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FORMATO DA DISSERTAGAO

A presente dissertacao € composta por capitulos.

O capitulo 1 apresenta uma introdugédo geral dos objetivos de estudo
desta dissertacéao.

O capitulo 2 trata-se de revisao de literatura.

O capitulo 3 aborda os materiais e métodos utilizados no estudo,
resultados e discusséo.

O capitulo 4 finaliza o trabalho com a conclusao do estudo.

As referéncias de todos os capitulos se encontram em lista Unica ao

final da dissertagao.



RESUMO

Dentre os antiinflamatdrios toépicos ndo esteroidais mais utilizados na rotina
oftalmolégica veterinaria, destaca-se o cetorolaco de trometamina e o
flurbiprofeno sédico. Resultados positivos séo vistos clinicamente com o uso
do cetorolaco; porém, ndo ha nenhum estudo que comprove a sua eficacia
em caes. O objetivo do trabalho foi avaliar a eficacia e concentragao no
humor aquoso do cetorolaco de trometamina 0,5% em caes submetidos a
ruptura da barreira hemato-aquosa, quando comparado ao flurbiprofeno
sédico. Foram utilizados vinte olhos de dez caes SRD, adultos, machos e
fémeas, clinicamente saudaveis. Seguindo-se o delineamento cross-over,
realizou-se a Etapa 1 (cetorolaco de trometamina 0,5%) no olho direito e a
Etapa 2 (flurbiprofeno sédico) no olho esquerdo, com washout de 4 dias entre
elas. Apos anestesia geral, foi realizado a paracentese do humor aquoso
(M0). Duas novas paracenteses foram feitas, a cada 30 minutos (M1 e M2),
sendo o colirio instilado em M1, de acordo com a etapa. Amostras de humor
aquoso foram colhidas para mensuragao de prostaglandina e a cromatografia
de alta eficiéncia. Os animais foram tratados com os colirios supracitados,
quatro vezes ao dia e apo6s 8, 24, 36 48 e 60 horas de M2 foi realizada
avaliagao oftadlmica e mensuragédo da PIO. Quanto as alteragdes oftalmicas,
20% dos olhos tratados com cetorolaco apresentaram hemorragia em iris e
50% congestao dos vasos episclerais. Ja com o flurbiprofeno, 30% dos olhos
apresentaram congestao dos vasos episclerais e 10% edema de iris. Todas
estas alteragdes nédo foram mais constatadas nas avaliagcdes 4 e 5 (48h e
60h, respectivamente). Com relagdo a PIO, ndo houve diferenga estatistica
(p<0,05) entre os tratamentos. A mediana de prostaglandina das 20 amostras
colhidas em MO foi de 65,07 pg/mL. Em M1, esta mediana elevou-se para
9308,68 pg/mL (p<0,05). Em M2, apés 30 minutos da instilagdo dos
diferentes colirios, a mediana de prostaglandina nos olhos tratados com
cetorolaco e flurbiprofeno foram respectivamente 174,81 e 189,3 pg/mL
(p<0,05 com relagéo a M0). Quanto ao HPLC, nao houve diferenga estatistica
entre as concentragdes do flurbiprofeno e cetorolaco no humor aquoso.
Mediante os resultados, pode-se concluir que o cetorolaco de trometamina
0,5% foi tao efetivo quanto o flurbiprofeno no controle da inflamagao ocular.

Palavras-chave: Antiinflamatério toépico. Paracentese. Humor aquoso.
Cetorolaco de trometamina 0,5%.



Xi

ABSTRACT

Among the non-steroidal anti-inflammatory topics most used in veterinary
ophthalmology routine stands out ketorolac tromethamine and flurbiprofen
sodium. Positive results are seen clinically with the use of ketorolac, but there
are no studies proving its effectiveness in dogs. The objective of this study
was to evaluate the efficacy and concentration in the aqueous humor of
ketorolac tromethamine 0,5% compared to flurbiprofen sodium, after
breakdown of the blood - aqueous barrier. Twenty eyes of ten mongrel dogs,
adults, males and females, clinically healthy were used. Following the cross-
over design, we performed Step 1 (ketorolac tromethamine 0,5%) in the right
eye and Step 2 (flurbiprofen) in the left eye, with washout of 4 days between
them. After general anesthesia, paracentesis of aqueous humor (M0O) was
performed. Two new paracentesis were made every 30 minutes (M1 and M2)
being instilled into the eye drops M1, according to the step. Aqueous humor
samples were collected for measurement of prostaglandin and high
performance liquid chromatography. The animals were treated with the above
eye drops four times a day and after 8, 24, 36, 48 and 60 hours M2
ophthalmic evaluation and measurement of the IOP was undertaken. As for
ophthalmologic abnormalities, 20% of eyes treated with ketorolac showed
hemorrhage in the iris and 50% congestion of episcleral vessels. Already with
flurbiprofen, 30% of eyes showed congestion of episcleral veins and edema
iris 10%. All these abnormalities were not observed in the ratings 4 and 5 (48h
and 60h, respectively). With respect to IOP, there was no statistical difference
(p<0,05) between treatment. The median of the 20 samples prostaglandin in
MO was 65,07 pg/mL. In M1, the median increased to 9308,68 pg/mL (p<
0,05). In M2, 30 minutes after instillation of the different eye drops, the median
of prostaglandin in the eyes treated with ketorolac and flurbiprofen were
respectively 174,81 and 189,3 pg/mL (p<0,05 with respect to MO0). As for
HPLC, there was no statistical difference between concentrations of
flurbiprofen and ketorolac in aqueous humor. From the results, it can be
concluded that ketorolac tromethamine 0,5% was as effective as flurbiprofen
in the control of ocular inflammation.

Keywords: Topic NSAIDs. Paracentesis. Aqueous humor. Ketorolac
tromethamine 0,5 %.
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CAPITULO 1

INTRODUGAO

Os cuidados com os animais de estimagdao bem como a rotina de
determinadas especialidades veterinarias, incluindo a oftalmologia tem
evoluido e a busca por novos farmacos e tratamentos inovadores tem se
tornado um campo promissor para varios pesquisadores.

A terapia topica apresenta vantagens como conveniéncia durante a
aplicagao, acessibilidade para aquisicdo, custo beneficio e, principalmente,
por causar menores efeitos sistémicos ao paciente. Sua acdo depende da
concentragao cinética no fundo de saco conjuntival, velocidade de eliminagao
da medicacdo depois da absorcao conjuntival e permeabilidade corneal
(MILLER, 1995).

Os antiinflamatérios topicos sdo um dos farmacos mais utilizados em
tratamentos de pacientes com quadro de desconforto ocular (KLINGE &
SAWYER, 2013). As prostaglandinas, resultantes da degradagdo do acido
aracdonico da membrana celular promovem vasodilatagdo, quebra da
barreira hemato-aquosa (BHA), miose e mudanga na pressao intra-ocular
(GIULIANO, 2004). A preocupacgao no controle da inflamagao exacerbada
justifica-se pelo risco deste mecanismo propiciar o desenvolvimento de
ceratoconjuntivite seca (KCS), pigmentagdo ou vascularizagdo corneal,
fibrose, catarata, glaucoma, sinéquia, atrofia do nervo &ético, degeneragao
retiniana e cegueira (KLINGE & SAWYER, 2013).

