdo do segmento externo dosfotorreceptores, afilamento
das camadas plexiforme interna e externa, diminuicdo do nimero de
nicleos na camada ganglionar e nuclear interna, edema e presenca de
macrofagos nas camadas superficiais. Estas alteragcGes foram mais acen-
tuadas no grupo liquido de perfluorocarbono em relagéo ao grupo hexa-
fluoretodeenxofre. Nao foramobservadasal teragGeshi stol 6gi casretinianas
significativas nos grupos solucdo salina balanceada e controle. Conclu-
sdo: A presencadegéashexafluoreto deenxofreeliquido perfluorocarbono
nacamaravitrease mostrou potencial mentetoxicaparaaretinade coel hos
guando comparado ao grupo controle e solucdo salina balanceada.

Descritores: Retina/lesGes; Descolamento retiniano/cirurgia; Corpo vitreo/efeito de drogas;
Hexafluoreto de enxofre/toxicidade; Liquido perfluorocarbono/toxicidade; Acido glutamico/
toxicidade; Coelhos

INTRODUCAO

Nos ultimos 50 anos, grandes avangos ocorreram para a elucidacdo da
patogénese e tratamento do descolamento de retina (DR), principal mente
depois gue Schepens® desenvolveu e popularizou o uso da oftalmoscopia
binocular indireta. Desde entdo houve uma revolugdo nas formas de trata-
mento do DR com o aprimoramento de técnicasjaexistentes e 0 aparecimen-
to de outras®?®. Juntamente com estes incrementos, novas substancias
foram adicionadas ao arsenal cirdrgico do DR. O gés hexafluoreto de enxo-
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fre (SF,) constitui um importante recurso na terapéutica do
DR, podendo ser utilizado tanto no DR simples, por meio da
retinopexiapneumética, como nos DR complexos associadosa
vitrectomia com traumatismo, proliferacdo vitreoretiniana,
retinopatia diabética, roturas gigantes ou roturas posterio-
res®. Devido ao pequeno indice de complicacéo e ao grande
percentual de sucesso cirurgico, o gas SF, ja esta definitiva-
mente incorporado ao arsenal terapéutico do DR.

Os liquidos perfluorocarbonados (LPFC) surgiram em
1982, quando Haidt et al.® langaram aidéia do seu uso como
substituto do humor vitreo devido as suas caracteristicas
fisicas como alta densidade, baixa viscosidade, transparéncia
Optica, boa tensdo superficial e imiscibilidade em agua, 6leo
ou sangue. Todas estas caracteristicas facilitam a manipula-
¢do desta substancia pelo cirurgido durante o procedimento,
podendo ser usada para aplanar aretina sem a necessidade de
retinotomia, estabilizar mecanicamente aretinadurante adis-
seccdo de membranas, deteccdo de éreas de tragdo, visibiliza-
¢do de membranas sub-retinianas, protecdo da retina durante a
remocao de fragmentos e localizagéo de roturas retinianas que
nado puderam ser vistas anteriormente. Miyamoto et al. foram
osprimeiros arealizar estudos com estas substancias por perio-
dos prolongados dentro do olho®. Os LPFC se mostraram
téxicos quando em contato prolongado com os olhos de ani-
mais, por isso, tém sido usados hoje como substéncias intra-
oculares temporérias nas cirurgias do segmento posterior, em
diferentes condices, e removidas ao final da cirurgia®.

Quando da realizagdo de uma vitrectomia, o humor vitreo
removido deve ser reposto deformatemporariaou permanente
por alguma substénciainerte. Uma das substancias frequiente-
mente utilizadas € a solucéo salina balanceada (BSS). O BSS
apresenta caracteristicas fisicas e quimicas que o tornam uma
das substancias menos lesivas a retina®?.

Portanto, 0 BSS, gas SF, e L PFC sdo substancias que estao
definitivamente incorporadas ao arsenal cirurgico do oftalmo-
logistal®>"Y, Suaimportancia e beneficios a oftalmologia séo
indiscutiveis, entretanto, permanecem ainda algumas duvidas
quanto aos possiveis efeitos lesivos destas substancias as
estruturas oculares, em especia aretina. A busca pela deter-
minagdo de mecanismos fisicos e quimicos presentes nestas
substancias que possam lesar o tecido ocular deve ser uma
constante. Por isso, 0 presente estudo tem por objetivo avaliar
a toxicidade retiniana do BSS, gas SF, e LPFC, através do
estudo bioquimico e histoldgico dos olhos de coelhos subme-
tidos a injecdo intravitrea destas substancias.

