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RESUMO

Avaliaram-se as apresentagdes comerciais de colirios anestésicos aplicados em 63 coelhos da raca Nova
Zelandia, distribuidos em trés grupos (G1, G2 e G3) de 21 animais cada e que receberam instilacdo de
uma gota em cada olho seis vezes ao dia. Os animais do G1 foram tratados com colirio de cloridrato de
proparacaina a 0,5%; os do G2, com colirio de cloridrato de tetracaina a 1% associado a fenilefrina a
0,1%; e os do G3, com solugdo fisioldgica. Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos com sete
animais cada, os quais foram tratados por trés, sete e 15 dias. No final de cada tratamento, dois animais de
cada subgrupo foram sacrificados para exame histoldgico de fragmentos retirados da conjuntiva, da
terceira palpebra e das palpebras. Observou-se, ao exame clinico, episclerite em graus diversos em 100%
dos animais do G1, no terceiro, sétimo e 15° dia, e em apenas 17,8% nos do G2, nestes mesmos dias. Ao
exame microscépico, observaram-se aumento do nimero de células califormes, proliferagdo de foliculos
linfoides, aumento do nimero de eosindfilos e aumento do espaco intersticial nas palpebras dos animais
do G1. Péde-se concluir que o colirio de tetracaina a 1% associado a fenilefrina a 0,1% promoveu maior
toxicidade a conjuntiva ocular e as péalpebras de coelhos quando comparado ao colirio de proparacaina a
0,5%.
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ABSTRACT

This work aimed to evaluate commercial presentations of anesthetic eye drops in sixty three New Zealand
rabbits which were separated equally in three groups (G1, G2 and G3). The G1 group was treated with
0.5% proparacaine chloridrate eye drop, G2 group with 1% tetracaine chloridrate associated with 0.1%
phenylephrine eye drop and G3 group with 0.9% physiologic solution eye drop. All of them received one
drop in each eye six times a day. Each group was subdivided into three subgroups (seven rabbits), which
are treated for 3, 7 and 15 days. At the end of each treatment, two animals in each subgroup were subject
to euthanasia, for the purpose of conjunctiva, eyelids and third eyelids histological evaluation. At the
clinical exam, different grades of episcleritis were found in all rabbits in G2 group and only in 17.8% of
the rabbits in G1 group. Eye and eyelid histologic evaluation of G2 group revealed an upgrade of goblet
cells and eosinophil number, lymphoid follicle proliferation and increase of interstitial space in the
eyelids. We could conclude that 1% tetracaine associated with 0.1% phenylephrine eye drop caused more
eyelid and ocular conjunctiva toxicity than 0.5% proparacaine eye drop.
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INTRODUCAO

Os colirios anestésicos desempenham papel de
fundamental importadncia na  oftalmologia
humana e veterinaria, sendo mais comumente
utilizados o cloridrato de tetracaina e o cloridrato
de proparacaina (Bartfield et al., 1994; Marsh et
al., 2005). Manipulagdes simples para fins de
diagndstico, tais como a tonometria, a inspe¢do
em busca de corpo estranho ocular, a inspecdo da
terceira palpebra e do ducto nasolacrimal, seriam
praticamente impossiveis sem a utilizacdo desses
farmacos. Tais substancias bloqueiam, de forma
reversivel, a transmissdo de estimulos nervosos,
interrompendo o0 processo de excitacdo e
conducdo do estimulo nervoso nas fibras
periféricas (Stebbing e Bornstein, 1994; Cepeda
et al., 2002; Becker e Reed, 2006).

As solugdes anestésicas mais comumente
utilizadas para anestesia da superficie ocular sdo
o cloridrato de tetracaina e o cloridrato de
proparacaina (Stiles et al., 2001). O cloridrato de
tetracaina ¢ um derivado do 4cido para-
aminobenzoico, e  solugcbes para  uso
oftalmolégico de 1% a 2% podem ser instiladas
diretamente no fundo do saco conjuntival. A
tetracaina é o mais potente anestésico local e o
de maior penetragdo na cérnea, dai a sua grande
utilizagdo. O cloridrato de proparacaina, que
também recebe a denominacgdo brasileira de
cloridrato de proximetacaina, ¢ um derivado
éster do acido benzoico e possui caracteristicas
similares as da tetracaina. O farmaco &
apresentado na solugéo de 0,5%, e o tempo para
inicio da anestesia é em torno de 13 segundos,
perdurando por 15 minutos em média. (Bartfield
et al., 1994; Campos et al., 1994; Grant e Acosta,
1994; Marcondes, 1999).