Dentre os antiinflamatoérios prescritos, destaca-se o uso dos
esteroidais (AIES), cujo mecanismo envolve liberagdo das lipocortinas pelas
células e estas agem inibindo a progressao da cascata inflamatoéria a partir da
sua acao sobre a fosfolipase A2, além de bloquear as prostaglandinas
(HOLMBERG, 2004).

Porém, os corticosterdides possuem agdes adicionais que podem ser
prejudiciais durante o tratamento da doenca ocular. Estes efeitos incluem
reducdo dos mecanismos de defesa local, diminuicdo da permeabilidade

vascular, cicatrizacdo corneal diminuida, elevagcao da pressao intra-ocular e
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proliferagcdo das proteases e colagenases na cornea (SCHALNUS, 2003;
HOLMBERG, 2004). Outros riscos mais importantes reconhecidos pelos
oftalmologistas incluem a catarata e o glaucoma (KLINGE & SAWYER,
2013). Ainda, de 1 a 35% do corticosterdide topico é sistemicamente
absorvido e, apesar da dose absorvida ser considerada baixa, esta pode
alterar o eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HOLMBERG, 2004).

Outra opcao terapéutica consiste no uso dos antiinflamatorios nao-
esteroidais (AINES), que também atuam inibindo a formacéo das
prostaglandinas enddgenas, agindo, porém, sobre a via cicloxigenase. Eles
sdo utilizados na conjuntivite sazonal alérgica e irritativa, alergia crénica
persistente, diminuigdo do desconforto ocular apds cirurgia e possuem
minimos efeitos colaterais quando comparados ao uso dos AIES
(SCHALNUS, 2003). Sao ainda recomendaveis por sua capacidade de
impedir a miose (GELLAT & GELLAT, 2001).

Entre os AINES utilizados na rotina oftalmolégica veterinaria, destaca-
se o flurbiprofeno sddico, diclofenaco sédico e cetorolaco de trometamina
(GIULIANO, 2004).

O flurbiprofeno sédico tem eficacia comprovada em disturbios oculares
de cées (SLATTER, 2001). E utilizado no pré-operatério de cirurgias de
catarata e indicado para diminuir a miose transoperatéria e no pés-operatorio
do segmento anterior do olho (SHAIK et al., 2003).

O cetorolaco de trometamina topico tem um potente efeito
antiinflamatoério e, ao ser instilado no olho promove reducdo da dor,
diminuicdo da ardéncia ocular apds cirurgia refrativa da cérnea e alivio do
prurido na conjuntivite alérgica sazonal (GEORGAKOPOULOQS et al., 2012).
Na concentragdo de 0,5%, este farmaco é rotineiramente utilizado na
oftalmologia veterinaria. Resultados positivos sao vistos clinicamente ao
instituir o seu uso durante um tratamento. Porém, ndo ha nenhum estudo que
comprove a sua eficacia em caes bem como os niveis deste farmaco no
humor aquoso, apés instilagao.

O objetivo do trabalho concentrou-se em avaliar o efeito do cetorolaco
de trometamina 0,5% quando comparado ao efeito do flurbiprofeno sédico na

uveite induzida por ruptura da barreira hemato-aquosa, por meio da avaliagao
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de avaliagdo oftalmolégica clinica, mensuragdo da pressao intra-ocular,

concentragao de prostaglandinas E2 e dos farmacos no humor aquoso.

CAPITULO 2

REVISAO DE LITERATURA

O bulbo ocular é formado por trés tunicas e nelas estido contidas

diversas estruturas. A tunica fibrosa € composta pela cornea e esclera; a

tunica vascular € composta pela iris, corpo ciliar e cordide, conhecida como

Uvea, e a tunica nervosa é composta pela retina e nervo o6ptico (Figura 1)

(MONTIANI, 2010).

ciimara

anterior

pupila

chrnea

esclera

cordide

epitélio da retina
pigmentada

retina neural

nervo optico
lente ¥

posterior

Figura 1: Anatomia do bulbo ocular. Fonte: http://milopticas.no.sapo.pt/anatomia.htm

Compondo a tunica vascular ou média, a iris € a estrutura responsavel

por controlar a quantidade de luz que entra no olho por meio da abertura

pupilar. Ela separa a camara anterior da camara posterior (GUM et al., 1999).

A cordide, situada entre a esclera e a retina € um tecido vascular pigmentado,

responsavel pelo suporte metabdlico dos cones e bastonetes da retina

(MONTIANI, 2010). O corpo ciliar situa-se atras da iris, possui jungdes firmes

(“tight juntions”), que formam a barreira hemato-aquosa e € composto por
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processos ciliares, responsaveis pela produ¢ao de humor aquoso (GUM et
al., 1999).

O humor aquoso € um fluido transparente ultra-filtrado do plasma, que
preenche as camaras anterior, posterior e o espago pupilar (van der
WOERDT, 2001). Seu fluxo direciona-se da camara posterior (regiao situada
entre a face posterior da iris até a capsula anterior do cristalino) para a
camara anterior (regido situada entre cornea e iris), passando pelo espago
pupilar e sendo drenado, em sua maior parte, pelo angulo irido-trabéculo-
corneano. O humor aquoso tem como fungao nutrir a cornea e o cristalino e
remover os debris e restos celulares, promovendo transparéncia dos meios
oculares (FALCAO, 2008; MONTIANI, 2010).

As proteinas fazem parte da composicdo do humor aquoso. Em
condi¢cdes normais, os cées possuem 39,33mg/dL (FALCAO, 2008). Quando
ocorre algum disturbio no segmento anterior, ou seja, quando ha ruptura das
“tight juntions” do epitélio do corpo ciliar, ha uma elevagado de seus niveis
(SLATTER, 2001; FALCAO, 2008; GALERA et al., 2009).

O termo uveite serve para designar o processo inflamatério que
acomete o trato uveal. Existem trés formas de classificar a uveite: anterior ou
iridociclite, processo inflamatério que acomete a iris e o corpo ciliar; uveite
posterior, quando ha o acometimento da cordide e panuveite, quando todas
essas estruturas sdo acometidas (GIULIANO, 2004).

Doencas sistémicas sdo as principais causas da uveite em caes e
gatos. Erliquiose, leptospirose, brucelose, toxoplasmose, leishmaniose,
cinomose, entre outras sdo as principais doencas onde se observa a uveite
como uma afecgao secundaria em caes. Em felinos, as mais comuns sao as
sindromes da imunodeficiéncia felina (FIV/FELV) e PIF (Peritonite Infecciosa
Felina) (MASSA et al., 2002). Caso seja excluida a causa infecciosa durante
um diagnéstico, pode-se pensar em neoplasia de iris, trauma, doencgas
metabdlicas, autoimunes ou imumomediadas (MONTIANI, 2010).