METODOS

Foram estudados 22 olhos de 16 coelhos albinos fémea da
raca Nova Zelandia, com peso variando entre 2,0 e 2,5 kg,
fornecidos pelo biotério da Faculdade de Medicina de Ribei-
réo Preto, da Universidade de S&o Paulo. Todos os animais
foram tratados de acordo com os critérios preconizados pela
“Association for Research in Vision and Ophthalmology”
(ARVO). Os olhos foram divididos em 3 grupos distintos, de

Arq Bras Oftalmol. 2005;68(4):511-5

68(4)18.p65 512

o

acordo com asubstanciainjetada: BSS (7 olhos); SF, (4 olhos)
e LPFC (5 olhos). Seis olhos adelfos escolhidos ao acaso
formaram o grupo controle, dois do grupo SF,, dois do grupo
LPFC edoisdo grupo BSS.

A induc&o anestésica se fez com uma injec&o intramuscu-
lar deketamina (50 mg/kg peso) exilazina2% (10 mg/kg peso)
e amanutencao com thiopentobarbital sodico 2,5% nadose de
5 mg/kg peso viaendovenosa. Apds anestesialocal com insti-
lac8o de colirio anestésico de cloridato de proximetacaina
0,5% iniciou-se o procedimento com a colocacédo do blefaros-
tato e abertura conjuntival de aproximadamente 0,5 cm, as 11
horas, seguida da passagem de um ponto escleral em “U” e
esclerotomiacom agulhacalibre 10a2,0 mmdo limbo, introdu-
Zida até aporcéo central do corpo vitreo. Em seguida o humor
vitreo foi aspirado (0,3 ml) e pela mesma agulha injetou-se
0,3 ml dasubsténcia(BSS, SF, puro ou LPFC). A perfuragéo foi
selada amarrando-se o ponto escleral, a conjuntiva fechada
com injecdo subconjuntival de sorofisioldgico einstiladauma
gota de colirio de tobramicina e dexametasona. Os ol hos con-
trole ndo foram submetidos a qual quer procedimento.

Apos trés semanas do experimento, sob anestesia, 1,0 ml
do humor vitreo de cada olho foi aspirado com uma agulha
calibre 10, montado em umaseringaestéril e encaminhado para
estudo bioquimico (Figural). A andlise quantitativa dos ami-
noécidos presentes no humor vitreo (aspartato, glutamato,
sering, glicing, tirosinaelisina) dos coelhosfoi feitaatravésda
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). Antes do
sacrificio os olhos foram enucleados e fixados em solucéo
tamponada de formaldeido a 10% para em seguida serem pro-
cessados para andlise histoldgica da retina que se fez pela
microscopia optica com coloragdo de hematoxilina-eosina.
Utilizou-se um microscopio Zeiss, com |ampadahal ogenadae
filme*“ Ektachrome” ASA 64 e ASA 100 parafotosem papel.

A média + desvio padréo da concentracéo vitrea dos ami-
noacidos estudados (aspartato, glutamato, serina, glicina,
tirosina e lisina) foram registrados no programa Origin 6.0 e
utilizou-se o teste paramétrico t de Student para andlise esta-
tistica. O nivel designificanciafoi firmado em 5% (p<0,05).

i =

Figura 1 - Fotografia do procedimento de aspiracdo da amostra vitrea
do olho direito do coelho antes da enucleagdo e sacrificio
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RESULTADOS

DISCUSSAO

A andlise quantitativa do aminoacido excitatorio glutamato
no humor vitreo de coel hos submetidos ainjegéo de SF, e LPFC
se mostrou mais elevada em média do que nos olhos subme-
tidos a injecdo de BSS e olhos controle. Esta diferenca foi
estati sticamente significante, como demonstrado natabelal. O
gréfico 1 apresenta a distribui¢&o dos outros aminoécidos ana-
lisados, mostrando ndo haver grandes diferencas entre as
amostras.

Histologicamente as retinas dos grupos SF, e LPFC apre-
sentaram intensa vacuolizagdo da camada ganglionar, com
picnose, edemae diminui¢do do nimero de nlcleos. A camada
nuclear interna apresentou-se edemaciada, achado este evi-
denciado pelo aumento da disténcia entre as camadas ganglio-
nar e nuclear externa, com diminui¢do do nimero denucleos. As
camadas mais superficiaismostraram apresencade macréfagos.
AlteracGes foram observadas também nas camadas mais exter-
nas como disrupgdo dos segmentos externos dos fotorrecep-
toreseafilamento dacamadaplexiformeexterna. No grupo LPFC
estas |esBes se apresentaram de forma mai s acentuada, enquan-
to que no grupo SF, foram mais brandas.