J& sdo bem conhecidas as lesGes no epitélio
corneal e no estroma promovidas pelo uso de
colirios anestésicos. Estas estdo associadas,
principalmente, a uma série de fendmenos
toxicos no epitélio corneal e no estroma, cuja
lesdo classica decorrente do abuso desses
farmacos consiste num infiltrado em forma de
anel no estroma corneal. Instilacbes repetidas
desses farmacos retardam o processo de
cicatrizacdo de lesdes corneais ao interferir na
regeneracdo epitelial, por meio da diminuicdo da
mitose e da migracdo celular (Cherry et al.,
1994; Arshinoff et al., 1996; Verma e Marshall,
1996; Moreira et al., 1999). Entretanto, as
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descricbes sobre a toxicidade de solucdes
anestésicas na conjuntiva e nas palpebras foram
evidenciadas somente em relato de caso no
homem (Dannaker et al., 2001).

Os modelos experimentais com coelhos séo
utilizados com frequéncia em estudos de
oftalmologia. Nestes, os colirios anestésicos sdo
necessarios, invariavelmente, para a afericdo da
pressdo intraocular, para a eletrorretinografia e
para o teste lacrimal de Schirmer do tipo dois
(Gelatt, 2007; Maggs et al., 2008). Assim, 0
conhecimento da acdo desses farmacos sobre as
conjuntivas e palpebras na espécie é de grande
importancia.

O proposito deste estudo foi comparar, utilizando
parametros clinicos e histolégicos, as alteraces
palpebrais e conjuntivais promovidas pelo uso
topico de solugbes anestésicas a base de
cloridrato de proparacaina a 0,5% e de cloridrato
de tetracaina a 1%, utilizando o coelho como
modelo experimental.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 63 coelhos da raga Nova
Zeléndia, espécie  Oryctolagus  cuniculus,
saudaveis, de peso corpéreo médio de 2500g,
com seis a oito meses de idade. Desses, 21 eram
de pelagem vermelha, sendo 13 machos e oito
fémeas, e 42 albinos homozigotos, sendo 31
machos e 11 fémeas, distribuidos, por meio de
sorteio, em trés grupos (G1, G2 e G3) de 21
animais cada. O protocolo terapéutico instituido
foi 0 mesmo para todos os grupos, constando de
instilacdo de uma gota da solu¢do em cada olho,
a cada duas horas, durante 12 horas do dia,
perfazendo um total de seis instilagces diarias em
cada olho. Os animais do G1 foram tratados com
colirio de cloridrato de proparacaina a 0,5%
(Anestalcon®, Alcon Laboratérios do Brasil
Ltda.); os do G2, com colirio de cloridrato de
tetracaina a 1% associado a fenilefrina a 0,1%
(Colirio  Anestésico®, Allergan  Produtos
Farmacéuticos Ltda.); e os do G3, com solucéo
fisiol6gica a 0,9% (Fisioldgico 0,9%, Equiplex®
Produtos Farmacéuticos Ltda.). Cada grupo foi
dividido em trés subgrupos de sete animais,
tratados por trés, sete e 15 dias. No final de cada
tratamento, dois animais de cada subgrupo,
machos albinos homozigotos, foram
eutanasiados para exame histolégico de
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fragmentos retirados da conjuntiva, da terceira
palpebra e das palpebras.