A primeira fase da uveite, ou seja, durante a inflamagao aguda, ocorre
vasoconstricgdo, seguida por vasodilatacdo (GUM et al.,, 1999; GIULIANO,
2004). As prostaglandinas (PG’s), liberadas pela acado catalitica da
fosfolipase A2 sobre os fosfolipideos de membrana celular lesionada sao os

metabdlitos predominantes no tecido ocular durante a resposta inflamatéria
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(van der WOERDT, 2001). Induzem hiperemia, contraem o musculo do
esfincter da iris, causando miose e dor (TOWNSEND, 2008), causam
aumento da permeabilidade vascular e acabam colapsando a barreira
hemato-aquosa (SLATTER, 2001).

A quebra de barreira hemato-aquosa (COOLEY et al., 1984;
TETSURO et al., 1993; GUM et al., 1999; RIBEIRO, 2007; FALCAO, 2008;
TOWNSEND, 2008) bem como aumento da permeabilidade dos vasos da iris
e do corpo-ciliar culminam com o influxo de proteinas para o humor aquoso
secundario e resulta em um efeito conhecido como “Efeito Tyndall” (KREMER
et al., 1982; GUM et al., 1999; COLLINS & MOORE, 1999; SLATTER, 2001;
GALERA et al., 2009). A passagem de sangue para o interior do bulbo ocular
(hifema) também pode ocorrer (van der WOERDT, 2001).

Quando o corpo ciliar encontra-se inflamado, a produ¢do do humor
aquoso diminui e, como consequéncia, resulta em diminuicdo da PIO.
Acredita-se que a translocagcdo das prostaglandinas para o olho também
possa levar a esta mesma condigdo (GILMOUR & LEHENBAUER, 2006;
FALCAO, 2008; TOWNSEND, 2008).

A fase crbnica ainda nao é bem estudada. Porém, pode-se afirmar que
€ caracterizada por intenso fendmeno imunoldgico. Se nao tratada, elevadas
concentragbes de prostaglandinas podem levar a um ciclo vicioso da
inflamacgao, com consequéncias que ameagam a perda da integridade visual
(GUM et al., 1999; RIBEIRO, 2007).

Os sinais clinicos vistos no exame oftalmico de animais acometidos
estdo relacionados a porgao do trato uveal acometida (HERRERA, 2008),
podendo ser observado miose, dor, fotofobia, edema de cérnea, dispersao
coloidal do humor aquoso, hifema, hipdpio, congestdo dos vasos episclerais e
conjuntivais, iris bombée, rubeosis iridis, precipitados ceraticos, sinéquias e
baixa pressao intra-ocular (MASSA et al., 2002).

O tratamento da uveite é baseado na aplicagao topica de midriaticos e
cicloplégicos, em associagcdo com a utilizacdo topica e sistémica de
antiinflamatérios, adjunto ao tratamento da causa de base (van der
WOERDT, 2001; BABU & MAHENDRADAS, 2013).

Os AINEs atuam inibindo principalmente a agdo das cicloxigenases,

reduzindo assim a producgédo enddgena das prostaglandinas (SRINIVASAN &
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KULKARNI, 1989). Eles possuem moléculas lipofilicas que sao responsaveis
por penetrar rapidamente e ativar os niveis iniciais do farmaco (BABU &
MAHENDRADAS, 2013).

Dentre os AINES utilizados na rotina oftalmolégica veterinaria,
destaca-se o flurbiprofeno soédico, originario dos acidos arilpropiénicos e o
diclofenaco soédico e cetorolaco de trometamina, de origem quimica dos
acidos pirrolacéticos (KU et al., 1986; RABIAH et al., 1996).

Quadro 1. Principais AINEs utilizados na rotina da Oftalmologia Veterinaria e

seus principais usos.

PRINCIPIO ATIVO NOME EMPRESA uUso
COMERCIAL
FLURBIPROFENO OCUFEN ALLERGAN Ajuda na profilaxia
SODICO 0,03% da miose cirurgica
DICLOFENACO STILL ALLERGAN Promove reducao
SODICO 0,1% da dor pds-
cirurgia de

facoemulsificacao;
promove reducao
da dor pos

cirurgia refrativa

CETOROLACO ACULAR ALLERGAN Promove reducao
DE da dor pos-
TROMETAMINA cirurgia de
0,5% facoemulsificacao;
diminui o

desconforto da
conjuntivite

alérgica sazonal

Quadro 1: Principais AINES utilizados na rotina da oftalmologia veterinéria e seus principais
usos. Fonte: Veterinary clinics of small animal practice. 2004; 34: 707-723.
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O cetorolaco de trometamina € um antiinflamatério ndo-esteroidal com
propriedades analgésicas e antiinflamatdrias. Seu uso € preconizado em
caso de dor ocular e na diminuicdo o desconforto no pdés-operatério da
cirurgia refrativa em humanos (BUCCI et al., 2007; BUCCI & WATERBURY,
2008; ATTAR et al.,, 2010), possuindo agao analgésica comparavel com a
morfina (CAGNARDI et al., 2013). Estudos comprovam sua eficacia em
diferentes vias de administracdo: intracameral; supracoroidal e intra-vitrea
(MEIZI et al., 2012).

O cetorolaco ndo promove aumento da PIO (SCOTT et al., 2011); é
também capaz de reduzir os efeitos das prostaglandinas, em especial a
PGEZ2 encontrada no humor aquoso (SCHOENBERGER et al., 2013).

O diclofenaco soédico, além de atuar na via cicloxigenase também
regula a via lipoxigenase (KU et al., 1986). Em medicina, € recomendado
para diminuir inflamacdo apds cirurgia de catarata e desconforto ocular
gerado apos cirurgia refrativa (SCHALNUS, 2003). Ele pode ser utilizado de
forma mais eficaz em eventos relacionados com o segmento posterior (UNLU
et al., 2010).

O flurbiprofeno sddico tem propriedade antiinflamatéria, analgésica e
antipirética (HALDER et al., 2013). Atua inibindo a produgdo das
prostaglandinas e tromboxanos (STREPPA et al., 2002), sendo indicado para
diminuir a miose transoperatéria e no pos-operatorio do segmento anterior do
olho (HALDER et al., 2013). O flurbiprofeno €& capaz de elevar a PIO
juntamente com o diclofenaco, tendo que ser utilizado com cautela em gatos

com histdrico de hipertensao ocular (RANKIN, et al., 2011).
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CAPITULO 3

EFEITO TOPICO E CONCENTRAGAO DO CETOROLACO DE
TROMETAMINA 0,5% E FLURBIPROFENO SODICO NO HUMOR
AQUOSO DE CAES.