Todos os grupos (BSS, SF, e LPFC) apresentaram graus
varidveisdevacuolizagcdo em diversas camadas daretina (plexi-
forme interna, ganglionar e nuclear externa). O grupo controle
também apresentou vacuolizages sd que em menor nUmero.

Tabela 1. Distribuigcdo dos grupos de olhos de coelhos controle e

submetidos ainjegdo intravitrea de BSS, SF, e LPFC de acordo com

o nimero de olhos, concentracdo média de glutamato e presenca
de lesdo histologica

Controle BSS SF, LPFC
Numero de olhos 6 7 4 5
Concentracdo de 4,1+1,8 10,2+6,1 27,9%4,3* 75,5%64,4*

glutamato (nmol/ml)

Lesdo histologica N&o N&o Leve Grave
*diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
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Grafico 1 - Concentragao de aminoécidos do vitreo de coelhos controle
e tratados com injec&o intravitrea de BSS, SF, e LPFC
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O presente estudo demonstrou que o gés SF, e o LPFC
parecem induzir |esdo retiniana quando em contato prolongado
com o olho de coelhos. Vérios outros estudos experimentais ja
haviam demonstrado a intolerancia do olho ao LPFC®E1D,
Alguns autores demonstraram que 6 dias ap6s a injecéo intra-
vitreade L PFC os olhos de coel hos ja apresentavam alteractes
histol 6gicas a microscopia Gptica e eletronica’?. Ja o gas SF,,
por outro lado, parece ndo ter propriedades farmacol égicas,
guimicas ou fisicas toxicas aretina®d.

Todos estes estudos foram feitos baseados na histopato-
logia, ndo correlacionando a leséo histolégica da retina as
alteracdes bioguimicas do humor vitreo. A andlise bioquimica
do humor vitreo através da quantificagdo dos aminoécidos
excitatérios feita no presente estudo baseou-se nos principios
de Rothman, Olney™ que, em 1986, postularam a teoria da
toxicidade excitatoria (neurotoxicidade) apontando os amino-
acidos excitatorios, principal mente o glutamato, como umim-
portante agente causal da morte neuronal. A ocorréncia de
aumento anormal naliberacéo do glutamato “in vivo” foi de-
monstrada pela primeira vez por alguns autores, em ratos®®,
Acredita-se que este aumento nos niveis de glutamato seja
proveniente daliberago extracel ular deste aminoécido neuro-
transmissor, presente nos neurdnios e células gliais. A causa
deste aumento poderia estar relacionado afaléncia do sistema
de transporte deste aminoécido para o interior das células, as
situacdes em que a morte celular (neurbnios e glia) esta
aumentada ou a ocorréncia de faléncia energética por hipdxia
ou andxia ou em casos de isquemia*®.

Nenhum outro estudo havia demonstrado a mudanca da
concentragéo vitreado glutamato em ol hos tratados com SF, e
LPFC. O aumento da concentracdo do glutamato no humor
vitreo dos animais tratados com SF, e LPFC, atingindo con-
centracdes médiasdaordem de 27,9 nmol/mL e 75,5 nmol/mL,
respectivamente, sdo altamente toxicasaretinae, por si, expli-
cariam as | esdes histol 6gicas encontradas, ou seja, induziriam
aum quadro semelhante aisquemia retiniana. As substancias
SF, e LPFC poderiam estar agindo nos neurdnios retinianos ou
células gliais, através de qualquer um dos mecanismos acima
mencionados. Estes val ores foram significativamente maiores
do que as encontradas nos grupos BSS e controle, que apre-
sentaram concentragfes de 9,5 nmol/mL e 4,1 nmol/mL, res-
pectivamente. Resultados semelhantes aos encontrados no
presente estudo foram descritos por varios autores’®, que
constataram aumento especifico da liberagdo do glutamato e
ortofosfoserina (OPS) em retinas de coelhos submetidos a
isgquemia.