Durante o periodo correspondente a cada
tratamento, os animais foram submetidos
diariamente ao exame clinico ocular para
avaliacdo da conjuntiva e palpebras. Para tal,
foram utilizados foco de luz (Transiluminador de
Finoff, Heine, Alemanha), lupa (Lupa de Pala,
Estek, Sdo Paulo, SP) e oftalmoscépio direto
(Miroflex — Heine, Alemanha). Avaliaram-se as
superficies conjuntival e palpebral, quanto a
auséncia ou presenca de hiperemia e edema;
ainda, a presenga de secrecdo ocular,
blefaroespasmo, epifora e prurido. Para
tabulagdo dos resultados do exame clinico (Tab.
1 e 2), em cada animal, foram adotados os
seguintes critérios: Secre¢do: (0) ausente, (1)
leve — tracos de secrecdo no fundo de saco
conjuntival ou aderida as margens palpebrais —,
(2) moderado — pequena quantidade de secrecéo,
facilmente visivel na conjuntiva e margem
palpebral —, (3) acentuado — grande quantidade
de secrecdo conjuntival e palpebral, permitindo,
porém, a observacdo do bulbo ocular —, (4)
intenso — grande quantidade de secrecdo
conjuntival e palpebral, dificultando a abertura
da fenda palpebral —; Episclerite: (0) ausente, (1)
leve — discreta hiperemia episcleral —, (2)
moderado — hiperemia episcleral em grau
moderado, discreta quemose e epifora —, (3)
acentuado: moderada a intensa hiperemia
episcleral, discreta quemose e epifora —, (4)
intenso — intensa hiperemia episcleral, quemose,
epifora e blefaroespasmo —; Blefarite: (0)
ausente, (1) leve — discreta hiperemia palpebral —
, (2) moderado — hiperemia moderada e discreto
edema palpebral —, (3) acentuado — hiperemia
acentuada e moderado edema palpebral, prurido
— (4) intenso — intensa hiperemia e edema
palpebral, prurido —; Secrecdo ocular (tipos):
serosa — secre¢do limpida e transparente —,
seromucosa — presenca de fragdo serosa e fragéo
mucosa —, mucosa — secrecdo esbranquicada —,
purulenta — secrecdo amarelada na vigéncia de
infeccdo. Para registro das informagdes acima
citadas, foi feita uma ficha de avaliagdo clinica
para cada animal, onde se identificou o sexo, a
cor da pelagem e os olhos (direito e esquerdo),
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para posterior observacdo do efeito dessas
variaveis sobre o resultado.

Ao final dos tratamentos, os animais foram
eutanasiados utilizando-se injecdo de thiopental
sédico  (Thiopentax®, Cristalia  Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda.), na dose de
65mg por quilograma de peso vivo, na veia
marginal da orelha. Para a avaliacdo histolégica,
foram utilizados dois animais machos albinos
homozigotos de cada subgrupo experimental,
perfazendo um total de 36 olhos. Realizou-se a
retirada das palpebras e da terceira palpebra.
Apods fixacdo em formol tamponado a 10%
(Dindmica Quimica Contemporéanea, Sao Paulo,
SP), as amostras foram seccionadas ao meio, em
corte vertical, para retirada de fragmentos de
aproximadamente 30mm de espessura para
impregnacdo em parafina. Os fragmentos
colhidos foram seccionadas numa espessura de
4um e coradas pela hematoxilina e eosina (HE),
conforme descrito por Luna (1968). As laminas
foram examinadas em fotomicroscopio 6ptico de
campo claro Microscépio triocular — Modelo
Jenaval — Carl Zeiss, Alemanha), e as imagens
selecionadas registradas por maquina filmadora
(CCD Color camera SAC — 410ND — Samsung),
acoplada ao microscopio e armazenadas
digitalmente empregando-se o software PCTV
Vision (PCTV Vision (versdo 1.04) — Pinacle
Systems Inc). Para leitura das laminas foram
avaliados: infiltrado inflamatério, vasodilatagdo
e quantidade de hemacias presentes nos vasos
sanguineos, hiperplasia de células caliciformes,
hiperplasia ~ de  foliculos linfoides e
linfoangiectasia.

Utilizou-se teste de Kruskal-Wallis para
comparar os efeitos de tratamentos e dia da
avaliacdo clinica sobre o escore. Pelo teste de
Wilcoxon, verificou-se o efeito do sexo e da cor
da pelagem sobre o escore final. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o
software estatistico SAEG (Sistema..., 2007) e
adotando-se a significancia de 0,05. O
experimento foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa — COEP/UFG, sob protocolo n.°
002/07.
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Tabela 1. Resultados da avaliagdo clinica dos olhos em que se instilou colirio de cloridrato de
proparacaina a 0,5% (G1)

Avaliacdo Secrecdo Episclerite Blefarite
Leve 0 7 (16,67%) 0
s & Moderada 0 0 0
SN Grave 0 0 0
NERS Intensa 0 0 0
Total 7 (16,67%)
Leve 0 6 (21,43) 0
© & Moderada 0 0 0
59 Grave 0 0 0
~ e Intensa 0 0 0
Total 6 (21,43)
© = Leve 0 2 (14,28%) 0
T o Moderada 0 0 0
) IEI, Grave 0 0 0
Intensa 0 0 0
Total 2 (14,28%)

Tabela 2. Resultados da avaliacéo clinica dos olhos em que se instilou colirio de cloridrato de tetracaina a