(Topical effect and concentration of ketorolac tromethamine 0,5% and
flurbiprofen sodium in aqueous humor of dogs)

RESUMO
Dentre os antiinflamatdrios toépicos ndo esteroidais mais utilizados na rotina

oftalmolégica veterinaria, destaca-se o cetorolaco de trometamina e o
flurbiprofeno sdédico. Resultados positivos sdo vistos clinicamente com o uso
do cetorolaco; porém, ndo ha nenhum estudo que comprove a sua eficacia
em caes. O objetivo do trabalho foi avaliar a eficacia e concentragdo no
humor aquoso do cetorolaco de trometamina 0,5% em caes submetidos a
ruptura da barreira hemato-aquosa, quando comparado ao flurbiprofeno
sédico. Foram utilizados vinte olhos de dez caes SRD, adultos, machos e
fémeas, clinicamente saudaveis. Seguindo-se o delineamento cross-over,
realizou-se a Etapa 1 (cetorolaco de trometamina 0,5%) no olho direito e a
Etapa 2 (flurbiprofeno sédico) no olho esquerdo, com washout de 4 dias entre
elas. Apos anestesia geral, foi realizado a paracentese do humor aquoso
(MO0). Duas novas paracenteses foram feitas, a cada 30 minutos (M1 e M2),
sendo o colirio instilado em M1, de acordo com a etapa. Amostras de humor
aquoso foram colhidas para mensuragao de prostaglandina e a cromatografia
de alta eficiéncia. Os animais foram tratados com os colirios supracitados,
quatro vezes ao dia e apo6s 8, 24, 36 48 e 60 horas de M2 foi realizada
avaliagao oftadlmica e mensuragédo da PIO. Quanto as alteragdes oftalmicas,
20% dos olhos tratados com cetorolaco apresentaram hemorragia em iris e
50% congestao dos vasos episclerais. Ja com o flurbiprofeno, 30% dos olhos
apresentaram congestao dos vasos episclerais e 10% edema de iris. Todas
estas alteragdes ndo foram mais constatadas nas avaliagcdes 4 e 5 (48h e
60h, respectivamente). Com relagdo a PIO, ndo houve diferenga estatistica
(p<0,05) entre os tratamentos. A mediana de prostaglandina das 20 amostras
colhidas em MO foi de 65,07 pg/mL. Em M1, esta mediana elevou-se para
9308,68 pg/mL (p<0,05). Em M2, apdés 30 minutos da instilagdo dos
diferentes colirios, a mediana de prostaglandina nos olhos tratados com
cetorolaco e flurbiprofeno foram respectivamente 174,81 e 189,3 pg/mL
(p<0,05 com relagéo a M0). Quanto ao HPLC, nao houve diferenga estatistica
entre as concentragcdes do flurbiprofeno e cetorolaco no humor aquoso.
Mediante os resultados, pode-se concluir que o cetorolaco de trometamina
0,5% foi tao efetivo quanto o flurbiprofeno no controle da inflamagao ocular.

Palavras-chave: Antiinflamatério tépico. Paracentese. Humor aquoso.
Cetorolaco de trometamina 0,5%.
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ABSTRACT

Among the non-steroidal anti-inflammatory topics most used in veterinary
ophthalmology routine stands out ketorolac tromethamine and flurbiprofen
sodium. Positive results are seen clinically with the use of ketorolac, but there
are no studies proving its effectiveness in dogs. The objective of this study
was to evaluate the efficacy and concentration in the aqueous humor of
ketorolac tromethamine 0,5% compared to flurbiprofen sodium, after
breakdown of the blood - aqueous barrier. Twenty eyes of ten mongrel dogs,
adults, males and females, clinically healthy were used. Following the cross-
over design, we performed Step 1 (ketorolac tromethamine 0,5%) in the right
eye and Step 2 (flurbiprofen) in the left eye, with washout of 4 days between
them. After general anesthesia, paracentesis of aqueous humor (M0O) was
performed. Two new paracentesis were made every 30 minutes (M1 and M2)
being instilled into the eye drops M1, according to the step. Aqueous humor
samples were collected for measurement of prostaglandin and high
performance liquid chromatography. The animals were treated with the above
eye drops four times a day and after 8, 24, 36, 48 and 60 hours M2
ophthalmic evaluation and measurement of the IOP was undertaken. As for
ophthalmologic abnormalities, 20% of eyes treated with ketorolac showed
hemorrhage in the iris and 50% congestion of episcleral vessels. Already with
flurbiprofen, 30% of eyes showed congestion of episcleral veins and edema
iris 10%. All these abnormalities were not observed in the ratings 4 and 5 (48h
and 60h, respectively). With respect to IOP, there was no statistical difference
(p<0,05) between treatment. The median of the 20 samples prostaglandin in
MO was 65,07 pg/mL. In M1, the median increased to 9308,68 pg/mL (p<
0,05). In M2, 30 minutes after instillation of the different eye drops, the median
of prostaglandin in the eyes treated with ketorolac and flurbiprofen were
respectively 174,81 and 189,3 pg/mL (p<0,05 with respect to MO). As for
HPLC, there was no statistical difference between concentrations of
flurbiprofen and ketorolac in aqueous humor. From the results, it can be
concluded that ketorolac tromethamine 0,5% was as effective as flurbiprofen
in the control of ocular inflammation.

Keywords: Topic NSAIDs. Paracentesis. Aqueous humor. Ketorolac
tromethamine 0,5 %.
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3.1 INTRODUGAO

As uveites podem trazer importantes danos ao globo ocular. O
processo inflamatério e liberagdo das prostaglandinas no humor aquoso
iniciam uma sucessdo de alteragdes, incluindo miose, “flare”, hipdpio,
sinéquias, hifema, precipitados ceraticos, rubeosis iridis, seclusao pupilar, iris
bombée, luxagao ou sub-luxacdo do cristalino, reducdo da pressao intra-
ocular (P1O), catarata e glaucoma. Se nao tratada, elevadas concentracoes
de prostaglandinas podem manter um ciclo vicioso de inflamagdo, com
consequéncias que ameagam a perda da integridade visual (RIBEIRO, 2007).

Para evitar consequéncias e sequelas das uveites sobre o bulbo do
olho é importante instituir rapidamente um tratamento especifico e eliminar a
causa de base. A primeira iniciativa é tentar aliviar o processo inflamatoério e a
dor (GEORGAKOPQULOS et al.,, 2012). A utilizacao tépica e sistémica de
antiinflamatdrio torna-se entdo ponto prioritario no protocolo de tratamento da
uveite, associado a aplicagao tépica de midriaticos e cicloplégicos (BABU &
MAHENDRADAS, 2013).

Os antiinflamatérios nao-esteroidais (AINE) agem sobre a via
cicloxigenase reduzem a produgao enddgena das prostaglandinas E2, com
minimos efeitos colaterais, quando comparados ao uso dos esteroidais
(SCHALNUS, 2003). Sao ainda recomendados por sua capacidade de
impedir a miose (GELATT & GELATT, 2001).

O cetorolaco de trometamina 0,5% € um AINE rotineiramente utilizado
na oftalmologia veterinaria. Resultados positivos séo vistos clinicamente ao
instituir o seu uso durante o tratamento. Porém, ndo ha nenhum estudo que
comprove a sua eficacia em caes, bem como os niveis deste farmaco no
humor aquoso.