Corroborando com os achados bioguimicos, a andlise his-
toldgica das retinas tratadas com LPFC mostrou alteractes
semelhantes as encontradas em outros estudos®*®. O meca-
nismo pelo qual alesdo se da permanece desconhecido, sendo
aventadas as possibilidades da toxicidade retiniana da subs-
tancia e do seu efeito mecanico sobre a retina*’-19.
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De qualquer forma, o aumento significativo da concentra-
¢do de glutamato no humor vitreo e as alteracdes histol dgicas
daretina de coelhos tratados com injecdo intravitreade LPFC
confirmam a propriedade lesiva desta substancia quando em
contato prolongado com a retina de coel hos.

O grupo tratado com SF, também apresentou alteragtes
histologicas da retina, sO que bem menos acentuadas. De
forma semelhante, outros autores®® encontraram alteractes
histol égicas na retina superior de coelhos submetidos a inje-
¢do intravitrea de SF,. Entretanto, estes autores consideraram
que estas alteragbes ndo se mostraram significativamente di-
ferentes das alteragBes presentes no grupo controle. Apesar
de ndo termos encontrado alteracfes significativas no grupo
controle e BSS, nossa andlise histoldgica mostrou que algu-
mas alterages do grupo SF, poderiam ser transitorias, corro-
borando com as conclusfes de Doi et al.9. A presenca de
vacuolizag&o nas camadas mais internas da retinafoi descrita
por alguns autores como artefatos do processo de fixagéo da
retina®, enquanto outros acreditam que sejam decorrentes
da quebrada barreira hemato-retiniana®. De qualquer forma,
estas alteragbes histolégicas, podem se tornar importantes
devido a presenca de altas concentracdes de glutamato no
humor vitreo.

A utilizagdo de drogas potencial mente neuroprotetoras pa-
rece ser umaboasolucdo natentativade reduzir alesdo mediada
pelo aumento da concentragéo de glutamato. 1sso pode ser feito
através dautilizacdo de drogas que gjam em umaou mais etapas
da cascata que leva ao aumento extracelular de glutamato. Al-
gumas delas javem sendo estudadas ha algum tempo, como é o
caso dos redutores de radicais livres®, substancias que agem
no receptor de glutamato®, antagonistas dos receptores opi6i-
des®, agentes dopaminérgicos®, agentes adrenosinérgi-
cos® ou antagonistas do calcio®. A possibilidade de prote-
¢30 neuro-retiniana quando da utilizacdo de substitutos do
humor vitreo j& € avo de investigacGes pelos autores.

CONCLUSAO

A presenca de altas concentragdes vitreas de glutamato,
juntamente com alterac@es histol égicas da retina de coelhos
submetidos ainjecéo intravitrea de SF, e LPFC, quando com-
parado aos grupos controle e BSS, indicam lesdo do tecido
retiniano.

ABSTRACT

Purpose: To determine retinal toxicity after intravitreous ba-
lanced salt solution, sulfur hexafluoride gas, and perfluorocar-
bonliquidinjectioninrabbit eyes. M ethods: Twenty-two eyes
of sixteen New Zealand abino rabbits were divided into
groups: balanced salt solution (7 eyes); sulfur hexafluoride
gas (4 eyes); and perfluorocarbon liquid (5 eyes). After the
introduction of a needle through the sclera the vitreous was
aspirated (0.3 ml), balanced salt solution, sulfur hexafluoride
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gas 100% and perfluorocarbon liquid (0.3 ml) were injected
into rabbit vitreous cavity. The control group (6 eyes) was hot
submitted to any procedure. After three weeks the vitreous
was aspirated and submitted to biochemical analysis and the
eyes prepared for histological analysis. Results. The eyes
submitted to perfluorocarbon liquid and sulfur hexafluoride
gas injection showed a greater L-glutamate increase in the
vitreous compared to balanced salt solution and control
groups (p<0.05). Histological results confirmed small changes
in the sulfur hexafluoride group and important lesions in per-
fluorocarbon liquid group, such as external photoreceptor seg-
ment disruption, external and internal plexiform layer thinning,
ganglionar and internal nuclear layer decrease of nucleus num-
ber, edema, and presence of macrophages in the superficia
layers. No magjor histological changes were observed with ba-
lanced salt solution and in control groups. Conclusion: Liquid
intravitreousinjection of sulfur hexafluoride gas and perfluoro-
carbon are potentially toxic to rabbit retina, compared to control
and balanced salt solution groups.

Keywords: Retina/injuries; Retinal detachment/surgery; Vi-
treous body/drugs effects; Sulfur hexafluoride/toxicity; Per-
fluorocarbon liquid/toxicity; Glutamic acid/toxicity; Rabbits
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