1% (G2)
Avaliacao Secrecdo Episclerite Blefarite
Leve 11 (26,19 %) 0 6 (14,29%)
Moderada 15 (35,72 %) 21 (50%) 13 (30,95%)
~ Grave 3(7,14%) 19 (54,24%) 2 (4,76%)
2 ~ Intensa 0 2 (4,76%) 0
&% £ Total 29 (69,05%) 42 (100%) 21 (50%)
Leve 10 (35,71%) 0 9 (32,14%)
Moderada 8 (28,57%) 10 (35,71%) 12 (42,86%)
= Grave 10 (35,71%) 18 (64,29%) 5 (17,86%)
2 o Intensa 0 0 0
e = Total 28 (100%) 28 (100%) 26 (92,86%)
2 (14,29%) 0 4 (28,57%)
R 6 (42,86%) 4 (28,57%) 6 (42,86%)
o 5 (35,71%) 7 (50,00%) 3(21,43%)
B e 0 3(21,43%) 1 (7,14%)
Total 14 (100%) 14 (100%) 14 (100%)

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a andlise estatistica, foi
verificado efeito dos tratamentos sobre o escore
das alterages clinicas (P<0,05). Verificou-se
diferenca significativa entre os escores do grupo
tratado com cloridrato de proparacaina (G1) e o
tratado com tetracaina (G2), assim como entre o
grupo tratado com cloridrato de tetracaina e o
que recebeu solugdo fisiologica (G3) (P>0,05).
Porém, ao comparar-se 0 G1 ao G3, nao foi
evidenciada diferenca significativa (P>0,05).

Sabe-se que a gravidade das lesGes promovidas
pelo uso continuo de colirios anestésicos pode
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estar relacionada com o tempo de uso, ou seja,
quanto maior o tempo de tratamento, maior a
gravidade das lesdes (Marcondes, 1999).
Entretanto, nas condi¢Ges do presente estudo,
quando se comparou o tempo de utilizacdo dos
colirios com o escore total de alteragdes clinicas,
ndo foi verificada influéncia em nenhum dos
tratamentos  (P>0,05). Também, ndo foi
detectado efeito do olho direito ou esquerdo
(P=0,47), do sexo (P=0,17) e da cor da pelagem
(P=0,28) sobre o escore das alteragGes clinicas.

Foi observada menor incidéncia de alteracBes

clinicas no G1 (Tab. 1) do que no G2 em todos
os periodos avaliados (Tab. 2). Tais resultados
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estdo de acordo com Bartfield et al. (1994),
Campos et al. (1994) e Grant e Acosta (1994),
que descreveram maior toxicidade do cloridrato
de tetracaina quando comparado ao cloridrato de
proparacaina.

Os achados clinicos encontrados nas palpebras e
conjuntivas nos olhos dos coelhos tratados com o
cloridrato de tetracaina, como edema, hiperemia
conjuntival, presenca de secrecdo mucosa e
prurido, indicaram manifestacfes de toxicidade
ao colirio (Fig. 1A a 1D). Tais reacBes sdo
semelhantes aquelas imunomediadas do tipo 1V,
também chamadas de reacles de
hipersensibilidade tardia, que se caracterizam
pela presenca de edema, prurido e hiperemia
local, desenvolvendo-se em algumas horas ap6s
exposicdo ao antigeno (Abelson e Udell, 2000).
Neste grupo, evidenciou-se episclerite em 100%
dos casos, variando de grau moderado a intenso;
presenca de secrecdo de aspecto mucoso de grau
leve a acentuado de 69 a 100% das observacdes e
blefarite de grau leve a intenso em, no minimo,
50% das observagdes. Dannaker et al. (2001)
relataram um caso de dermatite alérgica por
contato num paciente que utilizou as duas
solucbes anestésicas, com presenca de episclerite
e blefarite com prurido periocular, alteracdes
condizentes aquelas encontradas neste estudo.

Imediatamente apds a instilagdo do colirio de
tetracaina, foi observado intenso desconforto
ocular, conforme citado por Marcondes (1999),
visto que 0s animais apresentavam imediato
blefaroespasmo. O desconforto ocular ndo foi
verificado em nenhum animal que recebeu
colirio de proparacaina do presente experimento,
assim como nas avaliacGes feitas por Bartfield et
al. (1994) e Marsh et al. (2005).