O objetivo do trabalho concentrou-se em avaliar o efeito do cetorolaco
de trometamina 0,5% quando comparado ao efeito do flurbiprofeno sédico na
uveite induzida por ruptura da barreira hemato-aquosa, por meio da avaliagao
oftalmolégica clinica, mensuragao da pressao intra-ocular, concentragao de

prostaglandinas E2 e dos farmacos no humor aquoso.
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3.2 MATERIAIS E METODO

3.2.1 Aspectos Eticos

A pesquisa foi delineada de acordo as normas internacionais da ARVO
— Association for Research in Vision and Ophthalmology e apds a aprovagao
do Comité de Etica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
UNESP — Botucatu, com o protocolo de n°109/2013 (Anexo 1).

3.2.2 Selecao dos animais e delineamento experimental

Para o desenvolvimento do estudo foram utilizados 10 caes, SRD,
adultos, machos e fémeas, com vacinagdo e vermifugacdo atualizada,
fornecidos pelo Canil da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia -
UNESP - Botucatu. Antes do inicio do estudo, todos os caes foram
submetidos a exame clinico geral, hemograma e semiotécnica oftalmica,
onde foram incorporados os testes de Schirmer’, fluoresceina?, tonometria de
aplanacdo® e fundoscopia®. Animais com alteragdo em quaisquer destes
exames, mesmo que isoladamente, foram excluidos do estudo.

O experimento constituiu um ensaio clinico transversal, aleatorizado e
descritivo, sendo os tratamentos realizados de modo duplo-cego. Apenas um
dos pesquisadores tinha conhecimento dos colirios utilizados — Etapa 1 -
Cetorolaco de Trometamina® (Acular®) e Etapa 2 - Flurbiprofeno Sédico®
(Ocufen®). Apos retirada dos rétulos, os colirios foram identificados por este
pesquisador com uma faixa vermelha ou azul, utilizados respectivamente nas
etapas 1 e 2. Os colirios possuiam a mesma embalagem e originavam-se do

mesmo laboratdrio (Figura 2).

1 Teste de Schirmer - Ophthalmos

2 Teste de Fluoresceina - Ophthalmos

3 Tono-Pen Vet - Reichert

4 Oftalmoscépio PanOptic - Welch Allyn
5 Acular colirio - Allergan

6 Ocufen colirio - Allergan
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Figura 2. Colirios identificados com faixa vermelha (cetorolaco de trometamina) e azul

(flurbiprofeno) para o estudo duplo-cego. Foto: Arquivo pessoal.

Seguindo-se o delineamento cross-over, realizou-se na etapa 1 a
paracentese da camara anterior do olho direito e o tratamento com colirio
vermelho (cetorolaco). Na etapa 2, procedeu-se a paracentese do olho
esquerdo, com posterior utilizagdo do colirio azul (flurbiprofeno). O tempo de
intervalo (washout) entre as etapas foi de quatro dias. Nenhum dos animais
teve o mesmo olho submetido aos dois tratamentos. Desta forma, foram
avaliados 10 olhos em cada etapa, sendo este o “n” referido daqui por diante,

conforme esquema abaixo.

ETAPA 1 INTERVALO ETAPA 2
CETOROLACO (WASHOUT) FLURBIPROFENO
UNIDADE 10 OLHOS 4 DIAS 10 OLHOS

EXPERIMENTAL (Direito) (Esquerdo)
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3.2.3 Indugao da quebra da barreira hemato-aquosa

No dia anterior as etapas cetorolaco e flurbiprofeno, os animais foram
submetidos a jejum alimentar de doze horas, sendo a agua retirada apenas
uma hora antes da sedacao.

Para a quebra da barreira hemato-aquosa em ambas as etapas, todos
os animais foram anestesiados. A medicacdo pré-anestésica foi feita com
0,05 mg/Kg de acepromazina’ e 0,05 mg/kg de morfina®, via intramuscular.
Ato continuo tiveram a veia cefélica canulada com cateter 20-22G° , sendo a
inducdo realizada com propofol’™®, na dose de 5 mg/kg via intravenosa, pois é
sabido que esta medicagdo nao causa alteragdo na PIO (BATISTA, 2000).
Todos os animais foram intubados e mantidos com isoflurano’ durante todo
o procedimento. A pressao arterial sistdlica foi monitorada com auxilio de
doppler vascular' e a frequéncia cardiaca bem como saturagdo de O, foram
aferidas por monitor multiparamétrico com oximetria' (Figura 3).

Para antissepsia da cérnea e conjuntiva bulbar, foi utilizado solugao de
iodopovidona' na diluicdo de 1:100 em solugdo comercial de NaCl 0,9%.
Para auferir a anestesia tépica, foi instilado 1 gota do cloridrato de
proximetacaina' 5mg/ml. Com uma agulha de calibre 13x4,4, acoplada a
uma seringa de 1ml foi realizada a primeira paracentese da camara anterior,
considerado momento 0 do estudo. A agulha foi introduzida tangencialmente
ao limbo temporal, com o intuito de quebra da barreira hemato-aquosa e com
o designio de colher 0,2ml de humor aquoso (Figura 4). Apos 30 minutos
(Momento 1), uma nova paracentese foi realizada e colhido mais 0,2 de
humor aquoso. A ultima paracentese foi realizada apés 60 minutos (Momento

2), sendo colhidos 0,3ml de humor aquoso.

7 Acepran 0,2% - Vetnil

8 Sulfato de Morfina - Cristalia

9 Insyte - BD

10 Diprivan - Cristalia

11 [soflurano - Cristalia

12 Doppler, modelo DVT 500 - Martec
13 Monitor multiparamétrico Dixtal

14 Jodopovidona - Rioquimica

15 Visonest colirio - Allergan
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Figura 3. Animal anestesiado durante o estudo. A manutengdo anestésica foi feita com
Isoflurano. Para monitorizagdo dos parametros vitais utilizou-se Doppler vascular (seta preta)

e monitor multiparamétrico com oximetria (seta vermelha). Foto: Arquivo Pessoal.

Figura 4. Paracentese da camara anterior. Foto: Arquivo Pessoal.
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Todas as amostras foram acondicionadas em microtubos de Ependorf
e mantidas em freezer a -80°C. As amostras colhidas nos momentos 0 e 1
destinaram-se a dosagem de prostaglandina E2 (0,2 ml). A amostra colhida

no momento 2 foi fracionada, sendo 0,2 ml acondicionados para posterior

dosagem de prostaglandina e 0,1 ml destinado a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) (Figura 5).

Figura 5. A) Humor Aquoso sendo devidamente condicionado em ependorfs. B) Ependorfs

identificados de acordo com cada momento da paracentese. Foto: Arquivo Pessoal.

