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1 INTRODUGAO

As queimaduras oculares constituem verdadeiras emergéncias. Tanto
queimaduras térmicas quanto quimicas representam traumas oculares
potencialmente causadores de cegueira. As queimaduras térmicas resultam de
acidentes associados a explosbdes de fogos de artificio, vapor, agua fervente ou
metal derretido (geralmente aluminio). As queimaduras quimicas podem ser
causadas tanto por agentes alcalinos quanto por agentes acidiferos. Agentes
alcalinos comuns incluem o hidroxido de ambnio, utilizado na produgdo de
fertilizantes, o hidroxido de sodio (soda caustica), utilizado para a limpeza de canos
e esgotos, e o hidroxido de calcio, encontrado em gesso, cal e cimento. Os agentes
alcalinos sao particularmente danosos, pois possuem tanto propriedades hidréfilas
quanto lipofilicas, que lhes permitem penetrar rapidamente nas membranas celulares
e entrar na camara anterior. O dano alcalino resulta da interagao dos ions
hidroxilicos causadores da saponificagdo das membranas celulares e da morte
celular junto com a destruicdo da matriz extracelular. Os agentes acidiferos comuns
causadores de trauma incluem o &acido sulfurico, encontrado na bateria de
automoveis, o acido sulfuroso, encontrado em alguns alvejantes, e o acido cloridrico,
utilizado em piscinas. Os acidos tendem a causar menos trauma do que os alcalis,
pois muitas das proteinas cdrneas ligam-se ao acido e agem como um tampao
quimico. Além disso, o tecido coagulado age como uma barreira a maior penetragao

do acido. O acido se liga ao colageno e causa o encurtamento das fibrilas

As queimaduras quimicas por alcalis revestem-se de particular importancia
por seu alto poder e velocidade de penetragdo nas estruturas oculares,

comprometendo o progndstico visual®



As lesbes por alcali diferenciam-se de outras agressdes quimicas da cornea
pela gravidade e rapidez com que provocam danos e pelas complicagbes tardias
que determinam. A gravidade de uma queimadura quimica depende do &nion ou
cétion, de sua concentragao e volume, da duragdo do contato, do pH e da toxicidade
inerente ao agente quimico® .

O hidréxido de sodio esta entre os agentes quimicos mais utilizados #2°¢78

2,9,5,10
9

Com o propoésito de estudar a agdo de drogas medicamentosas (a

reepitelizacido da cornea

; as alteragdbes encontradas na superficie ocular
(opacidades, vascularizagdo) e estroma ® e para avaliar o resultado de tratamentos
cirdrgicos, provocam-se, experimentalmente, injurias na superficie ocular com

agentes quimicos e ou traumas mecanicos 1221314511

Os coelhos, apesar de apresentarem importantes diferengas orbitarias em
relagao aos demais animais domésticos, sdo usados frequentemente nas pesquisas
oftalmoldgicas '°. Eles sdo utilizados como modelos experimentais para avaliagéo de
lesbes da superficie ocular decorrentes de queimadura por alcali. Os agentes
provocadores de queimaduras mais comumente utilizados sdo o acido n-heptanol e
o hidroxido de sédio (NaOH), variando-se tanto suas concentragbes como a forma e
o tempo de exposi¢cdo das estruturas oculares a estes agentes quimicos. Os
modelos empregados sdo de execugdo minuciosa, demorada e

trabalhosa12,13,14,2,9,5.1 1,16,1 7,18,19,20,21,22'

Em face destas consideragoes, produziu-se um experimento de rapida e facil
execucgdo, avaliado em duas ragas de coelhos: um modelo simulacro de um acidente
de trabalho que garantisse lesbes representativas e caracteristicas das

classificagoes usuais de queimaduras quimicas.



2 REVISAO DA BIBLIOGRAFIA

Ha muito tempo coelhos sao utilizados em pesquisas experimentais. A raga
mais utilizada € a Nova Zelandia. Ha, em menor numero, trabalhos envolvendo a

raga Chinchila 2%2425:26.27

As diferencas entre os olhos dos coelhos e dos humanos sao significantes,
apesar disso, coelhos sao utilizados para modelos experimentais por terem olhos

grandes, faceis de manejar e por serem economicamente acessiveis.

Existem varios modelos de queimadura quimica *?%'9228 (g agentes
provocadores de queimaduras mais comumente utilizados sao acido n-heptanol 11.10
e hidroxido de sdédio (NaOH) #*%%78 variando-se suas concentragdes, o diametro do
disco de papel filtro embebido na substancia em uso e o tempo de exposigido das
estruturas oculares a este agente quimico, bem como o tempo de irrigagdo e a

substancia utilizada na remogao do alcali '>1%14295:11.16.17,18,19.20.21,22

2.1 ALGUNS ASPECTOS RELEVANTES DA ANATOMIA DO SEGMENTO
ANTERIOR DO OLHO DO COELHO

Globo Ocular

O olho do coelho mostra varias diferengas em relagdo ao olho humano ou ao
de outros animais. O globo ocular é relativamente grande e bastante proeminente,
as vezes, se projeta da oérbita por uma extensdo de 5 milimetros além do arco
zigomatico e 12 milimetros além do arco frontal. A dimensao antero-posterior é de 16
a 19 milimetros, a vertical € de 17 milimetros e a horizontal varia de 18 a 20

milimetros (estas sdo medidas médias) *°.
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Esclera

A esclera, também chamada esclerética, tem consideravel variacdo de
espessura sobre toda sua area. Anteriormente, adjacente ao limbo, sua média é 0, 5
milimetros, mas, posteriormente, é de 0, 4 milimetros. Perto do nervo 6ptico, ela é
gradualmente fina. No equador, a espessura é de 0, 25 milimetros e, inferiormente, é
sO de 0, 2 milimetros. No polo posterior, a média da espessura € de 0, 18 milimetros.
A despeito da vascularizagdo excessivamente rica da érbita como um todo, ha um
suprimento vascular limitado para a esclera. O grau de pigmentacdo na esclera

depende inteiramente daquele do coelho como um todo 15,
Conjuntiva

A conjuntiva palpebral encontra a pele além da margem tarsal posterior,
tornando-se espessada ao redor das glandulas de Meibomio. A conjuntiva possui
numerosos ndodulos linfaticos e muitas glandulas intraepiteliais. A caruncula tem
base ampla, cerca de cinco milimetros de largura, mas, da base ao apice, ela tem
somente dois milimetros. Ela funde-se com ambas as palpebras. A conjuntiva é
plenamente suprida por células caliciformes, as quais sdo mais numerosas nos
fornices. No tecido entre a conjuntiva e a lamina de tecido conectivo (tarso no
homem), ao redor das glandulas de meibomio, existem pequenas glandulas

lacrimais acessorias, as chamadas glandulas de Wolfring *°.
Coérnea

A cornea e a esclera podem ter ou ndo pequenas diferengas na curvatura e
portanto ndo tem sulco cdrneo-escleral marcado. O raio de curvatura da comea é de
aproximadamente 7, 3 milimetros com eixo horizontal maior, formando uma figura

eliptica. O diametro horizontal é de aproximadamente 15, 0 milimetros e o vertical,



de 13, 8 milimetros. A cérnea tem espessura proporcionalmente uniforme. Algumas
vezes, tem um pequeno afinamento central, (aproximadamente 0, 37 milimetros),

embora no limbo este afinamento seja de 0, 45 milimetros °.

A camada epitelial da superficie ocular do coelho é dez vezes mais permeavel
as substancias hidrofilicas do que no olho humano. A membrana de Bowman é seis
vezes mais fina. O epitélio da cérnea humana desenvolve vacuolos em resposta a
algumas substéancias toxicas, o epitélio da cérnea do coelho n3o. A cérnea do coelho
€ menos espessa, 0, 37 mm contra 0, 51mm da cornea humana. Coelho é mais
suscetivel a substancias alcalinas porque o pH do seu humor aquoso é 0, 82 e o do
homem & 0, 71- 0, 73. A cornea representa 25% da area da superficie ocular do olho

do coelho, mas somente 7% da area da superficie ocular do olho humano.
Epitélio da Cérnea

O epitélio da cornea consiste de uma camada de células colunares e trés a
cinco camadas de células poliédricas e escamosas. A totalidade das camadas tem
uma espessura menor que 30 a 40 micra. A substancia prépria nunca é menor do

que 0, 24 milimetros de espessura e a membrana de Descemet tem 7 ou 8 micra.
Membrana de Bowman na Cérnea

E uma membrana muito fina, abaixo do epitélio, com espessura maior que

duas micras, sendo dificil visualiza-la.
Inervagao da Coérnea

Sao cerca de 50 terminagOes nervosas no epitélio e substancia prépria. O
feixe nervoso derivado dos nervos ciliares transita adiante para o corpo ciliar; a
maioria deles continua para o limbo, entre a esclera e a cordide, permanecendo

poucos que passam pela propria esclera. Aqueles que continuam direto para a



cornea desviam daqueles direcionados ao corpo ciliar e iris terminando na jungdo

comeo-escleral. A cornea do coelho apresenta cerca de 80 terminacdes nervosas'.
Limbo Corneoescleral

O limbo é uma ampla zona prépria, em forma de cunha, situado obliquamente
a jungdo corneoescleral. Um anel pigmentado superficial marca o aspecto anterior
do limbo. A pigmentacdo deste anel é tdo mais densa quanto mais varia a

pigmentac&o geral do coelho ™.
Vascularizagao

No limbo do coelho da raga Nova Zelandia, branco, ha um sistema muito
extenso de vasos sanguineos, ao todo cerca de oito vasos principais, alguns deles
se prolongam em diregéo a cornea. O plexo venoso escleral é limitado a poucos

peguenos vasos 0s quais conectam a malha trabecular com as veias perilimbares.
Membrana Nictante

O coelho tem membrana nictante (terceira palpebra) cuja fungdo, ndo muito

clara, seria eliminar materiais estranhos.

2.2 FISIOPATOLOGIA DA QUEIMADURA

As queimaduras quimicas por alcalis revestem-se de particular importancia
pelo seu alto poder e velocidade de penetragdo nas estruturas oculares,
comprometendo o prognostico 2. O Hidroxido de Sodio (NaOH) esta entre os
agentes quimicos mais comuns “2°%78 A queimadura quimica da cémea difere
substancialmente de lesdes oculares perfurantes ou bruscas em que o olho retém

suas relagdes anatdmicas normais, mas ha vasta morte celular e desnaturagdo
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protéica (especialmente de colageno), no segmento anterior, provocando uma
reacgao inflamatoria. Acidos fracos precipitam proteinas no epitélio, que diluem
rapidamente sua forga e providenciam uma barreira parcial ao acido residual no olho
externo, diminuindo, desta forma, seu poder de penetracdo. Os alcalis saponificam
as membranas das células, desnaturam o colageno e penetram profundamente no

olho para lesar iris, corpo ciliar e cristalino 3,

A severidade de uma queimadura quimica é dependente do anion ou cation —
sua concentragdo, seu volume, duragdo do contato e toxicidade inerente ao agente
guimico. Pode originar dor severa pela estimulagdo de terminagdes nervosas na
cornea, na conjuntiva e na pele. Essa dor pode aumentar e se prolongar por uma
pressao intraocular dramatica, que se origina da retragdo do colageno na membrana
fibrosa do olho (cérnea e esclera) e liberagao intraocular de prostaglandinas. O dano
aos vasos sanguineos causa uma resposta exsudativa, fibrinosa, no olho externo,
que pode originar simbléfaro ou sinéquias anteriores ou posteriores. O dano ao

corpo ciliar pode ser tdo extenso que induza a phthisis bulbi 3,

A presenca do ion hidroxila (OH), na injaria alcalina, eleva o pH, havendo a
saponificagdo das gorduras da membrana celular, resultando na ruptura e morte da
célula® Dependendo da profundidade de penetragdo, ocorre destruigdo da
membrana celular e morte do epitélio da conjuntiva e cérnea, queratocitos do
estroma, terminagdes nervosas estromais, endotélio da cornea e epitélio do cristalino
e ainda epitélio e endotélio vascular da iris e corpo ciliar. O pH do humor aquoso
aumenta dentro de 3 a 5 minutos depois da queimadura por hidréxido de sodio,

retornando ao normal no periodo compreendido entre 30 minutos e trés horas®".