As alteracBes microscopicas observadas nos
grupos tratados com o cloridrato de tetracaina
consistiram em aumento do ndmero de hemacias
presentes dentro dos vasos sanguineos, edema
(Fig. 2A), linfoangiectasia (Fig. 2B) e hiperplasia
de foliculos linfoides das conjuntivas palpebral,
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bulbar e da terceira palpebra. Foram também
observados infiltrados inflamatdrios contendo
eosindfilos, linfécitos, macréfagos, mastocitos e
poucos neutrdfilos nas conjuntivas palpebral e
bulbar, caracterizados principalmente como do
tipo linfoplasmocitario (Fig. 2C), além de
hiperplasia de células caliciformes na lamina
prépria da conjuntiva palpebral, principalmente
no férnice conjuntival (Fig. 2D).

As alteracdes encontradas na conjuntiva ocular
dos animais tratados com solucdes anestésicas,
segundo Chang (1997) e Abelson e Udell (2000),
podem ser sugestivas tanto de um processo
toxico quanto alérgico. De forma semelhante ao
encontrado neste experimento, Santos et al.
(2003) j& haviam evidenciado a presenca de
infiltrados inflamatérios contendo eosindfilos,
macrofagos, linfécitos e mondcitos em coelhos
com conjuntivite responsiva a um farmaco. No
entanto, ndo se pode afirmar que a natureza da
patologia decorrente do uso local de anestésicos
seja alérgica pela presenca de eosindfilos, pois
Limberg et al. (1986) postularam que esse tipo
celular foi descrito em pacientes portadores de
uma variedade de doencgas oftalmicas.

A hiperplasia de células caliciformes e de
pequenos agregados linfoides, distribuidos ao
longo da lamina propria da conjuntiva palpebral,
evidenciada nos animais que receberam colirio
de cloridrato de tetracaina e, em menor
intensidade, nos animais tratados com o
cloridrato de proparacaina, constitui um achado
inespecifico. De acordo com Spencer (1996) e
Render e Carlton (1998), poderia ocorrer em
conjuntivite de qualquer natureza, podendo,
inclusive, progredir até formacgdo de foliculos
gigantes. O edema estromal, evidenciado nas
conjuntivas palpebral e bulbar caracterizou-se
por afastamento das fibras reticulares e a
presenca de linfoangiectasia, confirmando a
presenca de excesso de liquido a ser drenado.
Essas alteracfes estdo de acordo com aquelas
referenciadas por Cotran et al. (1994), em
resposta a presenca de um agente quimico.
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Figura 1. Animais que receberam tratamento com colirios anestésicos. (A): olho direito de um coelho tratado por trés
dias com colirio de cloridrato de tetracaina apresentando blefarite com presenca de secrecdo mucoide; (B): coelho
tratado com colirio de cloridrato de tetracaina por sete dias, ao quinto dia de tratamento, apresentando
blefaroespasmo no olho esquerdo; (C): olho direito de coelho tratado com colirio de proparacaina por trés dias,
apresentando hiperemia conjuntival e quemose; (D): olho esquerdo de coelho tratado com colirio de tetracaina por
sete dias, apresentando quemose, projecdo da terceira palpebra com hiperemia e edema e secrecdo mucoide.

: _ . T
Figura 2. (A): Fotomicrografia de fragmento palpebral de coelho tratado com colirio de cloridrato de tetracaina por
sete dias, mostrando edema acentuado (*) (HE,250X). (B): Fragmento palpebral de animal tratado com colirio de
cloridrato de tetracaina por trés dias, mostrando linfoangiectadia em grau moderado (setas) (HE,125X). (C)
Fragmento palpebral de coelho tratado com colirio de cloridrato de tetracaina por 15 dias, mostrando presenca de

infiltrado linfoplasmocitario em grau intenso (+) (HE,125X). (D): Fragmento palpebral de coelho tratado com
colirio de cloridrato de tetracaina por 15 dias, mostrando hiperplasia de células caliciformes (seta larga) e presenca de
eosinofilos (seta) em grau leve, infiltrando o epitélio (HE,1000X).

72 Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.65, n.1, p.67-74, 2013



Estudo clinico e histoldgico...

CONCLUSOES

A instilagdo de colirio anestésico a base de
cloridrato de tetracaina a 1% promove acentuada
toxicidade a conjuntiva ocular, as palpebras e a
terceira palpebra de coelhos quando comparado
com colirio de proparacaina a 0,5%, quando
realizadas em periodos de trés, sete e 15 dias,
sendo, portanto, ndo indicada a sua utilizacdo
nessa espécie.
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