3.2.4 Mensuragao das Prostaglandina E2 do humor aquoso

As amostras colhidas nos momentos 0 e 1 foram submetidas ao
Imunoensaio Competitivo Enzimatico (ELISA)'®. Estas foram descongeladas
a temperatura ambiente e centrifugadas durante 5 minutos, a uma velocidade
de 3500 rpm. Posteriormente, foram diluidas na proporcao de 1:5 (amostras
do momento 0 e 2) e 1:80 (amostras do momento 1) em agua de Milli Q.
Adicionaram-se 50 ul de humor aquoso, 50 ul de tracer e 50 ul de anticorpo
monoclonal em cada pog¢o contido na placa (total de 12 pogos por fileira).
Uma vez preenchida, a placa foi coberta com filme plastico e incubada por 18
horas a 4°C, em escotofase. Decorrido o periodo de incubagao, esvaziou-se
o conteudo da placa e a mesma foi lavada por cinco vezes com solugao de
detergente tamponado e seca em temperatura ambiente. Duzentos
microlitros de reagente de Ellmer foram adicionados a cada pogo. Cobriu-se a

placa para que fosse mantida novamente em escotofase, transferindo-a para

16 Prostaglandin E2 EIA Kit Monoclonal - Cayman Chemical Company
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um agitador, onde permaneceu por 90 minutos. Realizou-se a leitura em
aparelho especifico, com filtro de 405 nanémetros, a qual foi corrigida de

absorbancia, para picogramas por microlitros (pg/mL).

3.2.5 Analises por HPLC

As concentracdes de cetorolaco de trometamina e de flurbiprofeno
foram quantificadas nas amostras de humor aquoso utilizando metodologia
de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) seguindo métodos
padronizados na literatura (RIEGEL, 1994; DEMIRCAN, 2007). O sistema de
HPLC utilizado (LC-10A, Shimadzu Inc., Japao) consistia de bombas de
injecao automatica, dispositivo para injecdo manual de amostras, forno para
coluna analitica e detector UV. Todos os solventes utilizados foram solugdes
grau HPLC assim como padrdes de elevado grau de pureza (99%, Sigma-
Aldrich®).

Para essa analise, as amostras de humor aquoso foram descongeladas
e adicionadas (100uL) a tubos de plastico tipo Eppendorf e entdo
desproteinazadas com acetonitrila (500 pL). As amostras foram
homogeneizadas durante 1 minuto em vortex e centrifugadas a 3000rpm
durante 20 minutos, em temperatura ambiente. Apds isso, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo e submetido a evaporagao sob nitrogénio. Apds
secagem total do conteudo, as amostras foram ressuspendidas em fase
movel (100uL) e injetadas no HPLC. Para as amostras de flurbiprofeno com
concentracdées conhecidamente reduzidas, foi realizada uma extracéo
adicional por meio da centrifugacao do conteudo resusspendido, evaporagao
e nova adigcao de fase movel (100uL). A fase movel consistia de acetonitrila e
acido acético glacial a 1,65% (50:50, v:v) e foi distribuida pelo sistema a um
fluxo de 1mL/min. A coluna analitica de separacéo utilizada foi a ODS-2, C18
150x4,6mm (Waters Solutions®). A detecgédo do cetorolaco de trometamina
foi realizada em comprimento de onda de 340nm, enquanto que o
flurbiprofeno foi detectado a 280nm. A quantificagdo foi obtida apds
sucessivas diluicdes dos padrbes (500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,625

ng/mL) para obtencédo da curva de calibragcédo. As relagdes entre a area dos
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picos e as concentragdes dos padrdes foram R?=0,999 para ambos os

farmacos.

3.2.6 Avaliagao apés instilagao dos colirios

Apds 8 (A1), 24 (A2), 36 (A3), 48 (A4) e 60 (A5) horas da ultima
paracentese (momento 2), foi realizada avaliagao oftalmica e mensuragao da
PIO com tonémetro de aplanagdo. Esta ultima foi realizada seguindo uma
ficha delineada para avaliagdo de todas as estruturas do bulbo ocular (Anexo
2). Todos os animais foram tratados com os colirios supracitados, quatro

vezes ao dia, até A5.

3.2.7 Estatistica

Para a avaliacao clinica, os resultados foram apresentados utilizando-
se a estatistica descritiva. As médias de PIO e os dados da concentracido do
cetorolaco de trometamina e flurbiprofeno sdodico foram avaliados
empregando-se o teste de anadlise de variancia (ANOVA) para médias
repetidas, seguido pelo teste Tukey. Ja as prostaglandinas E2 foram
analisadas através do teste de analise de varidancia (ANOVA) e Holm-Sidak.
Para avaliar a correlagdo entre o nivel de prostaglandina e a concentragao
dos diferentes farmacos no humor aquoso, foi realizado o teste de correlacéo
de Pearson. Para todas as andlises, considerou-se o nivel de significancia
com p<0,05. As analises foram feitas utilizando-se o programa computacional
Graphpad 5.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Avaliagao Oftalmica

Quanto as alteragcbes observadas durante o exame clinico oftalmico,
estas foram evidenciadas apenas nas avaliagbes 2 (24h) e 3 (36h),
realizadas apos a ultima paracentese. Na Etapa 1 (cetorolaco), 2 (10) (20%)
apresentaram hemorragia em iris e 5 (10) (50%) apresentaram congestao
dos vasos conjuntivais (Figura 6). Na Etapa 2 (flurbiprofeno), 3 (10) (30%)
apresentaram congestdo dos vasos conjuntivais e 1 (10) (10%) edema de
iris. Todas estas alteragdes ndo foram mais constatadas nas avaliagcdes 4 e 5

(48 e 60h, respectivamente).

Figura 6: Congestao dos vasos conjuntivais apds paracentese da camara anterior. Foto:

Arquivo pessoal.
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3.3.2 Mensuragao da PIO

O valor médio da PIO dos 20 olhos em estudo, mensurada antes do
inicio do experimento foi de 19,4+5,22 mmHg. O Gréafico 1 mostra a média e
desvio padrao das 5 avaliagbes de PIO (8, 24, 36, 48 e 60 horas) realizadas
em cada olho, nas etapas 1 (cetorolaco) e 2 (flurbiprofeno). Nao houve
diferenga estatistica (p<0,05) com relagdo aos valores obtidos, seja entre os

olhos da mesma etapa ou entre as duas etapas.
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Grafico 1 — Média das cinco afericdbes de PIO, realizadas nos olhos dos

grupos Cetorolaco e Flurbiprofeno (p<0,05).

Quando fixado o momento de mensuragdo, comparando-se com a
média da PIO antes do inicio do experimento (19,4+5,22 mmHg), neste
grafico representada pelo Controle, também ndo foram encontradas

diferencgas estatisticas entre os grupos, conforme mostra o Grafico 2.



35

Pressao intra-ocular
30 -
1 Cetorolaco
Flurbiprofenao
5 — 7 &===1 Controle

PIO (mmHg)
S

-
o
1

Grafico 2 — Média das pressdes intra-oculares nos diferentes momentos de
afericdo e etapas (cetorolaco-1 e flurbiprofeno-2), considerando-se como

controle a PIO média antes do inicio do experimento.