Acidos fracos precipitam proteinas no epitélio, diluindo rapidamente sua forga

e assim providenciando uma barreira parcial ao &cido residual no olho externo,



11

diminuindo, desta forma, seu poder de penetragao.
Epitélio da Superficie Ocular — Cérnea e Conjuntiva

No epitélio corneal e conjuntival, a morte instantdnea da célula provoca
defeito epitelial, cujo tamanho revela a extensao total de exposigdo ao alcali. Este
defeito epitelial compromete:

a) A producdo de citocina, responsavel pela inibigdo da produgao de

colagenase pelo fibroblasto corneal 233,

b) A produgao de dismutase superoxide;
c) A produgao dos anti-radicais livres.

O estroma da cornea, na presenca do defeito do epitélio, perde estes trés
mecanismos de defesa citados, podendo apresentar Ulceras estéreis e

microbianas®>**,

O reparo da superficie ocular lesada é um processo de dois estagios
envolvendo, inicialmente, a reepitelizacdo e, posteriormente, a diferenciagao

celular®,

A reepitelizagdo ocorre com movimento centripeto, tanto das células epitelias
corneais como conjuntivais remanescentes, em diregao a regiao de perda celular®.
A velocidade de reepitelizagao é influenciada pela origem do epitélio migrante. Esta
reepitelizacdo & mais rapida quando corrigida por células epiteliais da cornea ou
limbares, do que quando providenciada pelo epitélio conjuntival nao limbar. A
reepitelizagdo & mais demorada se a morte celular induzida pelo alcali resultou em

necrose conjuntival, envolvendo mais do que a metade do limbo **.

Em queimaduras severas, porém, o epitélio superficial conserva suas
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caracteristicas conjuntivais, com resultante vascularizagao corneal, formagao de

pannus e perda da transparéncia °.

Apesar de lacrimejamento excessivo,
anormalidades das células caliciformes podem resultar em instabilidade do filme

lacrimal, com alteragdes cronicas da superficie ocular .
Estroma da Coérnea

A severidade da lesdo estromal esta relacionada com a profundidade de
penetragdo, a qual, por sua vez, esta relacionada com o cation do alcali *°. A malha
trabecular esta alterada, produzindo aumento precoce da pressdo intraocular. A
hidratagéo estromal resulta em diminuigdo da transparéncia corneal. O dano as
terminagdes nervosas estromais pode causar absoluta ou relativa anestesia corneal.
Queratocitos podem ser completamente destruidos nas areas de significante
penetragado alcalina. O repovoamento de queratécitos do estroma injuriado inicia
precocemente no processo reparativo. Em caso de destruicdo incompleta da
populagdo de queratécitos, a proliferagdo provavelmente decorre das regioes
adjacentes. O repovoamento de queratdocitos € um evento necessario porque estas
células pluripotenciais possuem a habilidade Unica para remodelar o dano estromal,

sendo capazes de secretar colagenase®®>**".

Varios mecanismos podem inibir a proliferagdo do queratécito e a sintese do
novo colageno. Devido ao fato de o ascorbato ser essencial para a sintese do
colageno, o estado escorbutico da cdmara anterior pode resultar em depressdo dos
niveis intracelulares de ascorbato e diminuir a sintese do colageno.
Neovascularizagao do estroma corneal, se for induzida por inflamagao persistente ou

iatrogenicamente por adesivos teciduais, detém o favorecimento da colagendlise™.
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Endotélio da Coérnea

O Aalcali que penetra profundamente 0 estroma pode danificar severamente o
endotélio corneal. Um edema corneal permanente ou transitério pode ocorrer
conseqlentemente e a proliferagao da membrana de Descemet e das membranas

retrocorneais pode ocorrer nos casos mais severos>.
Limbo Corneoescleral

Ocorre, inicialmente, hiperemia ou isquemia, podendo haver até necrose da

conjuntiva limbar.
Camara Anterior e Cristalino do Olho

A injaria na iris e no corpo ciliar produz inflamagé&o intraocular, diminuigao da
producdo do humor aquoso e, secundariamente, diminuigdo no escoamento, atraves
da malha trabecular. Isto causa, usualmente, aumento da presséo intraocular,
embora possa ocorrer hipotonia, especialmente nos traumas severos. A capsula e o
epitélio do cristalino podem ser danificados, resultando em formagao de catarata

precoce ou tardiamente .

A progressdo natural das queimaduras alcalinas severas nos olhos e a

frequiéncia de complicagdes secundarias sao bem conhecidas 4,

Alcalis saponificam as membranas das células, desnaturam o colageno e

penetram profundamente no olho para lesar a iris, corpo ciliar e cristalino 3

Exceto por diferengas minimas na taxa de penetracdo e na intensidade da
opacificagdo, a evolugdo clinica das queimaduras produzidas por uma variedade de
alcalis € marcadamente semelhante. A alcalinidade da solugdo €, provavelmente, o

mais importante fator determinante da gravidade da lesdo”,
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A maioria destes modelos compromete somente a zona central ou até 8 mm
de didmetro corneal, nao havendo comprometimento limbar, com pouca ou nenhuma
repercussao na superficie ocular, ou seja, provoca-se dano epitelial somente na
cornea, sem produzir-se isquemia limbar e vascularizagao corneal (Paterson et al.,
1994; Haddox et al., 1996). Um outro modelo provoca a queimadura do limbo
corneano, tendo o autor usado um papel filtro em anel, objetivando lesar também o

limbo e a conjuntiva limbar 2.

Obenberger (1975) foi quem primeiro descreveu o uso de papel filtro

embebido de agente quimico alcali, para obter um ferimento por alcali.

McCulley (1987) dividiu o curso clinico das queimaduras quimicas em quatro

fases:
a) Imediata;
b) Aguda (minutos a uma semana);
c) Reparadora precoce (de uma a trés semanas);
d) Reparadora tardia (mais que trés semanas).

Todos os achados clinicos presentes imediatamente depois da queimadura
quimica sao relacionados com area de envolvimento, profundidade de penetracao e
relativa toxicidade da substancia. Um exame pormenorizado deve esperar até estar
completa a irrigacdo copiosa, mas os achados iniciais fornecem informagdes
importantes em relagdo ao progndstico final. Um exame pormenorizado testara a
acuidade visual, a pressao intraocular, a presenca de particulas, a extensao da
perda de células epiteliais da conjuntiva e da cornea, a presenga e extensdo da
necrose isquémica conjuntival, a transparéncia corneal, a inflamagdo da cadmara

anterior e a transparéncia do cristalino **.
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2.2.1 Modelos de Queimadura e Classificagdao de Hughes

Hughes, em 1946, produziu queimadura em olhos de coelho por hidréxido de

sédio (NaOH).

No primeiro modelo, produziu uma queimadura moderadamente severa e
irrigou metade da cérnea do coelho, por trés minutos, com hidroxido de sédio a 0,
2% normal isotbnico pela adicdo de cloreto de sédio. Acompanhou o curso da

queimadura.

No segundo modelo, Hughes irrigou o olho do coelho com NaOH a 0, 2% por
trinta segundos ou menos sem lavagem subsequente, produziu uma queimadura
relativamente moderada. Quando comparado com aquele descrito anteriormente, os
sintomas conjuntivais agudos (ex: edema, necrose de vasos limbares € hemorragias
petequiais) foram menos pronunciados; a opacificacdo corneal foi menos densa, a
ulceragao raramente se aprofundou além do epitélio, a vascularizagido corneal ficou
usualmente limitada a poucas ramificacdes de vasos superficiais com
desaparecimento dentro de uma a duas semanas, infiltracbes tardias da cornea

foram raras e a irite foi moderada.

No terceiro modelo, toda a cérnea do olho do coelho foi irrigada durante trés
minutos com uma solugdo de NaOH a 0, 2%, produzindo lesdes devastadoras

observadas ao longo do curso clinico.
Hughes identificou:
- Necrose da conjuntiva com descamagéo de tecidos;
— Pérolas brancas;

— Necrose isquémica de vasos sanguineos limbares acompanhadas de
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hemorragias;
— Opacificagao quase completa da coérnea, com desepitelizagao quase total;

— Infiltracdo purulenta da cérnea dentro de uma semana a dez dias,

associada com ulcera profunda e perfuragao;

— Congestéo intensa e espessamento da iris, freqlentemente associados

com hipopio e catarata capsular, visiveis apds algumas poucas horas.

A membrana de Descemet foi marcadamente resistente ao alcali, muitas
vezes permanecendo clara e intacta, porém a superficie corneal tornou-se opaca e
com mau prognostico. Praticamente nunca ocorreu simbléfaro no coeiho. A necrose
dos vasos limbares usualmente foi compieta, ndo ocorrendo vascularizagao
superficial, porém vasos profundos subiram a partir de porgdes limbares menos
severamente queimadas. A regeneracao da conjuntiva pode invadir a cornea
ulcerada, podendo ocorrer o aparecimento de espesso pterigio, fato raro em

coelhos.

Hughes (1946) cita também os estagios do curso clinico dessas queimaduras.

As alteragdes, naturalmente, caem em trés estagios:

a) Estagio agudo, consistindo de necrose isquémica e edema conjuntival,
sloughing do epitélio corneano, opacificacdo e edema da substancia

propria da cérnea e irite;

b) Estagio de reparacado, incluindo a diminuicdo do edema corneal e
conjuntival, regeneracdo do epitélio, vascularizacdo da cornea com

diminuicdo da evidéncia da opacificagao e desaparecimento da irite;

c) Estagio de complicagbes tardias, as quais podem incluir simbiéfaro e

crescimento sobre a cornea com uma membrana vascularizada,
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infiltragdes corneais tardias, Ulcera de cornea recurrente ou persistente,
opacificagdo corneal persistente, estafiloma corneal, irite exsudativa ou

persistente, glaucoma secundario e catarata.

A classificagdo de HUGHES é a mais amplamente usada no prognoéstico a

longo prazo. Ela divide as queimaduras em quatro grupos.
GRAU [I: G1 bom prognostico;
dano epitelial corneal superficial sem alterar a visibilidade da iris;
sem isquemia limbar.
GRAU II: G2 bom prognéstico;
— Opacidade corneal, enxergando-se pormenores da iris;
— Isquemia menor do que 1/3 do limbo.
GRAU lil: G3 prognéstico reservado;
— Perda total do epitélio corneal;
— Opacidade estromal obscurecendo pormenores da iris;
— Isquemia de 1/3 a metade do limbo.
GRAU IV: G4 mau prognostico;
— Cobrnea opaca, nao se enxergando iris ou pupila;
— Isquemia de mais da metade do limbo.

No que se refere a vascularizagdo da cOrnea, Hughes (1946) identifica que
ela ocorre, apos sete dias, proveniente dos vasos limbares. Na maioria das vezes,
os vasos foram localizados livres, fora do tecido danificado do tergo anterior do

estroma, mas eles podem ficar profundos dentro da cérnea se os vasos limbares
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superficiais foram trombosados ou se a queimadura da cérnea foi severa.

2.2.2 Modelo de Vascularizagio e Classificagao de Thoft®®

A vascularizagao corneal tem sido objeto de muitos estudos. Muitos métodos
tém sido usados para induzir vasculariza¢ao, mas infelizmente muitos dos modelos
experimentais tem produzido resuitados variaveis em termos de regularidade e de
grau de crescimento dos vasos. Em adi¢do, métodos prévios geraimente ndo tém
duplicado a vascularizacao superficial, caracteristica de um numero significativo de

doengas corneais sérias.

Thoft apresenta a técnica encontrada para causar vascularizagdo da cornea,
quando o epitélio foi removido. A proliferacdo dos vasos sanguineos é produzida
criando-se um ferimento penetrante em uma coérnea coberta pela superficie ocular,

regenerada por um epitélio de origem conjuntival ao invés de corneal.

No modelo de Thoft, foi removido o epitélio comeal mais um anel de um a dois
milimetros de epitélio conjuntival limbar ou uma area de 9 milimetros de diametro de
epitélio corneal central, por debridamento com iodo, seguido por neutralizagdo com
cocaina, por lavagem com heptanol ou por escarificagdo. No caso de remogéo epitelial
total, o epitélio regenerado originou-se na conjuntiva. No caso da remogdo epitelial

central, o epitélio regenerou-se das células corneais remanescentes.

Dez dias, trés semanas, seis semanas e trés meses depois da remogao do
epitélio, quando o epitélio regenerado de origem corneal ou conjuntival tinha

cicatrizado sobre a cérnea, foi feito um ferimento penetrante.

Foram usados dois tipos de ferimentos penetrantes: linear e por trepanagao.
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Depois da anestesia, foi feito através do estroma, no eixo visual, um ferimento
penetrante de 8 milimetros, deixando dois a trés milimetros entre o término do
ferimento e o limbo. Duas suturas com mononylon 10-0 foram colocadas distantes
cinco milimetros para segurar o ferimento. Os olhos foram examinados trés a cinco

vezes por semana. Ferimentos lineares foram feitos em setenta e quatro olhos.

Um trépano foi usado para produzir um ferimento penetrante de dois
milimetros de didmetro, localizado centralmente. Os animais foram examinados trés

a cinco vezes por semana, num total de oitenta e oito olhos.

Foi realizada, cuidadosamente, a remog&o endotelial, com raspagem, através de
incisdo limbar de um milimetro na cornea. Trinta e dois olhos com epitélio regenerado
de origem conjuntival ou corneal que cicatrizaram por um dia e quatro olhos com epitélio
normal tiveram o endotélio raspado. Dezesseis outros olhos, com epitélio regenerado
derivado da conjuntiva ou da coérnea, e quatro olhos com epitélio normal tiveram o

endotélio removido com cloreto de benzalcénio como descrito por Maurice e Periman.

Os animais foram examinados trés a cinco vezes semanalmente, com uma
luz, e, no minimo uma vez por semana, na lampada de fenda. O aparecimento dos

vasos sanguineos e as anormalidades do epitélio foram anotadas em detalhes.

De um a dois milimetros da orla ocorreram freqiientemente vasos, para o
limbo, nos olhos com regeneragao epitelial de origem conjuntival com ferimentos

penetrantes prévios.
Thoft et al. (1979) graduou a vasculérizagéo de acordo com a seguinte escala:
0 = corneas sem infiltragao vascular;
1+ = cdérneas com vasos a mais de dois milimetros do limbo;

2+ = corneas com vasos a mais de quatro milimetros do limbo;
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3+ = corneas com vasos a mais de seis milimetros do limbo;

4+ = cérneas com vasos nho eixo visual ou no ferimento central.

2.2.3 Classificagdo das Queimaduras da Superficie Ocular’

A Tabela 1 apresenta a classificagdo da severidade das queimaduras da

superficie ocular modificada por Roper-Hall em 1965.

Tabela 1: Classificagdo da Severidade das Queimaduras da Superficie Ocular por Roper-Hall

Grau | Prognéstico Coérnea Conjuntiva/Limbo
I Bom Dano epitelial corneano Sem isquemia limbica
I Bom Opggﬁqagaq( haze”) corneana, detalhes < 1/3 de isquemia limbica
da iris visiveis
Perda epitelial total, opacificagdo . . .
[11 Reservado (“haze”) estromal, detalhes da iris 1,/3 . /2 de isquemia
. limbica
obscurecidos
1\% Ruim Cornea opaca, iris e pupila obscurecidas | > 'z de isquemia limbica
Fonte:

Dua propde “uma importante modificacdo a classificagdo de Roper-Hall para
levar em conta a extensdo do envolvimento do limbo em horas de um relogio e a
porcentagem de envolvimento conjuntival. As horas de um relogio foram
determinadas ao se dividir o limbo nas doze horas da face de um relégio. O termo
‘envolvimento do limbo’ é preferido ao termo ‘isquemia do limbo’ porque é mais
amplo em sua conotagdo e ndo exclui areas do limbo onde uma perda de espessura
completa ou grande do epitélio do limbo tenha ocorrido sem uma isquemia
significativa. A perda total do epitélio do limbo (incluindo as células-tronco) pode
ocorrer apesar da presenga de pouca isquemia, mas tem potencialmente as mesmas

conseqléncias” .

O envolvimento conjuntival foi estimado ao se dividir a conjuntiva bulbar e o
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Tabela 2: Nova classificagdo de queimaduras da superficie ocular de Dua et al. (2001)

Grau | Prognéstico Achados clinicos Envo-lvm?ento I:Jscala
conjuntival analoga (*)
I Muito bom O’hor.as de envolvimento 0% 0/0%
limbico
<ou= 3 ahoras de — ano 0, 1-3/1-29,
L Bom envolvimento limbico <ou=30% 9%
>3 — 6 horas de o 3, 1-6/31-
1 Bom envolvimento limbico <30-350% 50%
Bom a >6—9 horas de 0 6, 1-9/51-
v reservado envolvimento limbico >30-75% 75%
Reservadoa | >9 - <12 horas de 0 9,1-11. 9/75,
V' | ruim envolvimento limbico |~ />~ < 100% 1-99, 9%
VI Muito ruim Envolvimento limbico Envolvimento total da 12/100%

total (12 horas)

conjuntiva (100%)

(*) A escala analoga registra de forma precisa o

envolvimento limbico em horas de limbo

afetado / porcentagem de envolvimento conjuntival. Ao se calcular a porcentagem de
envolvimento conjuntival, & considerado desde somente o envolvimento da conjuntiva bulbar
até e incluindo os fornices conjuntivais.
Fonte: '
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3 JUSTIFICATIVA

Os modelos de queimaduras da superficie ocular existentes e muito utilizados
para produzir lesdes na superficie ocular sdo padronizados e uniformes. Eles sdo de

execucado trabalhosa, demorada e excessivamente pormenorizada.

A intencdo € produzir um modelo de queimadura que comprometa
amplamente superficie ocular, cornea, limbo e conjuntiva limbar. O modelo deve
provocar, mais especificamente, dano ao epitélio da coérnea, diminui¢do da sua
transparéncia e indu¢ao de neovascularizagao corneal. Ele deve gerar isquemia no

limbo cérneo-conjuntival e isquemia com necrose da conjuntiva bulbar e do fornice.

O modelo é aplicavel em projetos de pesquisa para tratamentos cirargicos

experimentais de queimaduras da superficie ocular.

O modelo é de execucgao pratica, facil, objetiva e rapida e simula um acidente

de trabalho.

Foram utilizadas duas ragas distintas para observar a evolugdo das lesdes

provocadas pelas queimaduras produzidas pelo modelo proposto.



23

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Produzir um modelo experimental de queimadura alcalina da superficie ocular

em coelhos, simulando uma queimadura provocada em acidente de trabalho.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a eficacia do modelo de queimadura;

2) Avaliar a evolugdo das lesdes da superficie ocular em trés momentos

distintos quanto a:

a) Alteragdes da cornea: defeito epitelial, diminuicdo da transparéncia

e inducao de vascularizagao;

b) Alteragdes da conjuntiva limbar, bulbar e fornice: hiperemia ou

isquemia, edema e necrose;

¢) Envolvimento do limbo: isquemia, hiperemia.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

Rabbits are frequently used as an experimental model for assessment of
corneal lesion due to burn caused by alkaline agents. The most commonly used
agents to cause burns are n-heptanol acid and sodium hydroxide (NaOH), which are
used in various concentrations, ways and time of exposure to ocular structures.

The present study aimed at developing an experimental model of ocular burn
in rabbits, a model with characteristics different from those of existing models whose
execution is lengthy, ardous and detailed.

This study was conducted at the Department of Ophthalmology and
Otorhinolaryngology of the School of Medicine at Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), at the Ophthalmology Service of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), and at the Biotery of the State Health Research and

Production Foundation of Rio Grande do Sul (FEPPS).

OBJECTIVES

GENERAL
To produce an experimental model of alkaline ocular surface burn in rabbits,

simulating a burn caused by a work accident.

SPECIFIC

1. To evaluate the efficacy of the model of burn;
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2. To assess the evolution of ocular surface lesions in three different moments as to:
A. Corneal alterations: epithelial damage, decrease in transparency, and induction of
vascularization

B. Limbal, bulbar, and forniceal conjunctival alterations: hyperaemia or ischemia,
edema, and necrosis;

C. Limbal involvement: ischemia, hyperaemia.

MATERIAL AND METHODS

Forty-five eyes of New Zealand (NZ) and Chinchilla (CH) rabbits were
damaged by ocular surface burn and were assessed as follows: first, 12 eyes (4 NZ
and 8 CH) in the first week; second, 15 eyes (5 NZ and 10 CH) in the second week;

third, 13 eyes (5 NZ and 8 CH) in the third week.

RESULTS

The severity of the burn reached grades 3 and 4 in 12 eyes of New Zealand
rabbits (85.7%) and in 21 eyes (80.7%) of Chinchilla rabbits. As to the degree of
severity of vascularization: 5 eyes of New Zealand rabbits (35.7%) and 13 eyes of
Chinchilla rabbits (50%) reached grades 3 and 4 of Thoft’s classification. The eyes of
the two breeds of rabbits classified as G3 and G4 totaled 33 of all burned eyes
(82.5%). As to vascularization, results were the following: 4 eyes (10%) were
classified as grade 0 of vascularization; 8 eyes (20%) as grade 1; 9 eyes (23%) as
grade 2; 5 eyes (13%) as grade 3, and 14 eyes (34%) as grade 4. As to limbal

involvement and involvement of bulbar and do forniceal conjunctivas, 95% of all eyes
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were damaged.

CONCLUSION

Lesions caused by the model developed herein reached degrees of severity of
burn and vascularization in line with those of the three classifications refered (Thoft’s,
Hughes', and Dua’s). The model proposed reproduced G3 and G4 lesions according
to Hughes' classification in 82.5% of the eyes, created corneal vascularization in
70% of the eyes, and resulted in limbal involvement and bulbar and forniceal

conjunctiva in 95% of the eyes, meeting the requirements of Dua’s classification.

Keywords: Experimental model in rabbits; burn; alkali; ocular surface; cornea;

limbus; conjunctiva.
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INTRODUCTION

There are several models of chemical burn 234%¢7 Frequently, rabbits are
used as experimental models to evaluate corneal lesion due to burn caused by
alkaline agents. The most commonly used agents to cause burns are n-heptanol and
sodium hydroxide (NaOH), which are used in various concentrations, ways and time
of exposure of ocular structures. Obenberg™ was the first of many authors to
describe the use of paper disks with variable diameters and/or rings soaked in an
alkaline agent 8,9,10,2,3,4,12,13,14,15,16,17,18.

The objective of the present study was to develop an experimental model of
ocular burn in rabbits, a model with characteristics different from those of existing
models, whose execution is lengthy, ardous and detailed. The model proposes a
burn that compromises the set cornea-limbus—conjunctiva with the alterations
characteristic of grades 3 and 4 of Hughes’ classification. The model should produce
lesions in the conjunctivas, both bulbar and forniceal, which characterize grades Ill,
IV, V, and VI of Dua’s classification®’, and should be of fast, practical and objective

execution, simulating a burn resulting from a work accident.
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MATERIAL AND METHODS

T Biblioteca 4\
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STUDY DESIGN !

The present was a randomized experimental study; study factor was the
efficacy of the method of burn, and outcomes were the morphological alterations on

the ocular surface due to burn.

POPULATION

Two breeds of rabbits were used: Oryctolagus cuniculus, the albine New
Zealand (NZ) breed (Figure 1), and Chinchilla (CH) (Figure 2). Fifteen rabbits of each
breed were used, totaling 30 rabbits or 60 eyes; all rabbits were male, aged between
4 and 6 months, and weighed between 2,000 and 2,500 grams. The model was
executed in two breeds both to test the evolution of lesions caused by the burns and
to enable the performance of surgical treatment (autologous and allogeneic
transplant) in a future experimental study. As a result, the 15 right eyes of the NZ
rabbits were not burned since they were the donors of limbal conjunctiva for the
surgical treatment to be administered.

Forty-five eyes suffered an alkaline burn and were distributed as follows: 15

left eyes of NZ rabbits and 30 eyes of CH rabbits.

LOCATION

This study was conducted at the Department of Ophthalmology and
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Otorhinolaryngology of the School of Medicine at Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), at the Ophthalmology Service of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), and at the Biotery of the State Health Research and

Production Foundation of Rio Grande do Sul (FEPPS).

LOGISTICS

The rabbits were divided in pairs and numerically identified; each pair of
rabbits was composed of a rabbit of each breed, (NZ/CH), in a total of 15 pairs; the
pairs were placed in separate cages suspended approximately 1 meter from the
floor. Their food consisted of standard feed (Purina), vegetables, and water.

There was daily veterinary supervision throughout the entire time of the
experiment.

All procedures — burns and revisions — were performed under general
anesthesia using Zoletil® 50 (Tiletamine chloridrate 125mg + Zolazepam chloridrate
125mg) 0.4 mg/kg intramuscular (IM). Ten minutes prior to the anesthesia
0.5ml/kg of atropine was injected IM. During the procedure, topic anesthesia was
used with two anesthetic eyedrops: a drop of Visonest® (proxymetacaine) and one
drop of Anestésico® (tetracaine chloridrate + phenylephrine chloridrate + boric acid).

Alkalyne burns were caused by a 1 normal solution of sodium hydroxide
(NaOH) applied in the left eye of New Zealand (NZ) rabbits, totaling 15 eyes, and in
both eyes of Chinchilla (CH) rabbits, totaling 30 eyes. Animal suffering and pain were

avoided using general and topic anesthesia®'.
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1N SOLUTION OF SODIUM HYDROXIDE
The 1N NaOH solution is obtained by the dilution of 40g of NaOH in 1000ml of

water, with pH 13.6%,

MODEL OF ALKALINE CHEMICAL BURN

The execution time of the model to produce the intended burn was 3 minutes,
as follows:
1. One minute to apply the 2 anesthetic eye drops at an interval of 30 seconds;
2. One minute for the 2 drops of alkaline 1N NaOH to stay in contact with the
ocular surface, and
3. One minute of irrigation with 1000ml of physiological saline solution at 0.9%.
The chemical burn was realized using a pipette which instilled 2 drops of the
1N NaOH solution on the ocular surface (cornea and conjunctiva). After one minute
of contact between the solution and the eye, the eye was washed with running
physiological saline solution for 1 minute, corresponding to approximately 1,000
milliliters. Twenty-four hours after the burn, the eyes received clinical treatment, as
follows:
1. Eye drop of ofloxacina (Oflox®), 1 drop every 8 hours;
2. Eye drop of prednisone (Predfort®) 1 drop every 8 hours for 10 days.
During the 3 weeks following the burn, the use of the antibiotic eyedrop was
maintained at the same dosage.
The objective of the treatment is to stabilize the ocular surface, allowing for
the performance of surgical treatment, when indicated, and to control the

inflammatory process caused by the burn as a prophylaxis for a secondary infection.
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PROCEDURE AND EVALUATION OF RESULTS

Forty-five eyes were submitted to the action of the chemical agent, all on the
same day, according to the model proposed. Five eyes were lost in the process. The
40 damaged eyes were assessed after the burn in 3 different moments: (i) 12 eyes (4
NZ and 8 CH) in the first week; 15 eyes (5 NZ and 10 CH) in the second week; 13
eyes (5 NZ and 8 CH) in the third week.

In each of the 3 post-burn weeks, the damaged eyes were examined and
assessed under a microscope with and without fluorescein dye; the animals were
under general and local anesthesia at these moments. The following were assessed
at the examination: The clinical signs and the extension of the lesions (hyperaemia
and/or ischemia and edema of the bulbal, limbal and forniceal conjunctiva), limbal
involvement, as well as corneal disepithelialization, opacity, and vascularization. The
degree of severity of burn and the degree of vascularization were classified
according to the extension and severity of the lesions.

Biopsy and/or histopathologic examination were not performed because the
clinical picture determines the diagnosis and classification of the burn.

Both the procedure and the evaluation of the results, which considered the
classifications of HUGHES' and THOFT%, were done under a surgical microscope,
using fluorescein dye and cobalt light, by a single observer, who counted with the
assistance of another ophthalmologist.

The equipment (trademark DF Vasconcellos, manufactured in Brazil, model
with hot illumination and no zoom) had a split lamp (trademark DF Vasconcellos) and

a camcorder (trademark 1CCD Iris model 107), which allowed for the video
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documentation, in real time, of all post-burn evaluations of all the cases.

VARIABLES STUDIED

The 40 damaged eyes were randomized divided in 3 groups and assessed in 3
different moments: (i) 12 eyes (4 NZ and 8 CH) in the first week, (ii) 15 eyes (5 NZ
and 10 CH) in the second week, and 13 eyes (5 NZ and 8CH) in the third week,

respectively the seventh, fourteenth, and twentieth days of post-burn.

DEPENDENT VARIABLES

The ocular surface lesions characterized by the following alterations were
identified as dependent variables:

A. Corneal alterations: epithelial defect, decrease in transparency, and induction
of vascularization;

B. Limbal, bulbar and forniceal conjunctiva alterations: hyperaemia or ischemia,
edema and necrosis;

C. Limbal involvement: ischemia, hyperaemia.

INDEPENDENT VARIABLES

The following were the independent variables:

A. The burning agent: 1N Sodium hydroxide (NaOH);

B. The breeds of rabbits used: New Zealand (NZ) and Chinchilla (CH).
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SAMPLE CALCULATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Sample calculation

This study compared variables that expressed the extension of the ocular
surface lesions in the burned eyes over time; each burn was evaluated at one, two,
and three weeks post-burn. Considering grade 3.0 as the estimated mean of the
degree of severity of burns, according to Hughes’ classification, as well as an alpha
of 5% and a power of 80%, it was estimated that 13 rabbits of each breed would be

needed to meet the study objectives, thus totaling 26 rabbits or 52 eyes.

Statistical analysis

Data were stored in a databank using the Statistical Package for Social
Science (SPSS) program, version 10.0, and were analyzed using the same program.

The analysis was descriptive, and the study population was characterized by
means of graphs, tables, and figures.

For the analysis of results at the three times (first week, second week, and
third week post-burn), the non-parametric test of Kruskal-Wallis was used because
the values observed did not have a normal distribution. Values p<0.05 were

considered statistically significant.
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ETHICAL CONSIDERATIONS

This study was conducted using the smallest humber of animals needed to
observe and analyze the results obtained. International guidelines for biomedical
research involving animals were followed®!. All procedures were done using topic
and general anesthesia, thus avoiding animal suffering or pain®'; the rabbits were

sacrificed at the end of the study.

RESULTS

Five eyes were lost during the experiment as follows: One left eye of a NZ
rabbit and 4 eyes of 2 CH rabbits. As a result, the total was: 14 damaged eyes of NZ
rabbits and 26 damaged eyes of CH rabbits. The 40 damaged eyes were
randomized divided in 3 groups and assessed at 3 different moments: first, 12 eyes
(4 NZ and 8 CH) on the 7" day of the 1% week; second, 15 eyes (5 NZ and 10 CH)
on the 14" day of the second week, and third, 13 eyes (5 NZ e 8 CH) on the 21% day

of the third week.

DEGREE OF SEVERITY OF BURN AT THE THREE MOMENTS

A careful exam of each eye under the microscope showed the following:
Corneal erosion and/or ulcer stained with fluorescein in various extensions; limbal
hyperaemia and/or ischemia occupying between 30 and 360 degrees; hyperaemia,

ischemia, and even necrosis of the bulbar and forniceal conjunctiva; presence of
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muco-purulent secretion on the edges of the eyelashes, which many times were
coalescent, and eyelid hyperaemia.

Table 1 shows the results of the comparison of the degree of severity of burn
(Hughes’ Classification) at the 3 different times between the burned eyes of NZ
rabbits and between the burned eyes of CH rabbits. There was no statistically
significant difference between the first, second, and third weeks of post-burn in the 2

breeds, (p = 0.30) and (p = 0.28), respectively.

Table 1 Comparison of post-burn evolution of degree of severity of burn at the
different times (1%, 2" and 3™ post-burn weeks) the eyes of NZ and CH rabbits were
assessed

Times of post-burn assessment
1%t week 2% week 3" week
New Zealand 4.0/4.0 4.0/4.0 3.5/3.0 0.30
Chinchilla 3.1/4.0 3.0/3.5 3.5/4.0 0.28

*Kruskal-Wallys

DEGREE OF VASCULARIZATION

Table 2 shows the comparison of the degree of vascularization (Thoft's
Classification) in the assessment of post-burns at the different times of the eyes of
NZ and CH rabbits. No statistically significant difference was found in the degree of

severity of vascularization for eyes of NZ rabbits (p = 0.36). A statistically significant
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different was found in the degree of severity of vascularization for the eyes of CH

rabbits (p < 0.001).

Table 2 Comparison of evolution of degree of vascularization at the different times
post-burn for the eyes of NZ rabbits

15 week 2" week 39 week
New Zealand 2.25/2.0 2.6/2.0 3.25/3.5 0.36
Chinchilla 0.8/0.0 2.6/2.5 3.6/4.0 <0.001

*Kruskal-Walys

Table 3 shows the results of the assessment of the degree of severity of burn
and ocular vascularization using the proposed chemical burn modei.

In the sample used there is a percentage of G3 burns with a reserved
prognosis (27.5%) and of G4 with a poor prognosis (55.0%), as well as percentage of
G1 (5%) and G2 (12.5%) with good prognosis (Hughes, 1946). The ratio test showed
that 82.5% of grades 3 and 4 burns were statistically higher than the 17.5% of grades
1 and 2 burns (Table 3).

Table 3 also shows the gradual and late increase in the degree of

vascularization'.
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Table 3 Results of assessment of degree of severity of burn and ocular
vascularization using the proposed chemical burn model

Variable N % % cummulative p

Degree of burn

1 2 5.00 50 <0.001*
2 5 12.5 17.5
3 11 27.5 45.0
4 22 55.0 100.0
Total 40 100.0 100.0
Degree of
vascularization
0 4 10.0
1 8 20.0 10.0 <0.000
2 9 22.5 30.0 8**
3 5 12.5 52.5
4 14 35.0 65.0
Total 40 100.0 100.0

* P value for the comparison of grade 3 and 4 versus 1 and 2;
** P value for the comparison of degree of vascularization 2, 3 and 4 versus 0 and

1; Z test (comparison between ratios)

Table 4 shows the number of eyes and percentages of degrees of severity of
lesions as to limbal and conjunctival involvement in all eyes according to Dua’s

classification?.
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Table 4 Number of eyes and percentages of lesions according to Dua’s classification
for the two breeds

Grade | Prognosis Clinical findings Conjunctival involvement
Limbal involvement
| Very good 2 eyes (5%) of all eyes No
[ Good No No
11 Good 16 eyes (40%) of all eyes 2 eyes (5%) of all eyes
IV Good to No 3 eyes (7.5%) of all eyes
reserved
Vv Reserved to No 9 eyes (22.5%) of all eyes
poor
\ Very poor 22 eyes (55%) of all eyes 26 eyes (65%) of all eyes

As to limbal involvement, the analysis showed the following: 16 eyes (40%)

were classified as grade lll; 22 eyes (55%) were grade VI, and no eye was grade i,

IV, or V. Only 2 eyes (5%) were classified as grade |.

As to conjunctival involvement, the analysis of results showed the following: 2

eyes (5%) of all burned eyes were classified as grade lll; 3 eyes of all eyes (7.5%)

were grade 1V; 9 eyes (22.5%) of all eyes were grade V, and 26 eyes (65%) of all

eyes were grade V1.




Table 5 shows the number of eyes and percentage of lesions according to
Dua’s classification for the eyes of each breed (NZ = New Zealand; CH = Chinchilla).
Table 5 Number of eyes and percentage of lesions according to Dua’s

classification for the eyes of each breed (NZ = New Zealand; CH = Chinchilla)
Grade | Prognosis | Clinical findings and limbal | Conjunctival involvement

involvement
I Very good 2 eyes CH (7.6% CH) No
1 Good No No
" Good 4 eyes NZ (28.6% NZ2) 2 eyes CH (7.7% CH)

12 eyes CH (46.2% CH)

\Y Good to No 3 eyes CH (11.5% CH)
reserved

\Y Reserved No 4 eyes NZ (28,5% NZ)

to poor 5 eyes CH(19,2% CH)

Vi Very poor 10 eyes NZ (71.4% NZ) 10 eyes NZ (71.4% NZ)

12 eyes CH (46.2% CH) 16 eyes CH (61.5% CH)

As to limbal involvement, the analysis showed the following: 2 eyes (7.6%) of
CH rabbits were classified as grade I; 4 eyes (28.6%) of NZ rabbits and 12 eyes
(46,2%) of CH rabbits were grade lll, and 10 eyes (71.4%) of NZ rabbits and 12 eyes
(46.2%) of CH rabbits were grade VI.

As to conjunctival involvement, the analysis showed the following: 2 burned
eyes (7.7%) both of CH rabbits were classified as grade lll; 3 eyes of CH rabbits

(11.5%) were classified as grade IV; 4 eyes (28.5%) of NZ rabbits and 5 eyes
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(19.2%) of CH rabbits were grade, and 10 eyes (71.4%) of NZ rabbits and 16 eyes

(61.5%) of CH rabbits were grade VI.

DISCUSSION

The different types of chemical burn models reported herein presented
specific characteristics that did not meet the needs of the present study®>*%6252
Kompa?® irrigated with 30 drops (1.5 ml) of NaOH 2N for 60 seconds the ocular
surface of the eyes of NZ rabbits in order to study pH alterations in eyes with no
previous ocular lesion. Other models presented variations of the concentrations of
the chemical being used (NaOH), different diameters of the filter-paper disk soaked
in the chemical as well as different times of exposure of the ocular structures to the
chemical agent. Time of irrigation and the chemical used for the removal of the alkali
were also variables®%'0-234.1213.14.151617.1827.28.2030  Thgge factors result in models
whose execution is lengthy, ardous and extremely detailed.

Although there are several models, the present study developed a novel
model of burn which would also compromise the set cornea — limbus — conjunctiva
with the alterations that are characteristic of grades 3 and 4 of Hughes’ classification.
This novel model should cause damage to the epithelium, decrease in corneal
transparency, and induce corneal vascularization. It would also have the objective of
generating ischemia in the corneal-conjunctival limbus, and ischemia with necrosis of
the bulbal and forniceal conjunctiva. The execution of the model should be practical,
objective, and fast, in other words, it should reproduce a work accident.

Consequently, a very specific model was proposed; this model produced the
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lesions characteristic of Grade 3 and Grade 4 of Hughes’ classification’ as well as a
well-evidenced clinical picture in 82.5% of the burned eyes.

The model described herein is convenient due to its rapid execution, since it
may be realized in 3 minutes. It was tested in 2 breeds of rabbits, which allowed for
the follow-up of the evolution of the degree of severity of lesions in both breeds,
testing, therefore, its efficacy.

At the clinical exam under a microscope, the eyes of the rabbits showed the
following: Broad epithelial damage with an opacity that hindered the visualization of
the details of the iris; ischemia between 180 and 360 degrees of the limbus;
conjunctival edema and hemorrhage, with variable corneal vascularization in 82.5%
of all the eyes, and severe lesions which produced conjunctival adherences and one
case of palpebral seclusion. In fact, this model represented what happens with
people who manipulate the chemical used herein without wearing the adequate
safety equipment (goggles). In case of an accident, this agent contacts the eyes and
causes ocular burns, which reaches various degrees of severity depending on the
concentration and amount of the agent in contact with the ocular surface. Despite
emergence treatments, chemical agents remain on the ocular surface prolongating
their action and the ocular damage.

The present model was devised with specific objectives, aiming to reproduce
the anatomic alterations resulting from chemical burns and to allow for the clinical
assessment of their effects, similarly to what happens in patients, at the 3 times
programmed (first, second, and third weeks of post-burn) to assess the evolution of
the burn and the best time for surgical treatment. The latter will be the subject of a
future experiment. The early repair stage of the burn starts between the first and third

weeks after the McCulley lesion is caused”'.



47

The present model achieved the objectives defined previously.

“,'w"/ﬂ
o —" “ S
Ripliciscs?

pAMED! HCPA

ON THE BURN

It was necessary for the burn to damage the bulbal, perilimbal and forniceal
conjunctiva, limbus and cornea, in an extension and amount that met the parameters
for grades 3 and 4 of Hughes’ classification’. As a result, the amount of 1N NAOH (2
drops) used, its permanence time on the ocular surface (1 minute), and amount of
physiological saline solution (1,000 ml) were established, as well as the duration of
washing off (1 minute) for removal of the alkaline agent. This strategy resulted in a
model that caused a burn with a clinical picture similar to the findings seen in 82.5%
of the burned eyes.

The model was statistically significant (p<0.001) with an efficacy of 82.5% of
the burned eyes (considering the eyes classified as grade 3 and grade 4) compared
to 17.5% of the eyes with grade 1 and grade 2. The degree of vascularization
reached 70% of the burned eyes, 35% in grade 4, and 35% when grades 2 and 3 of
Thoft's classification®® were added, also showing statistic significance (p = 0.008).

Table 1 shows the results of the comparison of the degree of severity of burn
(Hughes’ classification), at the 3 different times, between the eyes of the NZ rabbits.
No statistically significant difference (p = 0.30) was found between the assessments
of lesions in the first, second, and third post-burn weeks, in other words, on the 7",
14™ and 21% days after the injury.

As to the fact that the mean degree of severity of burn was maintained in
grades 3 and 4, one may say that the clinical exam performed under the microscope

showed a decrease in the inflammatory reaction. This evidence supports McCulley’s
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statement®’, which says that the early repair stage is between the first and third
weeks.

The degree of severity of burn for the damaged eyes of CH rabbits is showed
in the same table. No statistically significant difference (p = 0.28) was seen between
the 3 post-burn times in any of the assessment periods. Lesions kept the
characteristics of reserved to poor prognosis; however, in the third week (21 days)

they presented with clinical signs of a more stable picture.

ON THE VASCULARIZATION

Vascularization gradually intensified as of the second week, as described in
Thoft's classification?®. Therefore, it confirmed the findings of other models
mentioned herein and the efficacy of the burn, which in the third week (21 days post-
burn) showed extensive corneal vascularization in over 50% of the eyes and was
absent in only 4 of the remaining burned eyes.

In the eyes of NZ rabbits, neo-vascularization occurred earlier, as early as in
the first week, and there was a gradual and progressive increase in vascularization
(Table 2).

In the eyes Qf CH rabbits, it was verified that the clinic is supported by the
statistically significant difference seen in the vascular evolution. The eyes of CH
rabbits showed much more vascular growth in the third week.

Findings related to the comparison of the degree of vascularization (Thoft’'s
classification®®) in the post-burn assessments at the different times for the eyes of CH
rabbits are shown in Table 2. There was a statistically significant difference seen in

the degree of vascularization (p<0.001).
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In the third week, 10 of the 14 eyes with vascularization grade 4 confirm and
support the fact that vascularization is more accentuated later; this is accordance
with the literature®.

Dua’s classification® for ocular surface burns values the extension of the burn
in the bulbal and forniceal conjunctiva. Findings such as the conjunctival fornice and
bulbal conjunctiva found in this experiment support the efficacy of the model
proposed. In the present experiment, the model of burn produced limbal involvement
in 95% of the eyes when grades Ill and VI were considered. The involvement of
bulbar e forniceal conjunctivas occurred in 100% of the eyes, all in grades Ill, IV, V,
and VI, 87.5% of them being in grades V and VI, that is, with reserved to poor and
very poor prognosis according to Dua’s classification®.

It was verified in the present study that indifferent from the breeds used,
lesions were reproduced with similar characteristics and showed a less intense
inflammatory clinical picture in the eyes of CH rabbits; this finding suggests that
Chinchilla would be a more resistant breed.

The studies reporting experiments with CH rabbits are fewer in the literature
when compared to the studies that used eyes of New Zealand rabbits®%33343%:%

It was verified that vascularization extended (p < 0.001) in the eyes of CH
rabbits in the group assessed in the third week. In the eyes of the NZ rabbits,
vascularization started earlier and increased in the third week, showing no statistical
significance.

Assymetric comeal neo-vascularization is reported by several authors®"?*,
Pfister tried to “simplify the classification” by presenting a group of drawings to

classify the severity of involvement into normal, mild, moderate, moderate to severe,

severe, and very severe.
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The new model proposed herein is different from the other models because it
causes a burn similar to that seen in the daily clinical practice. All experimental
models described in the literature may show more uniformity in the lesions since they
use rings that delimit and circumscribe these lesions to the corneal surface and to
the corneo-conjunctival limbus with more or less diameter but without compromising
the bulbal conjunctiva let alone the fornice. Lesions of goblet cells cause alterations
in the lacrimal film and, consequently, “dry eye”, reflecting in the clinical and visual
prognosi327'28’29'3°.

The present model is easily performed and simulates well a work accident.
Moreover, it produces and reproduces the degree of severity of burns which have
reserved or poor prognosis and which require, besides the clinical, adjuvant

treatment, a surgical treatment that becomes essential for the improvement of the

ocular and visual prognosis of these cases.

CONCLUSION

The execution of the novel model proposed herein is easy and fast. The model
is reproducible. It damaged 82.5% of the eyes submitted to the chemical agent,
which is in line with the lesions found in the models described in the literature.
Considering the limbal involvement and the involvement of the bulbar and forniceal
conjunctiva, the model damaged respectively 95% and 100% of the eyes burned.

Finally, the model simulates well a bum caused by a work accident.
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RESUMO

INTRODUCAO

O presente estudo visa desenvolver um modelo experimental de queimadura
ocular em coelhos com caracteristicas diferentes dos modelos ja existentes que
determinam uma execuc¢do demorada, trabalhosa e pormenorizada. O modelo
propdée uma queimadura que comprometa o conjunto cornea — limbo — conjuntiva
com as alteragbes caracteristicas dos graus 3 e 4 da classificacdo de Hughes. O
modelo deve produzir lesdes nas conjuntivas, bulbar e férnice, que caracterizem os
graus lll, IV, V e VI da classificagdo de Dua e ainda ser de execugao rapida, pratica

e objetiva, simulando uma queimadura conseqiiente a um acidente de trabalho.

Freqlentemente coelhos sdo utilizados como modelo experimental para
avaliagao de lesdo de cornea decorrente de queimadura por alcali. Os agentes
provocadores de queimaduras mais comumente utilizados sdo o acido n-heptanol e
o hidroxido de sédio (NaOH), variando-se tanto suas concentragées como a forma e

o tempo de exposig¢ao das estruturas oculares a estes agentes.

Este estudo foi realizado no Departamento de Oftalmologia e
Otorrinolaringologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, no Servigo de Oftalmologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e
executado no Biotério da Fundagao Estadual de Producéo e Pesquisa em Saude do

Rio Grande do Sul (FEPPS).



58

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Produzir um modelo experimental de queimadura alcalina da superficie ocular

em coelhos, simulando uma queimadura provocada em acidente de trabalho.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a eficacia do modelo de queimadura;

2) Avaliar a evolugdo das lesGes da superficie ocular em trés momentos

distintos quanto a:

a) Alteragbes da cornea: defeito epitelial, diminuicdo da transparéncia e

indugao de vascularizagdo;

b) Alteragbes da conjuntiva limbar, bulbar e férnice: hiperemia ou

isquemia, edema e necrose;

c) Envolvimento do limbo: isquemia, hiperemia.

MATERIAL E METODO

Os 45 olhos lesados através da queimadura foram avaliados em trés
momentos distintos: na primeira semana: 12 olhos (4 NZ e 8 CH); na segunda

semana: 15 olhos (5NZ e 10 CH); na terceira semana: 13 olhos (NZ e 8CH).
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A severidade da queimadura graus 3 e 4 atingiu 12 olhos (85,7%) nos coelhos
Nova Zelandia e, 21 olhos (80,7%) na raga Chinchila. Quanto ao grau de severidade
da vascularizagao, 5 olhos(35,7%) nos coelhos Nova Zelandia e 13 olhos (50%) nos
coelhos Chinchila atingiram graus 3 e 4 da classificagdo de Thoft. A soma dos olhos
das duas ragas de coelhos classificados em G3 e G4 resultou em 33 olhos
queimados (82,5%) de um total de 40 olhos. Quanto a vascularizagao, resultaram 4
olhos (10%), com grau 0 de vascularizagdo; 8 olhos (20%) com grau 1; 9 olhos
(23%) com grau 2; 5 othos (13%) com grau 3; 14 olhos (34%) grau 4. Considerando
o0 envolvimento do limbo, e das conjuntivas bulbar e do fornice, 95% do total de

othos ficaram lesados.

CONCLUSAO

As lesbes provocadas pelo modelo desenvolvido atingiram graus de
severidade de queimadura e vascularizagdo que contemplaram as trés
classificacoes referidas. O modelo proposto reproduziu as lesdes de G3 e G4, da
classificacdo de Hughes em 82,5% dos olhos; criou vascularizagao corneal em 70%
dos olhos conforme a classificagdo de Thoft; provocou alteragbes de envolvimento
limbico em 95% dos olhos e conjuntiva bulbar e fornice em 95% deles, preenchendo

0s quesitos necessarios a classificagao de Dua.
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Palavras-Chave: Modelo experimental em coelhos, queimadura, alcali, superficie

ocular, cornea, limbo e conjuntiva.
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INTRODUCAO

1234567 Freqiientemente

Existem varios modelos de queimadura quimica
coelhos sao utilizados como modelo experimental para avaliagédo de lesdo de cornea
decorrente de queimadura por alcali. Os agentes provocadores de queimaduras
mais comumente utilizados sdo o acido n-heptanol e o hidroxido de sddio (NaOH),
variando-se as suas concentragdes, bem como a forma e o tempo de exposi¢ao das
estruturas oculares a estes agentes quimicos. Alguns autores utilizam discos de
papel filtro embebidos em alcali com didmetros variaveis e ou anéis

89.10.2.11,3412.1314.15.1617.18 ' Ohenberg (1975)" foi o primeiro a descrever o uso de anel

para efetuar as queimaduras.

O presente estudo visa desenvolver um modelo experimental de queimadura
ocular em coelhos com caracteristicas diferentes dos modelos ja existentes que
determinam uma execugdo demorada, trabalhosa e pormenorizada. O modelo
propde uma queimadura que comprometa o conjunto cérnea — limbo — conjuntiva
com as alteracdes caracteristicas dos graus 3 e 4 da classificacdo de Hughes'. O
modelo deve produzir lesdes nas conjuntivas, bulbar e fornice, que caracterizem os
graus Ill, IV, V e VI da classificacdo de Dua® e ainda ser de execugdo rapida, pratica

e objetiva, simulando uma queimadura consequente a um acidente de trabalho.
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MATERIAL E METODO

DELINEAMENTO

Este € um estudo experimental, randomizado, no qual o fator em estudo é a
eficacia do método de queimadura e o desfecho sao as altera¢gdes morfologicas da

superficie ocular decorrentes da queimadura.

POPULACAO

Foram utilizadas duas ragas de coelhos: a Oryctolagus cuniculus, da linhagem
Nova Zelandia (NZ), albinos (Figura 1) e a Chinchila (CH) (Figura 2). Utilizaram-se
quinze coelhos de cada raga, hum total de trinta animais — 60 olhos-, machos, entre
quatro e seis meses de idade, pesando entre 2000 e 2500 gramas. O modelo foi
executado em duas ragas com o propésito de testa-lo, avaliando a evolugdo das
lesbes provocadas pelas queimaduras e também possibilitar a execugdo do
tratamento cirurgico (transplante autélogo e alogénico) em futuro estudo
experimental. Assim sendo, os quinze olhos direitos dos coelhos NZ ndo foram
queimados, pois foram os doadores de conjuntiva limbar, para o tratamento

cirargico, no trabalho subsequente, citado.

Os quarenta e cinco olhos sofreram queimadura alcalina e foram assim

distribuidos: quinze olhos esquerdos dos (NZ) e trinta olhos dos (CH).
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O presente estudo foi realizado no Departamento de Oftalmologia e
Otorrinolaringologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, no Servigo de Oftalmologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e
executado no Biotério da Fundagéo Estadual de Produgao e Pesquisa em Saude do

Rio Grande do Sul (FEPPS).

LOGISTICA

Os coelhos foram dispostos em pares, numericamente identificados, sendo
cada par constituido por um coelho de cada raga, (NZ/CH), num total de quinze
pares, alojados em gaiolas individuais suspensas a aproximadamente um metro do

chédo. A alimentagao constou de ragado padronizada (Purina), verduras e agua.

Houve supervisdo veterinaria diuturna e cotidianamente, enquanto durou o

experimento.

Todos os procedimentos - queimaduras, e revisdes - foram realizados sob
anestesia geral com Zoletil® 50 (Cloridrato de tiletamina 125mg + Cloridrato de
zolazepan 125mg), intra muscular (IM), 0,4 mg/kg. Dez minutos antes aplicou-se, via
intra muscular, (IM) 0,5ml/kg de atropina. Durante o procedimento foi utilizado
anestesia tépica com dois colirios anestésicos: uma gota de Visonest® (cloridrato de
proximetacaina) e uma gota de colirio Anestésico® (cloridrato de tetracaina +

cloridrato de fenilefrina + ac. bérico).

Provocaram-se queimaduras alcalinas com hidroxido de sodio (NaOH)

solugdo 1 Normal, no olho esquerdo dos coelhos da raga Nova Zelandia (NZ) -
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quinze olhos - e nos dois olhos dos coelhos da raga Chinchila (CH) - trinta olhos.
Empregou-se anestesia topica e geral, assim evitando sofrimento ou dor por parte do

animal 2.

Da Substancia Hidroxido de Sédio — Solugao 1N

A solugéo de NaOH 1 N ¢é obtida pela diluigdo de 40 g de NaOH em 1000ml

de agua, com pH em torno de 13,6 %

Modelo de Queimadura Quimica — ALCALI

O tempo de execucdo do modelo para produzir a queimadura pretendida foi

de trés minutos, a saber:

1) Um minuto para aplicar os dois colirios anestésicos, com intervalo de 30

segundos;

2) Um minuto, para permanéncia das duas gotas do alcali NaOH 1N com a

superficie ocular;
3) Um minuto de irrigagdo com 1000ml de soro fisiologico 0,9%.

A queimadura quimica foi efetuada com conta—gotas, instilando-se duas gotas
da solugéo de NaOH 1N na superficie ocular (cérnea e conjuntiva). Apés um minuto
de contato da solugdo com o olho, efetuou-se a lavagem com soro fisioldgico
corrente por um minuto, correspondendo a, aproximadamente, 1000 mililitros. Vinte

e quatro horas apdés a queimadura, os olhos receberam tratamento clinico,

constituido por:
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1) Colirio de ofloxacina (Oflox”): uma gota, de 8/8 horas;

2) Colirio de prednisona, (Predfort): uma gota de 8/8 horas, por um periodo

de dez dias.

Nas trés semanas subsequentes, o colirio de antibidtico foi mantido na

mesma dosagem.

O tratamento tem como proposito estabilizar a superficie ocular, permitindo a
execugcdo de tratamento cirurgico, quando indicado, e controlar o processo

inflamatorio provocado pela queimadura, profilaxia de uma infec¢do secundaria.

Procedimento e Avaliagao dos Resultados

Foram submetidos a agao do agente quimico 45 olhos, todos no mesmo dia,
conforme o modelo proposto. Os quarenta olhos lesados (houve perda de cinco
olhos) foram avaliados ap6s a queimadura em trés momentos distintos: na primeira
semana, 12 olhos (4 NZ e 8 CH); na segunda semana, 15 olhos (5 NZ e 10 CH); na

terceira semana, 13 olhos (5 NZ e 8 CH).

Em cada periodo determinado, primeira, segunda e terceira semanas pos
queimaduras, sob anestesia geral e local, os olhos lesados foram examinados e
avaliados sob microscopico, sem e com o corante fluoresceina. Avaliaram-se o0s
sinais clinicos e a extensdo das lesdes (hiperemia e ou isquemia e edema de
conjuntiva bulbar, limbar e fornice; o envolvimento do limbo; a desepitelizagéo,
opacidade e vascularizagao da cérnea. Conforme o comprometimento, a extensao e
a gravidade das lesdes, classificou-se o grau de severidade da queimadura e da

vascularizagao.
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Biopsia e ou anatomo-patolégico nao foram realizados, pois, na pratica, o

quadro clinico € determinante para o diagnéstico e a classificagdo da queimadura.

O procedimento bem como as avaliagbes dos resultados, consideradas as
classificagdes de Hughes' e de Thoft?®, foram realizados sob microscépio cirdrgico,
com uso do corante fluoresceina e luz de cobalto, pelo mesmo observador e com a

participacdo e auxilio de outro oftalmologista.

O equipamento, da marca DF Vasconcellos, de fabricagdo nacional, modelo
com iluminagdo quente, sem zoom, estava provido com lampada de fenda DF
Vasconcellos e filmadora marca 1CCD Iiris modelo 107, permitindo a
videodocumentagao, em tempo real, de todas as avaliagbes pdés queimaduras, em

todos os casos.

VARIAVEIS ESTUDADAS

Os 40 olhos lesados pela queimadura foram divididos em trés grupos
aleatorios, avaliados em trés momentos distintos: na primeira semana, 12 olhos (4
NZ e 8 CH); na segunda semana, 15 olhos (5NZ e 10 CH); na terceira semana, 13
olhos (NZ e 8CH), respectivamente nos sétimo, décimo quarto e vigésimo dias pos

queimaduras.

Variaveis Dependentes

Foram identificadas como variaveis dependentes as lesbes da superficie
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ocular caracterizadas pelas seguintes alteragoes:

a) Alteracdes da cornea: defeito epitelial, diminui¢do da transparéncia e

indugéo de vascularizagao;

b) Alteragdes da conjuntiva limbar, bulbar e férnice: hiperemia ou isquemia,

edema e necrose;

¢) Envolvimento do limbo: isquemia, hiperemia.

Variaveis Independentes

O agente causal da queimadura foi o Hidroxido de s6dio — NaOH 1N. As

ragas dos coelhos utilizadas foram Nova Zelandia (NZ) e Chinchila (CH).

CALCULO DA AMOSTRA E ANALISE ESTATISTICA

Calculo da Amostra

Neste estudo, foram comparadas variaveis que expressaram a extensao das
lesdes na superficie ocular nos olhos queimados, ao longo do tempo de evolugdo
das queimaduras, as quais foram avaliadas em uma, duas e trés semanas pos
queimadura. Considerando-se uma média esperada das lestes de grau 3,0, para o
grau de severidade da queimadura, pela classificagdo de Hughes; um alfa de 5% e
um poder de 80%, estimou-se que, para atingir o objetivo proposto, seriam

necessarios treze coelhos de cada raga, num total vinte e seis coelhos (52 olhos).
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Analise Estatistica

Os dados foram armazenados em um banco de dados no programa Statistical
Package For Social Science (SPSS), versdo 10.0, e analisados através deste

mesmo programa.

A anélise foi descritiva, com caracterizagao da populagao estudada através de

graficos, tabelas e figuras.

Para a analise dos resultados nos trés tempos (primeira semana, segunda
semana e terceira semana po6s queimadura), utilizou-se o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, pois os valores observados ndo possuiam uma distribuigdo normal.

Consideraram-se estatisticamente significativos os achados com valor de p < 0,05.

CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi realizado utilizando 0 niumero minimo de animais necessarios
para se observar e analisar os resultados obtidos. Foram obedecidos os principios
internacionais orientados para a pesquisa biomédica envolvendo animais . Todos
os procedimentos foram feitos empregando- anestesia topica e geral, assim evitando
sofrimento ou dor por parte do animal®', Os coelhos foram sacrificados ao término do

trabalho.
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No decorrer do experimento, houve perda de cinco olhos: um olho esquerdo
de um coelho NZ e quatro olhos de dois coelhos CH. Entdo se teve: 14 olhos
lesados de coelhos Nova Zelandia e 26 olhos de coelhos Chinchila. Os 40 olhos
lesados através da queimadura foram divididos aleatoriamente em trés grupos e
avaliados em trés momentos distintos: no sétimo dia da primeira semana 12 olhos (4
NZ e 8 CH); no décimo quarto dia da segunda semana, 15 olhos (56NZ e 10 CH); no

vigésimo primeiro dia da terceira semana, 13 olhos (5NZ e 8CH).

GRAU DE SEVERIDADE DA QUEIMADURA NOS TRES PERIODOS

O exame meticuloso de cada olho, sob microscépio, revelou: erosao e ou Ulcera
de cornea corada com fluoresceina em extensdes variadas; hiperemia e ou isquemia do
limbo que ocupava de 30 a 360 graus; hiperemia, isquemia e até necrose da conjuntiva
bulbar e do fornice; presenca de secregdo muco-purulenta nas bordas dos cilios, muitas

vezes coalescentes e com bordos palpebrais hiperemiados.

A Tabela 1 apresenta os resultados da comparacgao do grau de severidade da
queimadura (Classificacdo de Hughes), nos trés diferentes tempos, entre os olhos
lesados dos coelhos Nova Zelandia e os olhos lesados dos coelhos Chinchila. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre a primeira, segunda e a terceira

semana pés queimadura nas duas ragas, (p = 0,30) e (p = 0,28), respectivamente.
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Tabela 1: Comparac¢éo da evolugido p6s-queimadura do grau de severidade da queimadura
nos diferentes tempos (12, 22 e 3% semanas po6s queimadura) de avaliagdo nos olhos dos
coelhos Nova Zelandia e nos olhos dos coelhos Chinchila

Grau de severidade da queimadura,
Racas segundo a classificacio de Hughes Valor de p*
(média/mediana)
Tempos de avaliacio P6s queimadura
1°semana |2%emana 3"semana
Nova Zelandia 4,0/4,0 4,0/4,0 3,5/3,0 0,30
Chinchila 3,1/4,0 3,0/3,5 3,5/4,0 0,28

*Kruskal-Wallys
Fonte: Elaborado pelo autor

Figuras anexo B
Grau de Vascularizagao

A Tabela 2 revela a comparagao do grau de vascularizagao (Classificagdo de
Thoft) na avaliagdo pos queimaduras, nos diferentes tempos, nos olhos dos coelhos
Nova Zelandia e Chinchila. Nao houve diferenga estatisticamente significativa no
grau de severidade da vascularizagao dos olhos dos coelhos da raga Nova Zelandia,
0,36). Nos olhos dos coelhos da

raga Chinchila, houve diferenca

P =

estatisticamente significativa no grau de severidade da vascularizagao, (p < 0,001).

Tabela 2: Comparagéo da evolugado do grau de vascularizagéo, nos diferentes tempos pés-
queimadura, nos olhos dos coelhos Nova Zelandia

Grau severidade da vascularizacio,
Racas segundo a classificacio de Thoft Valor de p*
(média/mediana)
1%semana 2%emana 3%semana
Nova Zelandia 2,25/2,0 2,6/2,0 3,25/3,5 0,36
Chinchila 0,8/0,0 2,6/2,5 3,6/4,0 <0,001

*Kruskal-Wallys

Fonte: Elaborado pelo autor

Figuras anexo B

A Tabela 3 apresenta os resultados da avaliagdo do grau de severidade da

queimadura e da vascularizagdo ocular obtidos, utilizando o modelo da queimadura
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quimica proposto.

Na amostra utilizada, ha um percentual de queimaduras de progndstico
reservado G3 (27,5%) e de mau progndstico G4 (55,0%) e um percentual de bons
prognosticos G1 (5%) e G2 (12,5%) (Hughes, 1946). O teste para proporgoes
demonstra que 82,5% de queimados graus 3 e 4 é estatisticamente superior aos

17,5% de queimados graus 1 e 2. (Tabela 3)
A mesma Tabela demonstra o aumento gradual e tardio do grau de

vascularizag3o, confirmando os achados de Hughes®.

Tabela 3: Resultados da avaliagdo do grau severidade da queimadura e da vascularizagao
ocular utilizando o modelo de queimadura quimica proposta

Variavel N % Yo . p
cumulativo
Grau de queimadura
1 2 5,00 50
2 5 12,5 17,5
3 11 27,5 45,0
4 2 55,0 100,0 <0,001*
Total 40 100,0 100,0
Grau de vascularizagdo
0 4 10,0
1 8 20,0 10,0
o) 9 22,5 30,0
3 5 12,5 52,5 <0,0008**
4 14 35,0 65,0
Total 40 100,0 100,0

*valor de p para a comparagéo do grau de queimadura 3 e 4 versos 1 e 2,

** valor de p para a comparagdo do grau de vascularizagéo 2,3 € 4 versos 0,1, teste Z
(comparagéao entre proporgoes)

Fonte: Elaborado pelo autor

A Tabela 4 apresenta o numero de olhos e percentuais dos graus de
severidade das lesbes quanto aos envolvimentos limbico e conjuntival resultante em

todos os olhos em relagao a Classificagdo de Dua'.

Tabela 4: apresenta o nimero de olhos e percentuais das lesdes em relagéo a classificagao
de DUA para as duas ragas. NZ = Nova Zelandia ; CH = Chinchila
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Grau | Prognéstico Achados clinicos Envolvimento
Envolvimento limbico conjuntival
[ Muito bom | 2 olhos 5% de todos os olhos Nenhum
1§ Bom Nenhum Nenhum
2 olhos (5%)
I11 Bom 16 olhos (40%) do total de olhos do total de
olhos
Bom a 3 olhos (7,5%)
v Nenhum do total de
reservado
olhos
Reservado a 9 olhos
\" . Nenhum (22,5%) do
ruim
total de olhos
26 olhos (65%)
VI Muito ruim | 22 olhos (55%) do total de olhos do total de
olhos

Fonte: Elaborado pelo autor

Considerando-se o envolvimento limbico, a andlise demonstrou que 16 olhos
(40%) classificaram-se no grau lll. No grau VI, foram 22 olhos (55%). Nos graus Il, IV
e V nenhum olho foi classificado. Classificaram-se, no grau |, somente dois olhos

(5%).

Em relagao ao envolvimento conjuntival, a analise dos resultados demonstrou
que, do total dos olhos comprometidos das duas ragas, 2 olhos (5%) classificaram-
se no grau lll; 3 olhos (7,5%), no grau IV; 9 olhos (22,5%), no grau V; 26 olhos

(65%), no grau VI.

A tabela 5 mostra o nimero de olhos e percentuais das lesbes em relagéo a
classificacdo de DUA para os olhos das duas ragas separadamente (Nova Zelandia;

CH=Chinchila).
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Tabela 5: apresenta o numero de olhos e percentuais das lesdes em relagao a classificagdo de
DUA para os olhos das duas ragas separadamente. NZ = Nova Zelandia ; CH = Chinchila

Grau | Prognéstico Achados clinicos Envolvimento
Envolvimento limbico conjuntival
Muito bom 2 olhos CH (7,6% CH) Nenhum
I1 Bom Nenhum Nenhum
1 Bom 4 olhos NZ (28,6% NZ) 12 olhos CH (46,2% 2 olhos CH (7,7%
CH) CH)
Bom a 3 olhos CH
v reservado Nenhum (11,5% CH
4 olhos NZ (28,5%
Reservado a NZ
v ruim Nenhum 5 ol)hos CH(19,2%
CH)
10 olhos NZ
. . 10 olhos NZ (71,4% NZ) 71,4% NZ
VI Muitoruim |45 o6 CH (46.2% CH) (16 olhos CI){
(61,5% CH)
Fonte: Elaborado pelo autor

Considerando-se o envolvimento limbico, a analise demonstrou que dois

olhos dos coelhos Chinchila (7,6%) classificaram-se no grau I. No grau llI, foram

classificados 4 olhos da Nova Zelandia (28,6%) e 12 olhos da Chinchila (46,2%). No

grau VI, classificaram-se 10 olhos (71,4%) dos coelhos Nova Zeladndia e 12 olhos

(46,2%) dos coelhos da raga Chinchila.

Em relagcdo ao envolvimento conjuntival, 2 olhos comprometidos (7,7%)

classificaram-se no grau lll, ambos eram de coelhos Chinchila. Classificaram-se, no

grau 1V, 3 olhos (11,5%) que eram de coelhos Chinchila. No grau V, classificaram-

se, 4 olhos (28,5%) de coelhos Nova Zelandia e 5 olhos (19,2%) de coelhos

Chinchila. No grau VI, foram classificados 10 olhos (71,4%) de coelhos da raga Nova

Zelandia e 16 olhos (61,5%) de coelhos da raga Chinchila.
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DISCUSSAO

Os diversos tipos de modelos de queimaduras quimicas relatados
apresentavam caracteristicas peculiares que nao correspondiam as necessidades

234562528 jrrigaram com trinta gotas (1,5 ml) de NaOH 2N, por 60

deste estudo
segundos, a superficie ocular de olhos de coelhos Nova Zeldndia para estudar a
alteracdo do pH, sem nenhuma outra lesdo ocular prévia. Outros modelos
apresentavam variagbes das concentragdes da substancia em uso, NaOH;
diferentes didmetros do disco de papel filtro embebido nesta substancia; distintos
tempos de exposicdo das estruturas oculares ao agente quimico. Eram também
variaveis o tempo de irrigacdo e a substéncia utilizada na remogéo do

alcali®910:11:3.:4.12.13,14.15,16,17.18.27.282930 ' Egte conjunto de fatores determina a estes

modelos uma execugdo demorada, trabalhosa e excessivamente pormenorizada.

Embora existam muitos modelos, desenvolveu-se um novo modelo de
queimadura que também comprometesse 0 conjunto cornea — limbo — conjuntiva
com as alteragbes caracteristicas dos graus 3 e 4; da classificagdo de Hughes. Ele
deveria provocar dano ao epitélio, diminuicdo da transparéncia da cornea e induzir
vascularizagdo corneal e teria o proposito de gerar isquemia no limbo cérneo-
conjuntival e isquemia com necrose da conjuntiva bulbar e do férnice. O modelo
deveria ser de execucgdo pratica, objetiva e rapida, reproduzindo a situagdo de um

acidente de trabalho.

Foi proposto um modelo, bem especifico, que produziu as lesbes
caracteristicas de Grau 3 e Grau 4 da classificagdo de Hughes', constituindo um

quadro clinico bem evidenciado em 82,5% dos olhos lesados.

O modelo descrito € conveniente pela sua rapida execugdo, podendo ser
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realizado em trés minutos. Ele foi testado em duas ragas de coelhos, o que permitiu
o acompanhamento, em ambas, da evolugdo do grau de severidade das lesdes e

verificou sua eficacia.

Os olhos dos coelhos, ao exame clinico sob microscépio, apresentaram um
dano epitelial extenso com opacidade que dificultava a visualizacdo dos pormenores
da iris, isquemia de 180 a 360 graus do limbo, edema e hemorragia conjuntival com
vascularizagao variavel da cérnea em 82,5% do total de olhos. Apresentaram ainda
lesbes graves que produziram sinéquias conjuntivais e um caso com secluséo
palpebral. Este modelo representou o ocorrido com pessoas que manipulam a
substancia quimica, em questdo, sem o equipamento de protegdo adequado
(6culos) e recebem este agente nos olhos, com consequente queimadura. Esta
queimadura atinge graus de severidade variados que dependem da concentragao e
da quantidade da substancia que entra em contato com a superficie ocular. A
despeito do tratamento emergencial, as substancias quimicas permanecem na

superficie ocular lesada, prolongando, por sua agao quimica, o dano ocular.

Este modelo foi idealizado com objetivos especificos, visando reproduzir as
alteragbes anatdmicas e permitir avaliar clinicamente seus efeitos, de modo
semelhante ao que acontece nos pacientes, nos trés tempos programados —
primeira, segunda e terceira semanas pos queimadura; para se avaliar a evolugao
da queimadura e o melhor tempo para o tratamento cirurgico em um experimento a

ser realizado posteriormente.

A fase reparadora precoce da queimadura inicia de uma a trés semanas apos

provocada a lesdo®’.

Este modelo cumpriu os objetivos a que se propds.
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Da Queimadura

Era necessario que a queimadura lesasse conjuntiva bulbar, perilimbica e
fornice, limbo e cérnea em extensdo e quantidade que contemplassem os graus 3 e
4 da classificagdo de Hughes'. Estabeleceu-se a quantidade da substancia NAOH
1N (duas gotas) utilizada, seu tempo de permanéncia na superficie do olho (1
minuto) e a quantidade de soro fisioloégico (1000ml), bem como o tempo de duragao
da lavagem (1minuto) para remogao da substancia alcalina Esta estratégia resultou
em um modelo que provocou, em 82,5% dos olhos lesados, uma queimadura com

quadro clinico bem caracteristico e semelhante aos achados propostos.

O modelo foi estatisticamente significante (p<0,001) com eficacia de 82,5%
dos olhos queimados, somados os olhos classificados em grau 3 e grau 4, contra
17,5% dos olhos com grau 1 e grau 2. O grau de vascularizagdo também teve
significancia estatistica.(p = 0,0008), ele alcangou 70% dos olhos lesados, 35% no

grau 4 e 35% somados nos graus 2 e 3 da classificacdo de Thoft®.

A Tabela 1 apresenta os resultados da comparacao do grau de severidade da
queimadura (Classificagdo de Hughes)', nos trés diferentes tempos, entre os olhos
dos coelhos Nova Zelandia. Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p =
0,30) entre as avaliagdes das lesdes na primeira, segunda e a terceira semanas pos

queimadura, respectivamente no sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro dias.

A despeito do grau de severidade médio da queimadura manter-se nos graus
3 e 4, o exame clinico realizado sob microscopio demonstrou diminuigéo da reagéo
inflamatoria, corroborando a afirmativa de McCulley®': a fase reparadora precoce se

estende de uma a trés semanas.

Quanto ao grau de severidade da queimadura para os olhos lesados dos
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coelhos Chinchila, conforme revelado na Tabela 1, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa (p = 0,28) entre os trés tempos pdés queimadura, em
nenhum dos periodos de avaliagdo. As lesdes se mantiveram com as caracteristicas
entre prognostico reservado e mau pronéstico, mas apresentaram, na terceira

semana (21 dias), sinais clinicos de um quadro mais estavel.
Da Vascularizagao

A vascularizagdo que, a partir da segunda semana, gradativamente
exacerbou-se, repetiu o descrito na classificacdo de Thoft?®. Confirmou o ocorrido
nos outros modelos ja citados, bem caracterizando a eficacia da queimadura, que
apresentou, na terceira semana (21 dias pds queimadura), extensa vascularizagao
corneal, em mais de 50% dos olhos , ela s6 deixou de estar presente, em menor

escala, em 4 dos demais olhos lesados .

Nos olhos dos coelhos da raga Nova Zelandia, a neovascularizagao foi mais

precoce, ja na primeira semana, havendo aumento gradual e progressivo (Tabela 2).

Nos olhos dos coelhos da raga Chinchila verificou-se que a clinica €&
referendada pela diferenga estatisticamente significativa, na evolugao vascular. Os
olhos dos coelhos Chinchila tiveram, na terceira semana, um crescimento vascular

bem mais acentuado.

Os achados referentes a comparagdo do grau de vascularizagao
(Classificacdo de Thoft), nas avaliagdes pds queimadura, nos diferentes tempos,
nos olhos dos coelhos da raga Chinchila sdo apresentados na Tabela 2. Houve

diferenca estatisticamente significativa no grau de vascularizagao (p<0,001).

Na terceira semana, dez dos catorze olhos com vascularizagdo grau 4

confirmam e comprovam que a vascularizagao € mais acentuada tardiamente, em
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concordancia com a literatura (Thoft)%.

A classificacdo de Dua® para queimaduras da superficie ocular valoriza a
extensdo do comprometimento da queimadura na conjuntiva bulbar e férnice. Os
achados como a queimadura do foérnice conjuntival e conjuntiva bulbar, presentes
nos olhos deste experimento em questdo, corroboram a eficacia do modelo. Neste
experimento, o0 modelo de queimadura proposto produziu envolvimento limbar em
95% dos olhos, considerando os graus Ill e VI. O envolvimento das conjuntivas
bulbar e fornice ocorreu em 100% dos olhos, todos entre os graus lll, IV, V e VI,
sendo 87,5% nos dois ultimos graus, de prognosticos reservado a ruim e muito ruim

da classificagdo de Dua®.

Verificou-se, no presente estudo, que independentemente das duas ragas
utilizadas, as lesGes foram reproduzidas com caracteristicas semelhantes,
apresentando um quadro clinico inflamatério menos intenso nos olhos dos coelhos

da raga chinchila, gerando a suposi¢cao que seria esta uma raga mais resistente.

Os trabalhos relatados a respeito de experimentos com coelhos da raga
Chinchila sdo0 em muito menor nimero, se comparados aos que utilizam olhos de

coelhos da raga Nova Zelandia®%33343:3¢

Constatou-se que, nos olhos dos coelhos da raga Chinchila, a vascularizagdo
exacerbou-se (p< 0,001) nos olhos do grupo avaliado na terceira semana. Nos olhos
dos coelhos da raga Nova Zelandia, a vascularizagdo iniciou mais precocemente,
com aumento na terceira semana sem significancia estatistica.

A neovascularizagdo coreal assimétrica é referida por outros autores®”%,

Pfister tentou ‘simplificar a classificagdo’, ao apresentar um grupo de

desenhos para classificar a severidade do envolvimento em normal, leve, moderado,
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moderado a severo, severo, muito severo.

O modelo novo proposto diferencia-se dos demais, pois promove uma
queimadura similar aquela encontrada na clinica diaria. Todos os modelos
experimentais descritos na literatura podem apresentar mais uniformidade nas
lesdes, pois utilizam anéis que delimitam, circunscrevem as lesbes a superficie
corneal e ao limbo cérneo-conjuntival, com maior ou menor didmetro, sem, no
entanto, comprometerem a conjuntiva bulbar e muito menos o férnice. A lesédo as
células caliciformes provocam alteragdes no filme lacrimal, olho seco com importante

repercussdo no prognadstico clinico e visual?’282%%

O modelo é de facil execugdo e bem simula um acidente de trabalho. Ele
produz e reproduz grau de severidade de queimaduras com prognéstico reservado e
mau prognostico que, além do tratamento clinico, exigem, como coadjuvante,
tratamento cirlrgico, que, nestes casos, torna-se fundamental para melhora do

progndstico ocular e visual.
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CONCLUSAO

O novo modelo é reprodutivel e de rapida e facil execugao. Lesa 82,5% dos
olhos submetidos ao agente quimico, corroborando as lesbes encontradas nos
modelos descritos na literatura. Considerando o envolvimento do limbo e das
conjuntivas bulbar e férnice, o modelo lesa, respectivamente, 95% e 100% dos olhos

acometidos. Ele simula bem uma queimadura por acidente de trabalho.
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ANEXO A - RESULTADOS DOS EXAMES DOS OLHOS LESADOS

. THOFT
HUGHES (queimadura) (vascularizacdo)
0

RACA AFET. SEM Gl G2 G3 G4 0 1 2 3
1 NZ1 NZIOE 1° G4 1
2 CHI1 CHIOE 1° G3 0
3 CHI1 CHIOD 1* Gl 0
4 NZ2 NZ20E 1?2 G4 2
5 CH2 CH20E 17 Gl 0
6 CH2 CH20D 1* G4 1

7NZ3 NZ30E 1*° G4 2
8 CH3 CH30E 1? G4 1
9 CH3 CH30D 17 G4 0
10NZ4 NZ4OE 1° G4 2
11 CH4 CH40D 1* G4 1
12CH4 CH40E 1° G4 1
13 NZ5 NZS50E 2* G4 2
14 CHS CH50D 2* G3 1
15CHS CHSOE 2* G3 3
16 NZ6 NZ60OE 2° G4 3
17CH6 CH60OD 2° G2
18 CH6 CH60OE 2° G3
I9NZ7 NZ70E 2° G4
20CH7 CH70E 2* G3 2
21 CH7 CH70D 2* G3 1
22NZ8 NZ8OE 2° G4 2
23 CH8 CH8OE 2* QG2 2
24 CH8 CH8OD 2* G4
25NZ9 NZ9OE 2* G4 2
26 CH9 CH9OD 2% G3 3
27CH9 CH90OE 2* G4 3
28 NZ10 NZ100OE 3° G2 3
29 CH10 CHIOOE 3° G3
30 CH10 CH100D 3* G4
31 NZ11 NZ110E 3* G3
32 CH11 CHI110D 3* G2 1
33 CH11 CHIIOE 3* G3
34Nz12 NZ120E 3° G4
35NZ13 NZI130E 3* G3
36 CH13 CHI30D 3* G4
37 CH13 CHI130E 3* G4
38 NZ14 NZ140E 3* G2 2
39 CH14 CH140D 3* G4
40 CH14 CHI140E 3° G4

N
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ANEXO B - FOTOS DOS OLHOS DO EXPERIMENTO
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OLHO NORMAL DE CQELHQ.
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