3.3.3 Dosagem de Prostaglandinas E2

Para as dosagens de prostaglandina, inicialmente foi realizada a
padronizacao da curva do teste de ELISA. A curva padrao, que correlaciona a
concentracdo de PGE2 com o nivel de absorbancia, mostrou correlacao de
99% (r = 0,99). Por esta curva, determina-se que a deteccao limitrofe é de 15
pg/mL, representando 80% de relacdo entre B e By, onde B refere-se a
absrobancia de uma amostra conhecida e Bpa maxima quantidade de
marcador que pode o anticorpo pode ligar-se, na amostra em estudo.

No momento 0, a mediana das 20 amostras colhidas foi de 65,07
pg/mL. Apds a primeira pungao, pode-se observar no momento 1 que esta
mediana elevou-se para 9308,68 pg/mL, diferindo significativamente da
concentragcédo de prostaglandina encontrada em MO (p<0,001). No momento
M2, apdés 30 puncao e instilagcdo dos diferentes colirios, a mediana de
prostaglandina encontrada nos olhos tratados com Cetorolaco e Flurbiprofeno

foram respectivamente 174,81 e 189,3 pg/mL, conforme o esquema abaixo.
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MEDIANA (pg/mL) Valor de p

MOMENTO 0 65,07 p<0,05
MOMENTO 1 9508,68 p<0,05
MOMENTO 2 (FLURBIPROFENO) 189,3 p=0,995
MOMENTO 2 (CETOROLACO) 174,81 p=0,999

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos tratados (momento 2 —
p<0,05); porém, houve significativa reducdo em M2 com relagdo a M1, nos
olhos tratados com cetorolaco (p<0,001) e flurbiprofeno (p<0,001). Nao houve
diferenca estatistica entre M2 cetorolaco e M2 flurbiprofeno e o momento MO
(p=0,995 e 0,999, respectivamente), demonstrando que os valores da
prostaglandina apds o tratamento retornaram proximo ao valor considerado

basal. Estes dados estdo apresentados no grafico 3.
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Grafico 3 - Niveis quantitativos de Prostaglandinas E2 (pg/mL) durante os
momentos 0, 1 e 2, sendo o momento 2 representado no grafico por Pos-A
(Cetorolaco) e Po6s-B (Flurbiprofeno). Letras diferentes representam

resultados estatisticamente significantes (p<0,05).
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3.3.4 HPLC - Cetorolaco de Trometamina e Flurbiprofeno Soédico

A média da concentragao de cetorolaco de trometamina 30 minutos
apos sua instilacdo, nos dez olhos tratados na Etapa 1 foi de 27,04+14,348
ng/mL e de flurbiprofeno sédico, nos dez olhos tratados na Etapa 2 foi de
25,41+16,93 ng/mL. O grafico 4 traz a representagao dos resultados obtidos
pelo HPLC e, apesar das propriedades diferentes dos farmacos, ndo houve

diferenca estatistica na concentragao dos mesmos.
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Grafico 4 — Concentracdes de cetorolaco e flurbiprofeno avaliados por HPLC,

extraidos do humor aquoso.

Ao analisar os valores de prostaglandina E2 do momento M2 e a
concentracdo do cetorolaco no humor aquoso pelo teste de correlacdo de
Pearson, obteve-se r=-0,58 (p=0,07), indicando uma correlagao
moderadamente negativa, ou seja, a diminuigdo de prostaglandina nao teve
relacdo com a concentragdo do farmaco (Grafico 5). Com flurbiprofeno,
houve uma correlagédo infima positiva (r=0,10), mas sem significancia
estatistica (p=0,77), mostrando tendéncia entre o maior nivel do farmaco e
aumento de prostaglandina (Grafico 6).



38

Cetorolaco
60-
..
[ ]
q 40-
O
o
9 o
(0] ®
O 204{ &
®
o
0 T 1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000 2500
PGE

Grafico 5 — Grafico de dispersdao mostrando correlagdo negativa (r=-0,58)

entre a concentragao de prostaglandina (pg/mL) e de cetorolaco (ng/mL) no

humor aquoso.
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Grafico 6 — Grafico de dispersdo mostrando infima correlacdo positiva
(r=0,10) entre a concentragdo de prostaglandina (pg/mL) e de flurbiprofeno

(ng/mL) no humor aquoso.
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3.4 DISCUSSAO

Diferentemente da realidade na oftalmologia veterinaria, varias
pesquisas envolvendo a farmacocinética e farmacodinamica do cetorolaco
foram desenvolvidos em humanos. Porém, ndo ha estudos correlacionando a
concentracdo deste farmaco no humor aquoso de caes, apds uso topico,
apesar de ser recomendado na pratica clinica, o que motivou a realizacéo
desta pesquisa.

O método escolhido neste estudo para quebra da barreira hemato-
aquosa foi a paracentese da camara anterior, segundo o protocolo de Galera
(2002). Sabe-se que este método pode ser utilizado como modelo
experimental de indugcdo de uveites anteriores e ndo promove danos
oftalmicos no paciente (OKISAKA, 1976).

Para ser realizada, anestesia geral € requerida como garantia de
seguranga da puncéao. No presente estudo, a indugao anestésica foi realizada
com propofol, objetivando evitar interferéncias na pressao intra-ocular, uma
vez que é sabido que esta medicacdo nao causa alteracdo no referido
parametro (BATISTA, 2000).

Com relacdo aos exames oftalmicos, as complicacbes observadas no
grupo cetorolaco (hemorragia em iris e congestdo dos vasos conjuntivais) e
no grupo flurbiprofeno (congestdo dos vasos conjuntivais e edema de iris)
associaram-se ao efeito mecanico da puncdo e secundariamente a
inflamacdo causada, sendo talvez um inconveniente desta técnica
experimental de inducdo de uveite. Porém, estas alteracbes foram
consideradas sutis e ndao constatadas nas avaliagcbes 4 e 5 (48 e 60h,
respectivamente).

Nesta avaliagdo clinica, notou-se que as alteracbes oftalmicas
mencionadas apresentaram melhor evolucdo com a utilizagdo do colirio azul
(flurbiprofeno) em comparagdo com o colirio vermelho (cetorolaco). Apesar
da subjetividade da informagado, por se tratar de um estudo duplo-cego,
julgamos importante menciona-la.

Apesar da diminuicao da PIO tender a ocorrer de maneira subita nos
quadro de uveite (COLLINS & MOORE 1999), podendo ser considerada

como um dos primeiros sinais clinicos da doencga, neste modelo experimental
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nao foi evidenciado a mesma caracteristica, pois ndao houve alteragao
significativa da PIO em nenhuma das etapas, apesar de ser constatado que
houve quebra da barreira hemato-aquosa, por meio da dosagem de
prostaglandinas. Ribeiro (2007), assim como nos resultados da presente
investigacao, utilizou a paracentese para avaliar efeito do meloxicam e
carprofeno em diferentes vias de administracdo e ndo encontrou variagcées na
P10 apés a puncao.

Hotchkiss et al. (1984), avaliando olhos glaucomatosos submetidos a
trabeculoplastia demonstram que o flurbiprofeno foi capaz de diminuir a
pressdo intraocular de forma mais significativa que a Indometacina.
Contrariando esta informagédo, Rankin (2011) relatou que o flurbiprofeno foi
capaz de elevar a PIO, tendo que ser utilizado com cautela em pacientes com
histérico de hipertensao ocular. Quanto ao cetorolaco, dados obtidos na
literatura mostram que este principio ndo promove aumento da PIO (SCOTT
etal., 2011).

A observacdo de efeitos adversos apds o uso do flurbiprofeno
incluindo prurido, ardor e sensagao de corpo estranho em pessoas também
foi relatada no estudo de Hotchkiss et al. (1984). Nao observamos nenhum
sinal de desconforto nos animais deste estudo, tanto nos olhos tratados com
flurbiprofeno quanto com cetorolaco.

Sabe-se que as prostaglandinas E2 s&o encontradas em uveites
anteriores; por isso tivemos o intuito de estuda-las tanto como forma de
comprovar a eficacia da paracentese na quebra de barreira hemato-aquosa
quanto demonstrar a atividade dos farmacos estudados em regularizar seus
niveis.

A mediana da concentragao de prostaglandina E2, no momento O do
estudo foi de 65,07pg/mL, encontrando-se na faixa descrita como segura pelo
ensaio comercial padrdo, acima de 15 pg/mL. Abaixo deste valor, os
resultados sao considerados pouco seguros e devem ser analisados com
cautela.

Algumas divergéncias foram encontradas comparando nossos
resultados a outros estudos que utilizaram o mesmo ensaio comercial para
dosagem das prostaglandinas. Pinard et al. encontraram 130 pg de

prostaglandina E2 por mililitro humor aquoso em céaes saudaveis, sem
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detalhar se houve diluicdo das amostras. Gilmour & Lehenbauer (2009)
avaliaram a concentragao de prostaglandina E2 no humor aquoso de caes e
relatam valores de normalidade entre 9 e 12 pg/mL, em amostras nao
diluidas. Ainda, em outro estudo, Gilmour e Payton (2012) encontraram valor
ainda inferior de prostaglandina em olhos normais, em amostras nao diluidas.
Ribeiro (2007) também relata valores de normalidade abaixo do nivel de
deteccdo comercial, ou seja, inferiores a 15 pg/mL, utilizando a diluicao de
1:10. Em olhos de seres humanos com catarata, em 61% dos individuos, a
concentracdo de prostaglandina E2 encontrava-se abaixo dos niveis de
deteccéo, de, <15 pg/mL (MATSUO, 2004). Apesar de nao termos realizado o
estudo em duplicata devido quantidade insuficiente das amostras,
principalmente no momento 2, quando realizamos também o HPLC,
encontramos valores de prostaglandina nos olhos saudaveis (MO) dentro da
faixa de deteccao confiavel do teste, utilizando a diluicao de 1:5.

Ja em M1, 30 minutos apdés a primeira paracentese, foi observada
importante elevagdo da prostaglandina E2, comprovando que o método
utilizado induziu a quebra da barreira hemato-aquosa, favorecendo a sua
passagem para o humor aquoso. Desta forma, podemos atribuir a diminui¢ao
do nivel de prostaglandinas observado em M2 ao uso dos colirios, apesar de
nao ter sido detectada diferenca entre os tratamentos. Porém, este fato
evidencia claramente que, neste momento, o cetorolaco conseguiu atingir
niveis de concentracdo no humor aquoso suficientes para controlar a
inflamacado causada por duas paracenteses, de forma semelhante ao
flurbiprofeno. De fato, ha evidéncia literaria de que o cetorolaco € capaz de
reduzir os efeitos das prostaglandinas, em especial a PGE2 encontrada no
humor aquoso (SCHOENBERGER et al., 2013).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica
utilizada para aferir concentracdes de substancias em determinado produto
(DEMIRCAN et al., 2007). No presente estudo, a média da concentragao de
cetorolaco de trometamina e flurbiprofeno sddico, 30 minutos apds sua
instilagdo nos dez olhos tratados foi de 27,04+14,348 ng/mL e 25,41+£16,93
ng/mL, respectivamente. Esses niveis atingidos no humor aquoso foram
suficientes para controlar o processo inflamatério gerado na camara anterior.

Semelhante ao nosso estudo, Unlu (2010) estudou 17 pacientes humanos
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que foram designados para receber cetorolaco topico antes da cirurgia de
facoemulsificacdo. As amostras de humor aquoso foram recolhidas 30
minutos apods a instilagao do colirio. A concentracdo média encontrada foi de
20,17+12,21ng/mL.

Os dois farmacos estudados neste estudo mostraram ser capazes de
agir sobre as PGE2 do humor aquoso, reduzindo os efeitos inflamatorios
gerados pela paracentese, sem diferenca estatistica entre os dados
avaliados. Nao observamos correlagdo entre os niveis de prostaglandina e a
concentragédo de cetorolaco ou flurbiprofeno, ou seja, a maior quantidade de
farmaco nao foi acompanhada por menor concentragéo de prostaglandina no
humor aquoso, em M2.

Os precos das apresentacbes comerciais, Ocufen® e Acular®,
podem variar significativamente. O Acular® custa cerca de duas vezes mais
que o Ocufen®. Por isso, ao apresentarmos dados referidos pela primeira vez
a respeito do cetorolaco em caes, podemos ter estas informagdes como
importantes justificativas para fornecer opgbdes de tratamento aos
proprietarios, nos adequando melhor as diferentes classes sociais que
atendemos. Além disso, a realizagao de novas pesquisas torna-se imperativa
para consolidar maiores informacdées sobre farmacocinética e

farmacodinamica deste farmaco em caes.
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CAPITULO 4

CONCLUSAO

Mediante os resultados do estudo, pode-se concluir que o cetorolaco de
trometamina 0,5% mostrou ter penetracdo e concentragdo detectavel no
humor aquoso de caes, pela Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

Este estudo também comprovou que o cetorolaco teve eficacia semelhante
ao flurbiprofeno no controle da inflamacao ocular, comprovada pela avaliacéo

clinica e diminuigao de prostaglandinas no humor aquoso.
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H 2 Unidade Hospitalar de Animais de Companhia — UHAC
L Pontificia Universidade Catélica do Paran& ~ PUC-PR

SERVICO DE OFTALMOLOGIA
DATA: / /
NOME: FICHA CLINICA:
ol D' ol El
Reflexos: () Direto () Consensual Reflexos: () Direto ( ) Consensual
Schirmer: mm/min Schirmer: mm/min
Aplan.: mmHg Aplan.: mmHg .
Palpebra: Pélpebra:
@ @
Secregao: Secrecdo:
Conjuntiva: Conjuntiva:
Cémea: Q Cdrnea:
Fluorescefna: () Lissamina () Fluoresceina: () Lissamina ( )
Camara anterior, ris e pupila: Q Camara anterior, iris e pupila:
Lente: m Lente: 7
Fundo e Vitreo: Fundo e Vitreo:
Diagndstico: Tratamento:




