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RESUMO

CAMINOTTO, Eriane de Lima. Influéncia de farmacos no Sistema-Renina-Angiotensina
do globo ocular de cédes higidos: desenvolvimento farmacotécnico e avaliacdo clinica.
2015. 52 p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

O glaucoma é uma das doencgas que mais causa cegueira em caes e ndo possui cura, apenas
tratamento. A dificuldade na drenagem do humor aquoso (HA) resulta no aumento da pressédo
intra-ocular (PIO) que representa um fator de risco significativo para a ocorréncia dessa
afeccdo, conduzindo a danos irreversiveis como a perda progressiva do campo visual e da
visdo como um todo, morte das células ganglionares da retina (CGR), perda de axdnios do
nervo optico e escavacdo do mesmo. Além deste, diversos mecanismos podem contribuir para
0 desenvolvimento e progressdo desta doenca como, por exemplo, os desequilibrios do
sistema-renina-angiotensina (SRA) e as doencas cardiovasculares e renais. A mensuracdo da
PIO e o exame do fundo de olho sdo os métodos mais utilizados para diagnosticar essa
afeccdo. O tratamento de escolha se baseia em colirios que estimulam a drenagem do HA e/ou
diminuam sua produgdo resultando no controle da PIO; porém em muitos casos a terapia ndo
atinge o efeito desejado e culmina em cegueira. Na tentativa de mudar essa perspectiva
terapéutica, o presente trabalho comparou, em cédes sadios e normotensos da raca Beagle, a
acao sistémica e ocular de trés farmacos: maleato de timolol 0,5% (beta-bloqueador nédo
seletivo usado nos casos de glaucoma), captopril 0,1% e 0,5% (inibidor de ECA1 nunca antes
estudado nesta maior concentracdo em caes) e aceturato de diminazeno — DIZE 0,1% e 0,5%
(ativador enddgeno de ECA2, nunca antes pesquisado em olhos caninos). Os dois ultimos
farmacos foram formulados para uso oftalmoldgico visando a reducdo da P10, uma vez que é
sabido sobre a existéncia do SRA a nivel ocular e que os mesmos ja foram administrados
sistemicamente com sucesso na reducgéo pressdo arterial sistémica (PAS). Dessa forma, antes
e apds os tratamentos, 18 cdes foram submetidos ao Teste Lacrimal de Schirmer (TLS1) e a
coleta sanguinea para dosagem da concentracdo da enzima conversora de angiotensina
(ECAL) do soro. Durante trés dias consecutivos antes dos tratamentos e em trés horarios
distintos (6h, 12h e 18h) todos os animais passaram por quatro exames, seguindo sempre a
mesma ordem: avaliacdo do didmetro pupilar, afericdo da P10, afericdo da FC e da PAS. Apds
a obtencdo dos valores normais, os animais tiveram o olho esquerdo submetido aos protocolos
pré-determinados inicialmente com 1 gota, a cada 12 horas, por 7 dias na menor concentracdo
e, nos demais 7 dias, na maior concentragdo. Os olhos adelfos foram o controle e, todos 0s
dias nos trés horarios distintos os cdes passaram pelos mesmos exames iniciais. Todos 0s
farmacos tiveram boa penetrabilidade e auséncia de efeitos adversos a nivel ocular. Quanto a
producdo lacrimal, o captopril é o mais indicado para os pacientes glaucomatosos e portadores
de ceratoconjuntivite seca, enquanto que o timolol é contra-indicado para os mesmos. Todos
diminuiram os valores da PIO, sendo que na segunda semana de tratamento, com
concentracdes maiores, as reducdes foram mais significativas. A bradicardia foi observada
nos animais tratados com captopril 0,5%, com uma redugdo de quase 9% na FC, quando
comparado com o captopril em menor concentragéo.

Palavras-chave: glaucoma, sistema renina angiotensina, cées.



ABSTRACT

CAMINOTTO, Eriane de Lima. Drug influence on System-Renin-Angiotensin eyeball
dogs: pharmacotechnical development and clinical evaluation. 52 p. 2015. Thesis
(Doctorate in Veterinary Medicine, Clinical Sciences). Institute of Veterinary, Rural Federal
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Glaucoma is a disease that causes more blindness in dogs and has no cure, only treatment.
The difficulty in the drainage of aqueous humor (AH) results in an increase in intraocular
pressure (IOP), representing a significant risk factor for the occurrence of this condition,
leading to irreversible damage to the progressive loss of visual field and vision as a whole
death of retinal ganglion cells (RGC), loss of axons in the optic nerve and excavation of the
same. In addition to this, several mechanisms may contribute to the development and
progression of this disease, for example, unbalances of the renin-angiotensin-system (RAS),
and cardiovascular and renal diseases. The measurement of IOP and the examination of the
fundus are the methods used to diagnose this condition. The treatment of choice is based on
eye drops that stimulate drainage of HA and / or decrease their production resulting in 10P
control; however in many cases the treatment does not attain the desired effect, culminating in
blindness. In an attempt to change this therapeutic perspective, this study compared, in
healthy and normotensive Beagle dogs, systemic and ocular action of three drugs: timolol
maleate 0.5% (non-selective beta-blocker used in cases of glaucoma) , captopril 0.1% and
0.5% (ECAZ1 inhibitor never before studied in greater concentration in dogs) and aceturato of
diminazene - DIZE 0.1% and 0.5% (endogenous activator of ACE2, never before researched
in eyes canines). The latter two drugs were formulated for ophthalmic use for the reduction of
IOP, since it is known about the existence of SARS eye level, and that they have been
successfully administered systemically at reducing systemic arterial pressure (SAP). Thus,
before and after treatment, 18 dogs underwent the Schirmer Tear Test (TLS1) and blood
collection for measuring the concentration of angiotensin-converting enzyme (ECA1) serum.
For three consecutive days before treatment and at three times (6h, 12h and 18h) all animals
have gone through four exams, always following the same order: evaluation of pupil size, IOP
measurement, measurement of HR and SAP. After obtaining the normal range, the animals
had the left eye subjected to predetermined protocols initially with 1 drop every 12 hours, 7
days a lower concentration and, in the other seven days, in the highest concentration. The
adelfos eyes were control and every day in the three different times dogs went through the
same initial exams. All drugs were good penetration and no adverse eye level. As for tear
production, captopril is the most suitable for glaucoma patients and patients with
keratoconjunctivitis sicca, while timolol is contraindicated for them. All decreased IOP
values, and in the second week of treatment, with higher concentrations, reductions were
more significant. The bradycardia was observed in captopril-treated animals 0.5%, with a
reduction of almost 9% in HR compared to captopril in lower concentrations.

Keywords: glaucoma, system renin-angiotensin-aldosterone, dogs.
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1 INTRODUCAO

O glaucoma é uma sindrome que cursa com diversas neuropatias opticas que tém em
comum a morte progressiva de células ganglionares da retina (RGCs), o dano do nervo 6ptico
e 0 aumento da pressao intra-ocular (P10), resultando em perda de visdo. A PlO elevada é
considerada o fator de risco mais importante relacionado com o glaucoma (GELATT &
BROOKS, 1999; ABRAMS, 2001; WHITEMAN et al., 2002), mas diversos mecanismos
podem contribuir para o desenvolvimento e progressao desta doenga como, por exemplo, 0s
desequilibrios do sistema renina angiotensina (SRA), as doencas cardiovasculares e renais.

Classicamente, o0 sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) é formado por uma
cascata hormonal, em que a renina cliva o angiotensinogénio para produzir angiotensina
(Ang) 1. Posteriormente, a enzima conversora de angiotensina (ECA1) age de duas formas:
converte esse peptideo em Ang Il e degrada a bradicinina em fragmentos inativos. Ang I,
guando atua em receptores AT1, é um potente vasoconstritor, modulador de crescimento e
peptideo pro-inflamatério. A bradicinina é um vasodilatador poderoso e permeabilizador da
parede dos vasos devido em parte a producdo de prostaglandinas e 6xido nitrico (NO) que
desencadeia. Dessa forma, para obtermos a reducdo da pressdo sistémica ou intra-ocular
devemos reduzir a acdo da Ang Il (vasoconstritor) e aumentar os niveis de bradicinina
(vasodilatador); sendo o inibidor de ECA1 uma chave importante nesse processo uma vez que
a ECA1 e os demais componentes do SRA também estdo presentes nos tecidos e fluidos
oculares.

Ampliando o conceito do SRAA, nas ultimas décadas, novos componentes
biologicamente ativos foram descobertos. Neste contexto, a identificagdo da ECA2, Ang (1-
7) e receptor Mas compds um eixo capaz de provocar acles benéficas que se opbem aos
varios efeitos deletérios induzidos pela Ang Il. A ECA2 degrada Ang Il para gerar Ang (1-7)
e, portanto, ela pode ser um alvo terapéutico promissor na redugdo da pressao sistémica e
intra-ocular; assim como os inibidores de ECA1.

A expressdo de ECA2 foi detectada em ambos os corpos ciliares e retinas de porcos.
Além de ECA2, Ang (1-7) e receptor Mas também foram observados nos olhos de coelhos e
ratos, o que indica que o eixo ECA2 / Ang (1-7) / Mas do SRA também esta presente nos
tecidos oculares.

Portanto, todos esses conceitos motivaram a pesquisa € a comparacao, em cées sadios
e normotensos, da acdo sistémica e ocular de trés farmacos em diferentes concentraces:
maleato de timolol 0,5% (beta-blogqueador ndo seletivo rotineiramente usado nos casos de
glaucoma), captopril 0,1% e 0,5% (inibidor de ECA1 nunca antes estudado nesta maior
concentragdo) e aceturato de diminazeno — DIZE 0,1% e 0,5% (ativador enddgeno de ECA2,
nunca antes pesquisado em olhos caninos), sendo os dois ultimos manipulados na forma de
colirio no laboratorio de ciéncias farmacéuticas da UFRRJ, pois ndo existem comercialmente.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Vasodilatador
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%93xido_nitrico&action=edit&redlink=1

2 OBJETIVOS

Considerando as limitagdes do tratamento do glaucoma e os poucos estudos sobre o
eixo SRA ocular em cées, o0 objetivo principal do presente trabalho foi a avaliacdo clinico-
oftalmoldgica de pacientes higidos sobre a influéncia de novos fa&rmacos que atuam mo SRA
do globo ocular.

Os objetivos secundérios do presente trabalho foram:

1- Manipular novos farmacos para obtencdo de colirios com uma boa penetrabilidade a nivel
ocular e sem efeitos colaterais;

2- Avaliar uma possivel interferéncia desses novos farmacos na producdo lacrimal e no
diametro pupilar;

3- Avaliar e comparar os efeitos oculares, principalmente sobre a PIO, proporcionados por
cada um dos farmacos, nas diferentes concentragdes, sobre o0 eixo SRA ocular;

4- Avaliar e comparar os efeitos sisttmicos sobre a pressdo arterial sistémica (PAS) e
frequéncia cardiaca (FC) proporcionados por cada um dos farmacos nas diferentes
concentragoes.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Anatomia e Fisiologia do Globo Ocular

O globo ocular é composto por trés tunicas: fibrosa, vascular e nervosa. A tlnica
fibrosa confere a forma e protecdo do globo, sendo composta pela cornea e esclera. A tdnica
vascular (responsavel pela irrigagdo sanguinea), denominada trato uveal ou Uvea, esta situada
profundamente a esclera, na qual se fixa, sendo composta pela iris, corpo ciliar e coroide. A
tlnica nervosa é composta pela retina e nervo optico, sendo considerada um prolongamento
do encéfalo inserido no nervo optico (DYCE, 2004) (Figura 1).

Corpo Ciliar = : /

Esclera

Camara
Vitrea

Cornea

Camara
Anterior

Camara "~ Nervo Optico

Posterior

Figura 1: anatomia do globo ocular.

A cbrnea é uma potente superficie de refracdo Optica, transparente e curva. Sua
transparéncia se deve a auséncia de vasos sanguineos, a auséncia de pigmentos, a superficie
oOptica lisa conferida pelo filme lacrimal, ao controle do conteddo do humor aquoso e a
disposicao regular e organizada das fibras coladgenas. Edema corneano, perda de alguma
camada corneana, alteracdo do filme lacrimal pré-corneano e aumento da P1O s&o fatores que
alteram a disposicéo regular do colageno, reduzindo a transparéncia da cérnea (SLATTER,
2005).

A esclera é a maior por¢éo da tanica fibrosa do olho (SLATTER, 2005), composta por
uma densa rede de fibras colagenas e elésticas, geralmente de cor branca. Tem como funcéo
conferir fixacdo aos masculos oculares e, posteriormente é recoberta por uma membrana
delgada que a separa da gordura retrobulbar, criando uma concavidade onde o bulbo pode se
movimentar (DYCE, 2004).



A iris controla a entrada de luz que penetra através da pupila e atinge a retina. Esse
controle do didmetro pupilar ocorre em fungdo dos musculos dilatadores e constritores da
pupila. A iris na espécie canina € extremamente vascularizada possuindo a artéria ciliar que
circunda total ou quase que totalmente a mesma (SLATTER, 2005); exigindo atencdo nos
procedimentos cirurgicos que envolvem essa estrutura.

O corpo ciliar se localiza posteriormente a iris (SLATTER, 2005) representado como
um anel em relevo com uma parte pregueada (pars plicata) seguida de uma area plana (pars
plana) que se liga a retina. Na regido da pars plana existem as fibras zonulares que se
convergem em direcéo a lente, conferindo sustencdo & mesma. Entre o corpo ciliar e a esclera
estd o masculo ciliar liso que vai atuar na acomodacéo da lente, ou seja, na capacidade do
olho em focalizar objetos préximos ou distantes (DY CE, 2004).

A cordide se localiza entre a retina e a esclera, sendo composta por uma densa rede de
vasos sanguineos (SLATTER, 2005). Na porcdo dorsal do fundo, a cordide forma uma area de
reflexdo de luz, de coloracdo variada (tapete lucido) que acredita-se ser uma adaptacéo
noturna (DYCE, 2004).

A retina é composta por varias camadas celulares: uma camada de células
pigmentadas, uma camada neuroepitelial, uma camada com as células fotossensiveis (cones e
bastonetes), uma camada de células ganglionares bipolares e outra multipolares, onde os
axonios amielinicos, de localizacdo interna as células, passam para o disco oOptico e se
agregam para formar o nervo éptico (DYCE, 2004).

A consisténcia do globo ocular decorre da presenga do humor aquoso e do humor
vitreo. O primeiro consiste numa solucdo mais liquefeita que circula livremente pelas camaras
anterior e posterior (DYCE, 2004). O segundo consiste numa massa gelatinosa, transparente,
que ocupa cerca de 80% do volume do olho e que se encontra na camara vitrea; sendo
composto por agua (99%), fibras colagenas, hialécitos e acido hialurdnico (SLATTER, 2005).

O humor aquoso é produzido como uma secre¢do ativa do epitélio que comeca com o
transporte ativo de ions sddio (favorecido pela anidrase carbdnica) nos espacos entre as
células epiteliais. Em seguida, ions cloretos e bicarbonato sdo arrastados para esses espacgos na
tentativa de manter a neutralidade elétrica. A juncdo destes ions causam a osmose de agua do
tecido subjacente para os mesmos espacos. Além disso, através de transporte ativo ou difusédo
facilitada, substancias lipofilicas, como glicose, acido ascorbico e aminoacidos, sao
transportadas da membrana celular (GYTON, 2001).

A producdo e drenagem do humor aquoso é de forma continua e o equilibrio dessa
equacdo é o responsavel pela regulacdo do volume e da pressdo intra-ocular. No cdo a
producdo do humor aquoso € de 2,5 microlitros / minuto, nos gatos 1,5 microlitros / minuto e
no homem de 2 a 2,5 microlitros / minuto (QUIROZ, 2007).

A producdo do humor aquoso pode ser afetada por variacbes circadianas, pela
contracdo dos musculos extra-oculares, inflamagdo intra-ocular, alteracfes das pressdes
osmoticas e sanguineas e por drogas topicas e sistémicas, entre outros fatores (SLATTER,
2005). Entretanto, demais alteracdes do organismo s6 modificardo a producdo do humor
aquoso, se a barreira hemato-aquosa for rompida (HAKANSON & FORRESTER, 1990).

As barreiras existentes nos olhos sdo importantes assim como a barreira hemato-
encefélica. Quando essas barreiras sdo rompidas, o olho ou o cérebro sofrerdo acdo de
susbstancias presentes na circulacdo sisttmica. Duas barreiras hemato-oculares séo
clinicamente significativas: a barreira hemato-retina (BRB) e a barreira hemato-aquosa
(BAB). A BRB compreende dois grandes componentes: o endotélio dos vasos sanguineos da
retina (barreira) e o interior epitélio da retina pigmento (barreira externa). A BAB, muito
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importante nos casos de glaucoma, é formada por uma barreira epitelial localizada na camada
ndo pigmentada do epitélio ciliar e no epitélio iridico posterior, e pelo endotélio dos vasos
iridicos (CUNHA-VAZ, 2004).

Seguindo a formacdo normal do humor aquoso e sem a ruptura da BAB, a drenagem
do mesmo pode ser de duas maneiras: convencional envolvendo o angulo iridocorneano e,
ndo convencional (correspondente a 15% em cées e 3% em gatos), através da esclera e do
sistema linfatico orbital (SLATTER, 2005).

Na drenagem convencional, depois de formado na camara posterior, 0 humor aquoso
flui através dos processos ciliares (GYTON, 2001), entre as fibras zonulares e, em seguida,
atravessa a pupila para a cdmara anterior do olho e é drenado pelo &ngulo iridocorneano,
desembocando nas veias extra-oculares (Figura 2).

Figura 2: drenagem convencional do humor aquoso produzido na camara posterior, atravessando a pupila e
sendo drenado pelo angulo iridocorneano para as veias extra-oculares (adaptado de QUIROZ, 2007).

Na drenagem ndo convencional, varios canais vasculares drenam o humor aquoso das
trabéculas corneoesclerais (ligamento cribriforme) para as veias de maior calibre e,
posteriormente, para um plexo venoso escleral na esclerétida média (SLATTER, 2005).

A drenagem do humor aquoso em cdes também é realizada através da rota uveoscleral,
onde o fluxo do humor aquoso ocorre através do angulo no intersticio do musculo ciliar, onde
0 humor aquoso é reabsorvido, provavelmente pelos vasos da coréide e pelos linfaticos da
Orbita (SLATTER, 2005) (Figura 3).

Cornea — |

Figura 3: drenagem ndo-convencional do humor aquoso através da rota uveoescleral (adaptado de QUIROZ,
2007).



3.2 Conceito do Glaucoma

Existem muitas teorias com relacdo a patogénese do glaucoma, mas 0 mecanismo
preciso ainda é desconhecido (VAJANEN, 2009). Para a populacdo em geral o conceito de
glaucoma ¢ definido como “o aumento da pressdo intra-ocular (P10), com perda da visao”.
Porém, com o avan¢o da Medicina Humana, observou-se que muitos pacientes glaucomatosos
apresentavam perdas visuais, mas a PIO permanecia dentro da normalidade. Com a evolucao
da doenca, a PIO aumenta e contribui com maiores danos nas vias neuronais, citotoxicas e
vasculares, levando o paciente a cegueira (WHITEMAN et al., 2002; MARTINS et al., 2006).

Atualmente, a definicdo mais aceita para o termo glaucoma seria uma sindrome que
cursa com diversas enfermidades oftalmoldgicas associadas ao aumento da Pl1O. Essas
enfermidades seriam: perda progressiva do campo visual e da visdo como um todo, morte das
células ganglionares da retina (CGR), perda de axénios do nervo Optico e escavacdo do nervo
Optico (BROOKS et al., 1997; GELATT & BROOKS, 1999; ABRAMS, 2001; WHITEMAN
et al., 2002; MARTINS et al., 2006).

Embora a PIO elevada seja 0 maior fator de risco conhecido para o glaucoma; a
alteracdo do fluxo sanguineo ocular também estd associada ao mesmo. Flutuagbes do fluxo
sanguineo ocular sdo mais prejudiciais na neuropatia Optica glaucomatosa do que uma
reducdo constante do mesmo (TIELSCH et al., 1995). Além disso, flutuacdes na pressdo
arterial sistémica (hipotensdo noturna episddica) pode aumentar a susceptibilidade do cabeca
do nervo oOptico ao dano (MITCHELL et al., 2004; VAAJANEN, 2009).

O glaucoma esta associado com o aumento da pressao intra-ocular, mas esta ndo é o
fator desencadeador da sindrome e sim, um agente que contribui e acelera a neuropatia optica
glaucomatosa. Antes de fechar um diagnostico de glaucoma em pacientes com PlO elevada, é
essencial que a cabeca do nervo Optico seja avaliada e constatada a escavacdo ou anomalias
no campo visual; pois se a PIO elevada ndo cursar com esses sinais clinicos, o diagndstico
sera de hipertensdo ocular (KWON & CAPRIOLI, 2006).

Na Medicina Veterinaria os valores de PIO entre 15 e 30 mmHg sdo considerados
normais para cdes e gatos (GELATT & BROOKS, 1999), mas vale ressaltar que esse
intervalo pode ser um pouco diferente conforme a raga em questdo. Diferente da Medicina
Humana, a maioria dos animais ja chegam nos consultérios com a PIO elevada, pois como
eles dependem dos seus donos, 0os mesmos sO visualizam um possivel problema
oftalmoldgico, quando os olhos ja sofrem com danos extensos decorrentes da elevacdo da
P10, como € o caso da buftalmia, edema corneano e congestdo episcleral (GIONFRIDDO,
1995; MARTINS et al., 2006).

3.3 Classificagdo do Glaucoma

O glaucoma canino pode ser classificado por diversos métodos, sendo mais utilizada a
classificacdo quanto a sua causa que se refere ao glaucoma primario, secundario ou congénito
(GELATT & BROOKS, 1999).

No glaucoma primario, a obstrucdo do angulo iridocorneano faz com que o humor
aquoso nao consiga ser drenado gerando acimulo do mesmo no interior do globo ocular, sem
haver outras afeccdes intra-oculares pré-existentes. Esse tipo de glaucoma pode ser dividido
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em primario de angulo aberto ou fechado, sendo este diagndstico realizado através do exame
de gonioscopia (GELATT & BROOKS, 1999; MARTINS et al., 2006), o qual avalia com o
auxilio de uma lente especifica, a real situacdo anatdmica do angulo iridocorneano. E comum
que esse tipo de glaucoma acometa o olho adelfo ndo afetado em até dois anos apds o
diagnostico do primeiro olho glaucomatoso. Dentre as ragas predispostas a este tipo de
glaucoma estdo o Basset Hound, Beagle, Cocker Spaniel e Poodle, dentre outras (WILKIE,
1998; MARTINS et al., 2006).

O glaucoma secundario ocorre normalmente de forma unilateral e ndo-hereditaria
(SLATTER, 2005). Embora néo seja considerado hereditério, algumas das causas que incitam
sua ocorréncia tém uma base genética (por exemplo, catarata e luxacao do cristalino). Os cées
de racas predispostas a estas condi¢des que tenham desenvolvido uma elevacgdo da PIO de um
olho deve ter o olho contralateral rotineiramente monitorado quanto ao desenvolvimento
dessa afeccdo. Além disso, apds uma cirurgia de catarata, o glaucoma p6s-operatorio € uma
complicacdo potencial (REINSTEIN et al., 2009), pois, assim como ocorre apds 0 surgimento
de uma outra doenca intra-ocular que provoca de alguma forma a obstrucdo da drenagem do
angulo iridocorneano, as proteinas do cristalino ou as células inflamatorias presentes apés a
cirurgia de catarata também podem obstruir o angulo de drenagem ocasionando o glaucoma.
Dentre as doencas primarias mais comuns estdo as luxacGes ou subluxacbes da lente,
cataratas, uveites, neoplasias intra-oculares, traumas ou complicacfes poOs-operatorias
(GELATT & BROOKS, 1999).

O glaucoma congénito, embora raro nos animais domésticos, pode estar presente ao
nascimento ou logo apés o mesmo (SLATTER, 2005). Alteracdo nas vias de drenagem faz
com que o humor aquoso se acumule e, consequentemente, a PIO se eleva desencadeando
toda a sindrome glaucomatosa. A doenca pode ser unilateral ou bilateral e pode estar
associada com outros anomalias (REINSTEIN et al., 2009). Dentre as ragas mais comuns a
apresentarem essa afeccdo estdo o Basset Hound, Chiahuahua, Bouvier dés Flandres,
Schnauzer Gigante, Cocker Spaniel e Samoieda (GELATT & BROOKS, 1999; MARTINS et
al., 2006).

3.4 Sinais Clinicos do Glaucoma

Na Medicina Veterinaria os proprietarios muitas vezes s6 percebem a alteracdo ocular
ap6s a elevacdo da PIO, sendo que os sinais mais comuns observados nos pacientes
glaucomatosos num primeiro atendimento sdo: buftalmia, congestdo dos vasos episclerais,
hiperemia conjuntival e o desconforto apresentado pelos animais através do blefaroespasmo e
prurido local (SLATTER, 1990; GIONFRIDDO, 1995, MARTINS et al., 2006).

Com o aumento do globo ocular (buftalmia) nos casos de glaucoma, ha alteracdo no
endotélio corneano gerando o edema de cérnea (JEGOU, 1989). Em casos mais severos pode
haver a ruptura da membrana de Descemet causando o aparecimento das estrias de Haab que
contribuem com a dificuldade visual, pois 0 humor aquoso penetra por entre as células do
estroma corneano gerando opacidade nessa regido (GELATT & BROOKS, 1999).

A buftalmia expde o globo ocular ao meio externo gerando um ressecamento da
cornea, seguido de neovascularizagdes, pigmentacfes e, consequentemente, uma tendéncia
maior as ulceragdes e perfuracdes. Contudo, a esclera também é exposta de forma irreversivel,



tornando-se delgada e repleta de vasos calibrosos (GELATT & BROOKS, 1999; MARTINS
et al., 2006).

A buftalmia provoca um aumento na tensdo sobre os ligamentos zonulares que
sustentam a lente e, portanto, a mesma pode luxar ou subluxar. O deslocamento da lente pode
ainda culminar no bloqueio pupilar, iridociclite e edema corneano quando a mesma entrar em
contato com o endotélio corneano (SLATTER, 1990; MARTINS et al., 2006).

O aumento da PI1O causa deficiéncia no suprimento sanguineo e nervoso da iris que
juntamente com a disfungdo das células ganglionares da retina culminam com a dilatacdo da
pupila. A midriase esta presente na maioria dos casos de glaucoma juntamente com a auséncia
dos reflexos diretos e consensuais a luz (SLATTER, 2005).

A acuidade visual é perdida precocemente quando a elevacdo da PIO é grande o
suficiente para que haja a interrupcdo do fluxo axoplasmatico nos ax6nios das células
ganglionares da retina, causando isquemia, degeneracdo e atrofia irreversivel (NASKAR &
DREYER, 2001; MARTINS et al., 2006).

Os sinais clinicos variam de acordo com a evolucdo do quadro (Quadro 1). Nos casos
de glaucoma cronico, a escavacdo do nervo oOptico, vista oftalmoscopicamente, indica dano
irreversivel a cabega do nervo (SLATTER, 2005). Além disso, é observada atrofia de retina
com hiperreflexia da area tapetal, atenuacdo dos vasos retinianos e atrofia do epitélio
pigmentar da &rea ndo-tapetal (SLATTER, 1990, MARTINS et al., 2006). No glaucoma
agudo, os meios oculares raramente sdao transparentes o suficiente para que as estruturas
internas possam ser observadas e a PIO elevada somada aos demais sinais clinicos em cornea
e esclera sdo caracteristicos para o diagndéstico do glaucoma (SLATTER, 2005).

Quadro 1: sinais clinicos do glaucoma (adaptado de SLATTER, 2005)

Glaucoma Agudo

Glaucoma Subagudo

Glaucoma Cronico

Dor

Dor

Dor (variavel)

Edema corneano

Edema corneano

Vascularizagdo e pigmentacao
corneana

Blefaroespasmo

Blefaroespasmo

Auséncia de afacico crescente
corneano

Catarata Cegueira Catarata
Anorexia Anorexia Anorexia
Depressao Depressao Depressdo, timidez ou

agressividade

Pupila fixamente dilatada

Pupila fixamente dilatada

Pupila fixamente dilatada

Congestéo episcleral

Congestdo episcleral

Congestdo episcleral

P10 aumentada

P10 aumentada

P10 aumentada (variavel)

Céamara anterior rasa (se visivel)

Camara anterior rasa

Camara anterior rasa

Reducéo da acuidade visual

Reducdo da acuidade visual

Reducéo da acuidade visual

Luxacdo da lente (variavel)

Luxacdo da lente (variavel)

Luxacdo da lente (variavel)

Reflexo pupilar direto abolido

Reflexo pupilar direto abolido

Reflexo pupilar direto abolido

Estrias de Descemet (variavel)

Estrias de Descemet (variavel)

Atrofia de iris

Atrofia retiniana e Optica




3.5 Diagndstico de Glaucoma

O diagndstico do glaucoma é baseado na avaliacdo dos sinais clinicos seguido dos
exames de tonometria e oftalmoscopia de ambos os olhos, independente do problema ser uni
ou bilateral (GELATT & BROOKS, 1999).

A tonometria permite mensurar a pressao intra-ocular através de um aparelho
chamado Tonopen (TonoPen XL, Medtronic) que é um tondmetro de aplanacdo de facil
manipulacdo que permite afericdo da PIO com a cabeca do animal em qualquer posicéo,
gerando o resultado em mmHg em um leitor de cristal liquido ap6s 0 mesmo ser encostado
numa pequena area da cornea (ABRAMS, 2001; MARTINS et al., 2006).

Através da oftalmoscopia direta ou indireta, as estruturas do fundo do olho séo
avaliadas quanto a presenca de hiperreflexia da area tapetal, atenuacao dos vasos retinianos e
escavacdo do nervo dptico. E de suma importancia que as estruturas anteriores ao fundo do
olho (cdrnea e lente) estejam livres de opacidades para gque a retina e nervo optico possam ser
visualizados e avaliados (GELATT & BROOKS, 1999; ABRAMS, 2001; MARTINS et al.,
2006).

Outros exames de extrema valia para o diagnostico do glaucoma sdo a
ultrassonografia, a gonioscopia e a eletrorretinografia (GELATT & BROOKS, 1999).

A ultrassonografia com Doppler colorido € um exame ndo-invasivo, que permite
avaliar o fluxo sanguineo, a resisténcia vascular das artérias oftalmicas e a escavagdo precoce
do nervo O&ptico, especialmemte quando os olhos apresentam opacificacdo de meios
transparentes como a cornea e a lente (CHIOU et al., 1999; TAMBURRELLI et al., 2000;
MARTINS et al., 2006)

A gonioscopia permite examinar o angulo iridocorneano e, assim, contribui para a
determinacéo do tipo de glaucoma (&ngulo aberto ou fechado) e para a selecdo da melhor
terapia para cada caso. Apos a insensibilizacdo da cdrnea com colirios anestésicos, 0 exame é
iniciado com a leve pressdo de uma lente propria para gonioscopia ou simplesmente com uma
lente manual de + 20 D ou + 30 D sobre a cornea. Através dessa lente é possivel observar o
angulo de drenagem do humor aquoso desde que haja transparéncia dos meios que antecedem
0 mesmo (GELATT & BROOKS, 1999; WOOD et al., 2001; MARTINS et al., 2006).

A eletrorretinografia € menos utilizada no diagnoéstico de glaucoma na Medicina
Veterinaria, devido ao custo da técnica e a necessidade de sedacdo do animal. Esse exame
avalia a resposta das células retinianas a um estimulo luminoso e, no caso dos pacientes
glaucomatosos, ele revela uma diminuicdo dessa resposta decorrente da lesdo das células
ganglionares da retina proporcionando, assim, um diagnéstico precoce do glaucoma (ORIA,
2004; MARTINS et al., 2006).

3.6 Terapias para o Glaucoma

A patogénese do glaucoma e o estado do angulo iridocorneano sdo fatores importantes
para a escolha correta do tratamento. Além disso, apds o diagndstico, na maioria das vezes o
olho remanescente deve ser tratado profilaticamente e a PIO deve ser aferida regularmente
(SLATTER, 2005).



No glaucoma agudo, a reducdo precoce da PIO é primordial para prevenir danos
irreversiveis a visdo. Nesses casos, 0 tratamento de escolha e emergencial se baseia na
administracdo do manitol solucdo a 20% por via intravenosa, na dose de 1 a 1,5 g/Kg, durante
15 a 20 minutos (GELATT & BROOKS, 1999; SLATTER, 2005). Como a reducdo da PI1O ¢
répida, porém temporéria, € indicado iniciar o tratamento definitivo o quanto antes.

Como tratamentos cirargicos existem as técnicas que visam a reducdo da formacao do
humor aquoso através da destruicdo de algumas regides do corpo ciliar como é o caso da
ciclocrioterapia (destruicdo pelo frio) e da ciclofotocoagulacdo a laser (destruicdo pelo uso
dos lasers neodimio: itrio-aluminio-garnet (Nd: YAG) e o diodo); porém ambas as técnicas
apresentam grande taxa de insucesso e de reacGes adversas como quemose e uveites
(SLATTER, 2005). Outra técnica cirargica utilizada visa aumentar a drenagem do humor
aquoso através colocacdo dos gonioimplantes, porém a mesma apresenta alto indice de
recidiva do glaucoma decorrente da obstrucdo do espago de drenagem pelo processo
cicatricial formado no local (GIONFRIDDO, 1995).

Embora a variedade de técnicas cirurgicas esteja aumentando, o tratamento de escolha
para as sindromes glaucomatosas na Medicina Veterinaria permance sendo a base de colirios
compostos por substancias que visam a diminuicdo da pressao intra-ocular (Anexo A). Tais
drogas sdo classificadas, segundo 0 seu mecanismo de acdo, em: agonistas adrenérgicos e
inibidores da anidrase carbdnica (que reduzem a producdo do humor aquoso), agentes
colinérgicos e analogos das prostaglandinas (que aumentam a drenagem do humor aquoso
sem reduzir a sua producao) e antagonistas adrenérgicos (que induzem alteracdes na producéo
e na drenagem do humor aquoso) (WILLIS, 2004, RIBEIRO et al., 2007).

Dentre os agonistas adrenérgicos, a brimonidina é a mais utilizada por ser capaz de
inibir a atividade da adenilato-ciclase, impedindo a conversdo do trifosfato de adenosina em
monofosfato de adenosina, diminuindo, consequientemente, a producdo de humor aquoso
(WILLIS, 2004). Embora diminua a PIO, ela muitas vezes causa miose e redugdo da
frequéncia cardiaca (GELATT & MACKAY, 2002a).

Dorzolamida 2% e brinzolamida 1% sdo farmacos inibidores da anidrase carbdnica
responsaveis pela diminuicdo da producdo do humor aquoso, uma vez que durante a produ¢édo
do mesmo, ions bicarbonato sdo transportados juntamente com o cétion sodio para a camara
posterior do bulbo ocular, estabelecendo um gradiente osmético que garante uma maior ou
menor procucao de humor aquoso (WILLIS, 2004; RIBEIRO et al., 2007).

Os agentes colinérgicos sdo representados pela pilocarpina que reduz a PIO por sua
acdo colinérgica, estimulando receptores muscarinicos do musculo ciliar da iris e promovendo
miose; que por sua vez, promove a abertura do angulo iridocorneano, aumentando o fluxo de
drenagem do humor aquoso. Ela é contra-indicada em glaucomas secundarios a uveite por
provocar quebra da barreira hemato-aquosa ocular elevando os niveis de proteina do humor
aquoso (WILLIS, 2004; RIBEIRO et al., 2007).

Os analogos das prostaglandinas, apos aplicacdo topica, sdo biotransformados em
prostaglandinas (incluindo a PGE 2a), responsaveis pelo aumento da drenagem do humor
aquoso pela via uveoescleral, na medida que promovem o remodelamento da matriz
extracelular do musculo ciliar da iris (SAGARA et al., 1999; RIBEIRO et al., 2007). As
vantagens dessa classe de antiglaucomatosos sdo: apresentam um efeito hipotensor ocular
superior aos demais farmacos e sdo metabolizados rapidamente sem causar efeitos
cardiopulmonares adversos (SOLTAU & ZIMMERMAN, 2002; RIBEIRO et al., 2007).
Como desvantagem é citada a hiperemia conjuntival (FELDMAN, 2003). Atencgdo especial
nos casos de glaucoma secundario a uveite (onde o humor aquoso ja é rico em
prostaglandinas) e naqueles pacientes afacicos, pseudofacicos ou com luxacdo anterior da
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lente (que por cursarem, as vezes, com miose, podem apresentar blogqueio pupilar), onde essa
classe de medicacgdo ndo deve ser utilizada (WILLIS, 2004; RIBEIRO et al., 2007).

Os antagonistas adrenérgicos ou B-bloqueadores sdo representados pelo timolol (j-
bloqueador ndo-seletivo) que é responsavel pelo bloqueio dos receptores B-adrenérgicos (1 e
[32) presentes no corpo ciliar, diminuindo a produgdo do humor aquoso. Embora amplamente
utilizada na Medicina Veterinaria, € importante ressaltarmos a presenca de aguns efeitos
colaterais como: miose (decorrente da ativacdo de receptores o-adrenérgicos no musculo
esfincter da iris), diminuicéo da frequéncia cardiaca e da pressao arterial sistémica, arritmias e
bloqueios cardiacos (associados com o bloqueio B;-adrenérgico), broncoespasmo e obstrugédo
das vias aéreas (relacionados com bloqueio de receptores Po- adrenérgicos) (WILLIS, 2004;

RIBEIRO et al., 2007).

3.7 Componentes do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) é um dos sistemas hormonais mais
estudados no corpo humano em decorréncia da sua complexidade que abrange a acdo de uma
cascata de enzimas, peptideos e receptores envolvidos com diversos 0rgaos. Para que a
dindmica deste sistema possa ser compreendida, € necessario conhecer cada um dos
componentes envolvidos.

O angiotensinogénio é uma glicocoproteina constituida por 255 aminoacidos,
sintetizado e liberado principalmente pelo figado, mas também pode ser sintetizado a nivel
tecidual (IUSUF et al., 2008). Ele é clivado na circulacdo em angiotensina I (Ang I), por uma
enzima chamada renina (Figura 4) (KAZUYUKI & FUMIO, 2007).

[Angiotensinogénin J

Renina —|_}l

l{—l— ECAl —— l

[Aﬁsiﬂtensina 1} J Frag_menms
Inativos

Figura 4: representacdo da cascata enzimatica do sistema renina-angiotensina com o angiotensinogénio, a partir
da renina, sendo transformado em angiotensina | que, por sua vez, é convertida em angiotensina Il através da
acdo da ECAL, que é uma enzima também responsavel pela degracdo da bradicinina em fragmentos inativos.
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A renina é uma aspartil protease sintetizada pelas células justaglomerulares
dos rins. Sua forma ativa é composta por 340 aminodcidos, e é capaz de retirar um fragmento
de dez aminoacidos a partir do angiotensinogénio, fragmento este chamado angiotensina |
(Ang 1) (JACKSON, 2006). O sistema nervoso simpético, a macula densa e os fatores
humorais exercem uma pressao na artéria renal influenciando a producdo de renina; mas sua
sintese também ocorre em outros drgdos como por exemplo no cérebro, pituitaria, glandulas
adrenais, coracgdo, testiculos e olhos (VAAJANEN, 2009).

A enzima conversora de angiotensina (ECAL1) remove o dipeptideo His-Leu do
terminal carboxilo de Ang I e d& origem ao mais potente octapéptido chamado angiotensina Il
(VICKERS et al., 2002). ECA1 ¢é predominantemente expressa em elevadas concentracdes na
superficie das células da circulagdo pulmonar e tem um papel significativo no SRA circulante,
na formacdo de Ang Il a partir de Ang I, e na degradacdo de outros angiotensinas a formas
inativas (VAAJANEN, 2009). ECAL tem efeito vasopressivo e também é conhecida como
quininase Il por catalisar a cascata de bradicinina, que é um nonapeptideo formado a partir de
cininogénios produzidos principalmente pelos hepatdcitos (SU, 2006). A bradicinina dilata os
vasos sanguineos ao estimular a producédo de 6xido nitrico e prostaciclinas neste local.

Angiotensina Il € um peptideo formado a partir da acdo da ECA1 sobre a angiotensina
I. Ela causa vasoconstri¢do e vai para os rins via corrente sanguinea, onde, nos tubulos dos
néfrons, estimulard a reabsorcdo de sodio e agua, aumentando assim a volemia e,
consequentemente, a pressdo. Simultaneamente, a Ang Il também se dirige ao cortex das
glandulas suprarrenais, estimulando a liberacdo do horménio aldosterona, que se dirige aos
rins e estimula mais ainda a absorcao de sédio e 4gua, aumentando ainda mais a volemia e a
pressdo. Ang Il também possui numerosas fungdes conhecidas no controle da presséo arterial
ao interagir com receptores na membrana celular das células alvo, os chamados receptores
ATle AT2 (KAZUYUKI & FUMIO, 2007; HIROOKA & SHIRAGA, 2007).

O receptor AT1 faz parte do grupo de receptores acoplados a proteina G que, quando
se liga quimicamente a Ang IlI, provoca uma série de reacOGes celulares, sendo a
vasoconstricdo uma das mais importantes. Além de vasoconstricdo, essa ligacdo promove:
crescimento celular, ativacdo do sistema nervoso simpético, diminuicdo do barorreflexo,
aumento da concentracdo de aldosterona no sangue, diminuicdo da concentracdo de renina no
sangue e aumento da formacédo de radicais livres derivados do oxigénio (DE GASPARO et
al., 2000).

O receptor AT2 também é uma proteina acoplada a membrana celular que possui
acOes antagonistas as do receptor AT1, como por exemplo: vasodilatacdo, antihipertensdo,
diminuicdo da proliferagéo celular, diminuicdo da angiogénese e aumento da natriurese (DE
GASPARO et al., 2000; VAAJANEN, 2009).

Além da acdo da Ang Il sobre os receptores AT1 e AT2, esse peptideo pode ser
convertido a angiotensina (1-7) através da atividade da carboxipeptidase ECA2 (enzima
conversora de Ang Il) (Figura 5). ECA2 é um homdlogo estruturalmente relacionado a ECAL,
com 42% de identidade de sequéncia desta proteina (VICKERS et al., 2002), mas ele age
contrério as carboxipeptidases e aumenta a formacdo de Ang (1-7) a partir de Ang Il e de Ang
(1-9) a partir de Ang I (IUSUF et al., 2008, VAAJANEN, 2009).
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Figura 5: representacdo da cascata enzimatica do sistema renina-angiotensina com o angiotensinogénio, a partir
da renina, sendo transformado em angiotensina | que por sua vez é convertida através de ECA em angiotensina Il
que pode se ligar aos receptores AT1 e AT2. ECA2 pode degradar angiotensina | e angiotensina Il em
angiotensinas (1-9) e (1-7) respectivamente. Angiotensina (1-9) é degradada em (1-7) pela ECA. Enzimas
Endopeptidase neutra (NEP) e Prolil endopeptidase (PEP) degradam angiotensina | em (1-7) que pode agir nos
receptores AT2 ou Mas.

A funcéo da Ang (1-9) ainda ndo é muito bem definida, mas é sabido que ela exerce
forte inibicdo sobre ECAL e serve como substrato para a formacdo de Ang (1-7) (IUSUF et
al., 2008). Ela também ativa a bradicinina, aumenta a formac&o de 6xido nitrico e a liberagéo
dos precursores do acido araquidénico (DONOGHUE et al., 2000; VAAJANEN, 2009).

Ang (1-7) e Ang Il exercem acdes opostas, sugerindo que Ang (1-7) exibe uma
interagdo importante com o sistema calicreina-quinina, e assim, tem um efeito vasodilatador.
Este mecanismo envolve a inibicdo da ECA1L, a ativacdo do receptor de bradicinina e a
liberacdo de oxido nitrico (SANTOS et al., 2003).

Ang (1-7) é também considerada um ligante end6geno do receptor Mas (SANTOS et
al., 2003), que é distinto dos receptores AT1 e AT2. O receptor Mas € uma proteina acoplada
a membrana celular que media ac¢des de vasodilatacdo, modulacdo do sistema nervoso central
e aumento da proliferacdo celular, da angiogénese, da natriurese e do barorreflexo. In vivo, o
receptor Mas atua de forma antagonista com o receptor de AT1, porém pode hetero-
oligomerizar com o receptor AT1 e, deste modo, inibir as acdes de Ang Il (KOSTENIS et al.,
2005). O aceturato de diminazeno (DIZE) é um ativador de ECA2 que contribui com a
formagéo de Ang (1-7) e sua ligagdo com o receptor Mas (FOUREAUX et al., 2015). AVE
0991 é um agonista do receptor Mas, capaz de mimetizar alguns dos efeitos da Ang (1-7)
(LEMOS et al., 2005). Pelo menos dois antagonistas conhecidos do receptor Mas foram
identificadas como D-Ala-angiotensina (1-7) (A779) e Pro-angiotensina-(1-7) (VAAJANEN,
2009).
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3.8 Sistema Renina-Angiotensina (SRA) e o Globo Ocular

O sistema renina-angiotensina (SRA) desempenha um importante papel na
vasoconstricdo, regulacdo do balango eletrolitico e remodelacdo vascular. Técnicas da
biologia molecular (PCR) comprovaram a existéncia desse sistema dentro do globo ocular, ao
revelarem que seus componentes séo sintetizados no tecido ocular (BERKA et al., 1995;
RAMIREZ et al., 1996; WAGNER et al., 1996; VAAJANEN, 2009).

Depois disso, houve um outro debate sobre a origem do SRA: angiotensina intraocular
¢ originada pela producédo local ou a partir do sangue? Os estudos demonstraram que a
angiotensina I, angiotensina Il e angiotensinogénio sdo incapazes de passar a barreira sangue-
cérebro (DANSER et al., 1994) e, como as barreiras entre os olhos e sangue circulante sdo
compardveis a esta (CUNHA-VAZ, 1979), conclui-se que a angiotensina intraocular é
originada pela producédo local.

O SRA, como visto anteriormente, € um sistema de transformacdo de peptideos que
ocorre em diversos locais, inclusive no globo ocular. Neste 6rgdo em especial, a bradicinina
guando em niveis elevados promove a sintese de prostaglandinas, particularmente a PGF2aq,
que é conhecida por aumentar fluxo uveoscleral do humor aquoso (CRAWFORD &
KAUFMAN, 1987) e, consequentemente, por diminuir a pressdo intra-ocular em pacientes
com hipertensdo ocular e glaucoma primario de angulo aberto (CONSTAD et al., 1988).

Na pratica oftadlmica, a bradicinina é um potente ativador da via de 6xido nitrico da L-
arginina e provoca relaxamento do endotélio em vasos sanguineos isolados, que libera 6xido
nitrico atraves de receptores 2, e aumenta o fluxo no olho perfundido (CRAWFORD &
KAUFMAN, 1987).

Para evidenciar a influéncia da ECA em pacientes glaucomatosos, 0s componentes do
SRA foram avaliados no humor aquoso de pacientes normais e de portadores do glaucoma. O
nivel de ECA no humor aquoso de pacientes glaucomatosos foi 40 a 47% maior que nos
pacientes normais, evidenciando seu papel importante nessa patologia ocular (BOROVIC et
al., 2009).

Numa pesquisa realizada em coelhos induzidos ao glaucoma, foi comparada a redugéo
da PIO apés a instilacdo de colirios de pilocarpina 1% (droga colinérgica) e perindopril 1%
(inibidor da ECA). O primeiro reduziu a PIO de 34,4 + 0,81 mmHg para 20,15 £ 0,69 mmHg,
enguanto que o segundo reduziu a PIO de 35 + 1,38 mmHg para 22,45 + 1,42, indicando que
ambas as drogas, embora com mecanismos de acao diferentes, tiveram um efeito parecido na
regulacdo da PIO (MEHTA et al., 2010).

Outros colirios compostos por inibidores de ECA também foram testados
experimentalmente em coelhos, como é o caso do SCH 33861 a 0,001%, captopril 0,1% e
enalapril 0,01%, em compara¢do com o maleato de timolol 0,5% (um agente -bloqueador).
Todos esses farmacos apresentaram reducdo semelhante nos valores da P1O: SCH 33861
reducdo de 4,8 + 0,5 mmHg, captopril 0,1% reducdo de 4,0 £ 0,4 mmHg, enalapril 0,01%
reducdo de 4,7% + 0,4 mmHg e o timolol 0,5% reducéo de 4,5 + 0,3% mmHg; além de
nenhuma medicacdo causar qualquer tipo de irritacdo ocular (WATKINS et al., 1987).

Através desses testes foi possivel observar que os inibidores da ECA sdo muito
importantes na regulagdo da pressdo intra-ocular; uma vez que o mecanismo de agédo deles
envolve mais pronunciadamente a formagdo do humor aquoso, mas também possui um papel
importante na sua drenagem (KAZUYUKI & FUMIO, 2007).
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Com relacdo a angiotensina Il foi mostrado recentemente que além dela ter uma
potente acdo vasoconstritora e estimular a liberagdo de aldosterona, ela também atua como
fator de crescimento e imunomodulador em fendmenos de fibrose, proliferacdo e apoptose
celular (MUNOZ-NEGRETE, 2009).

A angiotensina Il ainda pode causar um aumento na concentra¢do de sédio, devido a
ativacdo citoplasmatica do transporte de Na + / H +. Dessa forma, como 0s mecanismos
relacionados com a movimentacao de sodio séo fatores patogénicos comuns em epitélio ciliar
e tubular renal; isso pode explicar a coexisténcia de glaucoma e hipertenséo arterial sistémica
(HOY & DELAMERE , 2002).

Um estudo recentemente publicado (VAAJANEN et al., 2008) elucidou o efeito da
angiotensina Il na P1O e no fluxo do humor aquoso. Observou que tanto a aplicacdo topica,
quanto intravitrea de angiotensina Il, aumentam significativamente a resisténcia do humor
aquoso e, consequentemente elevam a PIO.

As mais conhecidas agdes fisioldgicas da angiotensina Il sdo provocadas quando ela
age nos receptores AT1 incluindo vasoconstricdo, homeostase de eletrolitos, modulacdo do
comportamento de beber e a estimulagdo da liberacdo de horménio do crescimento
(CULMAN et al., 1995; ITO et al., 1995; AGUILERA & KISS, 1996). As acdes no receptor
AT2 sdo menos bem definidas, mas possivelmente se opdem as acOes do receptor AT1,
incluindo a vasodilatacdo e a apoptose (VAAJANEN & VAPAATALDO, 2011).

Para evidenciar a influéncia da angiotensina Il sobre fluxo uveoscleral mediada por
receptores AT1, Wang e colaboradores (2005) utilizaram o olmesartan 2% e 4% (CS-088),
um receptor antagonista da angiotensina Il tipo AT1, topicamente em macacos com glaucoma
unilateral induzido por laser. Redugéo significativamente maior da PIO, com a concetragéo de
4%, foi observada logo ap6s a primeira administracdo e a duracdo desse efeito permaneceu
por 18 horas. Além disso, ele avaliou que a aplicacdo a cada 12 horas diminuiu ainda mais a
P10, caracterizando um efeito dose-dependente.

3.9 Novas Descobertas Sobre o SRA no Globo Ocular

As novas descobertas estdo relacionadas com o importante componente do SRA que é
a ECA2. Como ja visto, ela pode degradar a Ang | em Ang (1-9) e a Ang Il em Ang (1-7)
biologicamente ativa, que por sua vez e, em muitos aspectos, age em oposi¢cdo a Ang Il
(TIKELLIS et al., 2011). Ang (1-7) atua principalmente através de um novo tipo de receptor
de angiotensina, o receptor Mas, que € um receptor acoplado a proteina G codificado pelo
proto-oncogene Mas encontrado pela primeira vez no rim do rato (SANTOS et al., 2003). A
ativacdo do receptor Mas provoca efeitos opostos a ativacdo do receptor AT1, como a
vasodilatacdo, anti-proliferacdo e antifibrose, e desempenha um importante papel na
homeostase do volume de fluido (KOSTENIS et al., 2005). Todas estas vias alternativas para
a producdo e degradacdo de Ang Il sdo importantes fisio e patologicamente também & nivel
ocular (VAAJANEN & VAPAATALDO, 2011).

Com base nessas descobertas, o novo desenvolvimento de anti-hipertensivos
sistémicos envolvendo o SRA esta se concentrando nos efeitos positivos resultarem da
estimulacdo do eixo ECA2-Ang (1-7)-Mas, além da inibicdo do eixo classico de ECA1-Ang
I1-AT1. Baseado nisso, foi investigada a expressdo e a funcdo do SRA em diferentes tecidos
oculares in vitro e in vivo (Anexo B). Os principais resultados foram vistos na expressao do
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receptor Mas para Ang (1-7) (VAAJANEN et al., 2009), bem como na acdo de ECA2
(LUHTALA et al., 2009). A expressdo dos receptores Mas (RT-PCR) foi encontrada no
corpo ciliar e na retina. Por conseguinte, a Ang (1-7), um agonista especifico do receptor Mas,
reduziu a PIO quando administrado via intravitrea em coelhos com pressdo intra-ocular
normal (VAAJANEN et al., 2008). O efeito de reducéo da P10 foi pequeno (1-2 mmHg), mas
consistente durante as primeiras 6 horas nos olhos normotensos com PIO basal de
aproximadamente 18 mmHg. A reducdo da PI1O foi abolida por um antagonista do receptor
Mas (A779). O mecanismo do efeito de redugdo da pressdo intra-ocular ndo € dbvio, mas
Vaajanen e colaboradores (2011) sugerem que a Ang (1-7) reduz a pressdo intra-ocular
através da reducdo da formacao de humor aquoso.

Outro cenério bastante interessante ocorre apds o blogueio seletivo do receptor AT1,
pois em seguida observa-se 0 aumento da secrecdo de renina, levando a um aumento da
formacgéo de Ang | e Ang Il, que entdo atua sobre o receptor AT2 produzindo efeitos que
geralmente sdo contrarios aos do receptor AT1 (GASPARO et al., 2000). Além disso, 0
aumento da Ang | e Ang Il podem ocasionar a formacéo de Ang (1-7), levando a um aumento
da ativacéo do receptor Mas (GIESE & SPETH, 2013).

Em contrapartida, inibidores direto da renina, inibem apenas a formacdo de Ang | a
partir do angiotensinogénio, apresentando acOes diferentes quando comparados com 0S
inibidores da ECA. Eles ndo afetam o metabolismo da bradicinina, ndo promovem
ativacdo do receptor AT2 e, ainda, evitam a formacdo de Ang (1-7). Blogueadores dos
receptores beta-adrenérgicos como € o caso do maleato de timolol, também sdo inibidores
indireto da renina, na medida em que eles inibem a liberacdo de renina a partir do rim em
resposta a ativacdo do sistema nervoso simpatico. Porém, os bloqueadores beta-adrenérgicos
sdo considerados de elei¢cdo no tratamento do glaucoma humano, porque eles interferem
diretamente com os efeitos vasoconstritores dos nervos simpaticos, potencializando assim o
efeito dos inibidores de ECA (GIESE & SPETH, 2013).

3.10 Manipulacéo de Colirios

Os farmacos oftalmoldgicos podem ser administrados por vias topica, subconjuntival,
retrobulbar ou intra-ocular (SLATTER, 2005). A via adequada depende das caracteristicas do
farmaco (solubilidade, formulacdes disponiveis), fisiopatologia (gravidade e localizacdo da
doenca, presenca ou auséncia de barreiras oculares normais), fatores do paciente (espécie,
comportamento do animal) e fatores humanos (capacidade para administrar o tratamento nas
frequéncias recomendadas, custo dos tratamentos) (ADAMS, 2003).

A farmacocinética depende da via de administragdo, pois aqueles aplicados por via
topica, por exemplo, sdo usados principalmente pelos seus efeitos a nivel de conjuntiva,
cornea, cAmara anterior e posterior, iris e corpo ciliar; sendo que a agdo desejada dependera da
sua absorcao pelo epitélio do saco conjuntival. O efeito desejado deve ser alcancado sem
causar efeitos colaterais e sem haver absorcao sisttmica (GOODMAN & GILMAN, 2012).

Os farmacos administrados por via tdpica sao diluidos no filme lacrimal e eliminados,
em sua grande maioria, pelas vias lacrimais. A evaporacdo também ocorre, mas é responsavel
por uma pequena perda do farmaco disponivel. Por fim, uma por¢do do farmaco ¢ absorvida e
levada pela circulagdo conjuntival (ADAMS, 2003).
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No caso do maleato de timolol 0,5% (Allergan Produtos Farmacéuticos LTDA), por
exemplo, a concentracdo de pico foi 898 ng/ml no humor aquoso uma hora apo6s a
administracdo em humanos submetidos a cirurgia de catarata (sendo a meia vida do timolol no
plasma de cerca de 4 a 6 horas). Parte da dose é absorvida sistemicamente onde é
extensamente metabolizada no figado e excretadoa pelos rins.

Para a instilacdo dessas solucgdes preconiza-se um volume de gota aproximadado de 20
microlitros, pois a capacidade de retencdo do saco conjuntival é de 25 a 30 microlitros e o
excedente desse volume serd drenado pela via lacrimal ou transbordara pelas margens
palpebrais manchando e sujando os pelos dessa regido. Sempre que houver necessidade de
instilar uma segunda gota do mesmo ou de outro colirio, € recomendado dar um intervalo de
no minimo 5 minutos para que cada gota seja obsorvida sem que haja drenagem excessiva ou
transbordamento da solugédo pelas margens palpebrais (BATISTUZZO et al., 2011).

A viscosidade das solucdes € de extrema importancia para a oftalmologia, pois aquelas
com baixa viscosidade s&o drenadas pela via lacrimal de forma répida, dimuindo, assim, o
tempo de absorcdo (SLATTER, 2005). Os adjuvantes mais utilizados para essa finalidade sdo
a hidroxipropilmetilcelulose e o &lcool polivinilico. As substancias tensoativas também
contribuem para a melhor absorcéo das solugdes, a medida que diminuem a tensdo superficial
da solucdo, facilitando a mistura do colirio com o filme lacrimal e a difusdo dos principios
ativos na superficie do epitélio corneano (BATISTUZZO et al., 2011).

Todos os constituintes das formulas e os frascos ou bisnagas devem ser esterilizados
de maneira eficiente e controlada com a finalidade de destruir e/ou remover todas as formas
possiveis de multiplicacdo e desenvolvimento durante o periodo de conservacdo do produto
(ADAMS, 2003). Normalmente a esterilizacdo € realizada por filtracdo no caso de solucdes,
por vapor para produtos plasticos, por calor para embalagens de vidro, por 6xido de etileno
para materiais secos e por radiacdo ionizante para materiais solidos. O envase deve ser sempre
asséptico e o prazo de validade deve ser determinado através de estudos de estabilidade
(BATISTUZZO et al., 2011).

As solucBes oftalmicas devem possuir uma osmolaridade adequada para sua melhor
absorcdo no globo ocular. Por esse motivo, preconiza-se manipular formulas isotdénicas com
os tecidos oculares (ADAMS, 2003; SLATTER, 2005; BATISTUZZO et al., 2011).

Todas as formulagdes devem estar dentro do valor normal do pH do filme lacrimal,
que corresponde aproximadamente a 7,4 (SLATTER, 2005; GOODMAN & GILMAN, 2012).
Valores mais &cidos ou alcalinos tendem a causar irritacdes oculares e podem afetar a
absorcdo da droga. Com essa finalidade, muitas vezes é necessario utilizar um sistema tampéao
que ajuda a restabelecer o pH proximo ao referido (BATISTUZZO et al., 2011).

Outro fator importante durante a manipulacdo de colirios é quanto a solubilidade do
farmaco, pois elas precisam ser soltveis o suficiente para ndao precipitarem durante o periodo
de armazenamento (ADAMS, 2003; SLATTER, 2005; BATISTUZZO et al., 2011). Portanto,
é importante que os rotulos contenham informagfes como: agite antes de utilizar, conserve o
produto na geladeira ou mantenha em local com auséncia de luz, para garantir a estabilidade e
conservacao das formulagdes (BATISTUZZO et al., 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Principios Eticos na Experimentacdo Animal

A Comisséo de Etica na Pesquisa da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(COMEP — UFRRJ) vinculada ao Decanato de Pesquisa e Pds-graduacdo da UFRRJ deu
parecer que este projeto atende os principios basicos para pesquisa envolvendo o uso de
animais e esta de acordo com os principios éticos e do bem-estar animal conforme a
Resolucao 714 de 20/06/2002 do CFMV. O numero do protocolo licenciado para submissao
do projeto de pesquisa a comissédo de ética € 112/2014 (Anexo C).

4.2 Grupo de Animais

Durante o experimento foram empregados ao todo 18 cdes (Canis familiaris), da raca
Beagle, machos e fémeas (em anestro) com idade entre 1 e 5 anos, identificados por chip e
mantidos em canis com boas condi¢bes de higiene, com abrigo, 4gua e comida a vontade.
Todos os cdes pertencentes ao Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia
\eterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) apresentavam-se
higidos clinicamente e sem alteraces oculares durante o exame oftalmoldgico antecedente ao
experimento.

Esses animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos (A, B e C), sendo que no
grupo A avaliou-se a acdo do colirio comercial de cloridrato de timolol 0,5% (Allergan
Produtos Farmacéuticos LTDA) durante 14 dias, no grupo B avaliou-se a acdo do colirio
manipulado de captopril na concentragéo de 0,1% por 7 dias e de 0,5% por outros 7 dias e, no
grupo C avaliou-se a acdo do colirio manipulado de aceturato de diminazeno (DIZE) na
concentracdo de 0,1% por 7 dias e de 0,5% por outros 7 dias.

4.3 Manipulacéao dos Colirios

No Laboratério de Farmacologia da UFRRJ, sob supervisdo do professor doutor
Wellington da Silva Cortes, foram manipulados os colirios de captopril nas concentracfes de
0,1% e 0,5% e DIZE a 0,1% e 0,5% com a utilizacdo dos reagentes: hidroxipropil
metilcelulose (5 mg/mL), fosfato de sddio dibasico (10,4 mg/mL), fosfato de sodio
monobasico (2,4 mg/mL), agua destilada purificada e cloreto de benzalconio (0,1 mg/mL)
(ABRAMS, 1991).

A hidroxipropil metilcelulose foi utilizada para conferir a viscosidade necessaria para
a solucdo impregnar na superficie ocular e, assim, ser absorvida. O cloreto de benzalconio age
como conservante e também como um agente de tensdo superficial favorecendo o contato do
colirio com o epitélio corneano e, consequentemente, contribuindo para a absor¢do do mesmo.
O fosfato de so6dio monobasico e dibasico sdo usados como agentes tamponadores e,
principalmente, como reguladores do pH. A agua destilada purificada contribuiu para a
diluicdo dos reagentes.
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A concentracdo de 0,1% foi preparada inicialmente com base na revisdo de literatura
(WATHINS et al., 1987; ABRAMS et al., 1991; VAAJANEN et al., 2008; FOUREAUX et
al., 2015), a qual relata o uso de doses numa concentracdo igual ou menor que essa, em
animais como ratos, coelhos e/ou cées. Durante a preparacdo dos colirios nessa concentracao
foi observado uma solucgdo transparente e inodora, facilmente aplicavel nos sacos conjuntivais
dos cées.

Trabalhando com a farmacotécnica desses farmacos e reagentes foi realizada a
manipulacdo dos colirios de captopril e DIZE numa concentracdo 10 vezes superior. O colirio
de captopril foi obtido com a formacdo de uma solugdo transparente e inodora como a
anterior; porém na formulacdo do colirio de DIZE houve a formacgéo de uma solucéao coloidal
inodora, de coloragdo amarelada, semelhante a um mousse de maracuja, com inumeros
granulos que impossibilitou qualquer tipo de administragdo a nivel ocular.

Como nao houve sucesso com a formulacdo do colirio de DIZE a 1%, novo teste foi
realizado com as concentrag¢fes de ambos os farmacos a 0,5%, pois o objetivo era comparar a
acao dos diferentes farmacos nas mesmas concentracdes. Dessa vez foram obtidas solucdes
transparentes, inodoras e facilmente aplicaveis nos sacos conjuntivais dos cées.

Apds a formulacdo dos colirios, todos passaram pelo processo de filtracdo em
membrana esterilizante 0,2 pm, envase dentro do fluxo laminar e foram conservados a uma
temperatura entre 2 e 8 °C.

4.4 Tonometria

A pressao intraocular foi mensurada através do tonometro de aplanacdo (Tono-Pen
XL, Medtronic, FL, U.S.A.) que foi calibrado todos os dias antes do uso pelo mesmo
avaliador (Figura 6). Antes da mensuracdo foi instilado topicamente uma gota do colirio
anestésico compostos por cloridrato de tetracaina 1% e cloridrato de fenilefrina 0,1% e, em
seguida, trés leituras foram feitas para o calculo da média da PIO em cada olho, visando
diminuir o desvio padréo das leituras.

Figura 6: afericdo da pressdo intra-ocular de um céo da raca Beagle, UFRRJ, Seropédica, RJ, 2015.
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4.5 Mensuracdo da Frequéncia Cardiaca (FC)

A frequéncia cardiaca foi mensurada 5 vezes sempre pelo mesmo avaliador através do
ausculta com um estetoscopio (Littmann Master Classic Il) para o calculo da média da FC de
cada animal.

4.6 Mensuracao da Pressdo Arterial Sistémica (PAS)

Primeiramente, foi realizada tricotomia da regido proxima ao coxim do membro
anterior direito, onde o pulso era palpéavel. Aplicou-se gel sobre essa regido para posicionar o
Doppler vascular (Medmega, modelo DV610, Ind. Equip. Médicos Ltda - Franca, SP).
Colocou-se um manguito, de largura correspondente a 40% da circunferéncia do membro,
sobre a regido radioulnar e o mesmo foi inflado até aproximadamente 30 mmHg superior a
pressdo necessaria para se obliterar o sinal de pulso audivel e, em seguida, lentamente
desinflado. A pressdo sistolica foi determinada no momento em que o sinal de pulso se tornou
audivel novamente e, ap6s 5 afericbes em cada animal, foi calculada a média.

Seguindo as condutas de Cabral e colaboradores (2010), somente a pressao arterial
sistolica foi aferida, pois seus dados equiparam aos obtidos pela afericdo pelo método
oscilimétrico, que ndo foi o de escolha nesse trabalho pois varios autores relatam maior
dificuldade na aferigéo, uma vez que o animal teria de permanecer sem se mover durante todo
0 procedimento, o que nem sempre foi possivel. A pressdo arterial diastolica pelo método
Doppler ndo foi avaliada por ser bastante subjetiva e distinguir do método oscilimétrico; uma
vez que depende das impressdes pessoais do examinador.

4.7 Protocolo Experimental

Inicialmente (dia 0), cada um dos 18 cées, pertencentes aos grupos A, B e C tiveram
sua producdo da porcdo aquosa do filme lacrimal aferida pelo Teste Lacrimal de Schirmer
(TLS1) (Figura 7) e passaram pela coleta sanguinea para a dosagem da concentracdo da
enzima conversora de angiotensina (ECA1) do soro que foi realizada pelo método cinético-
enzimético pelo Laboratério de Tecnologia em Sanidade Animal (TECSA) localizado em
Belo Horizonte — MG.
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Figura 7: Teste Lacrimal de Schirmer (TLS1) em um céo da raca Beagle, UFRRJ, Seropédica, RJ, 2015.

Durante trés dias consecutivos e em trés horéarios distintos (6h, 12h e 18h) todos os
animais passaram por quatro exames, seguindo sempre a mesma ordem: avaliacdo do
didmetro pupilar, afericdo da pressdo intraocular, afericdo da frequéncia cardiaca e da pressao
arterial sistémica.

Em seguida (dia 4), cada um dos animais dos grupos tiveram o olho esquerdo (Figura
8) submetido aos protocolos pré-determinados (Figura 9) inicialmente com 1 gota (contendo
20 pL), a cada 12 horas (sempre nos mesmos horarios 6h e 18h), dos respectivos colirios:
colirio comercial de cloridrato de timolol 0,5% no grupo A, colirio manipulado de captopril
na concentragdo de 0,1% no grupo B e colirio manipulado de aceturato de diminazeno (DIZE)
na concentracdo de 0,1% no grupo C. Os olhos adelfos de todos os animais foram usados
como grupo controle e, durante 7 dias, todos 0s cdes passaram pelos mesmos exames iniciais,
sempre nos mesmos horérios (6h, 12h e 18h), logo apos o término da instilacdo dos colirios.

Figura 8: instilagdo do colirio DIZE 0,5% em um c&o da raca Beagle, UFRRJ, Seropédica, RJ, 2015.
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Figura 9: diagrama representando o protocolo experimental usado neste estudo: (A) protocolo tépico com
timolol 0,5%, 2 vezes ao dia, durante 14 dias; (B) protocolo topico com captopril 0,1%, 2 vezes ao dia, por 7 dias
e 0,5%, 2 vezes ao dia por outros 7 dias, e (C) protocolo tépico com DIZE 0,1%, 2 vezes ao dia por 7 dias e
0,5%, 2 vezes ao dia por outros 7 dias. Em todos os grupos, nos dias 0 a 18 foi realizado o Teste Lacrimal de
Schirmer (TLS) e coletado sangue para dosagem da ensima conversora de angiotensina (ECA). As pupilas,
pressdo intraocular (P10), frequéncia cardiaca (FC) e pressao arterial sisttémica (PAS) foram avaliadas 3 dias
antes de iniciar o protocolo experimental e durante os 14 dias de experimento sempre nos horarios de 6hs, 12hs e
18hs.

Visto que os animais, de todos os grupos, ndo apresentaram nenhuma alteracdo
sisttémica ou ocular, que ndo fosse a reducdo da PIO; novas concentragdes dos colirios que
atuam no eixo SRA foram protocoladas numa concentracdo 10 vezes maior. Porém, como ja
mencionado anteriormente, ndo foi possivel manipular o colirio de DIZE 1%; portanto novas
solugdes foram formuladas com sucesso a partir do captopril a 0,5% e do DIZE a 0,5%
sempre utilizando 0s mesmos reagentes.

Durante 7 dias foi instilado, no olho esquerdo, 1 gota (contendo 20 pL), a cada 12
horas (sempre nos mesmos horarios 6 h e 18 h) do colirio de captopril 0,5% nos caes do grupo
B e do colirio de DIZE 0,5% nos cées do grupo C. Os animais do grupo A mantiveram mais 7
dias nas mesmas concentracfes do colirio comercial de timolol 0,5%. Os olhos adelfos de
todos os animais foram usados como grupo controle e, durante esses 7 dias, todos 0s cées
passaram pelos mesmos exames iniciais, sempre nos mesmos horarios (6h, 12h e 18h), logo
apos o término da instilag&o dos colirios.
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Depois disso, novamente cada um dos 18 cées tiveram sua producdo da porcdo aquosa do
filme lacrimal aferida pelo Teste Lacrimal de Schirmer (TLS1) e passaram pela coleta
sanguinea para dosagem da concentracdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) do
soro que foi realizada pelo mesmo laboratorio.

4.8 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos ao teste de ANOVA para verificar a
natureza das variaveis deste estudo. Foram utilizados o teste de Tukey e o de Pearson para
correlacionar as variaveis paramétricas entre si, prevalecendo significancia estatistica de 95%
(p<0,05). O teste de Kruskall-Wallis AOV, usado para determinacdo do carater nédo
paramétrico de algumas varidveis, foi empregado com significancia estatistica de 95%
(p<0,05), a fim de estabelecer a interpretacdo adequada das hipéteses. O software empregado
para a realizacdo das referidas analises acima descritas foi o Statistix® versdo 9.0 (Analytical
Software, 2014).

23



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sinais Clinicos

Durante os 14 dias de instilagdos dos colirios nos sacos conjuntivais dos diversos cées,
ndo se observou qualquer tipo de hiperemia conjuntival, prurido, quemose, congestdo
episcleral, edema corneano, alteracéo no crescimento ou coloracdo dos cilios. Nenhum animal
teve qualquer tipo de alteracdo oftalmoldgica ou comportamental no periodo do experimento
e apds 0 mesmo; comprovando, assim, a seguranca na utilizacdo desses novos colirios.

5.2 Avaliacdo da Atividade de ECA1

Os resultados obtidos da atividade de ECA1 pelo laboratério TECSA, utilizando o
meétodo cinético-enzimatico, revelaram que os valores em todos os protocolos foram maiores
no Gltimo dia do experimento (Quadro 2), seguindo sempre os valores de referécia de 8 a 45
u/L. O grupo A (GA) foi o que teve maior aumento nos valores de ECAL, seguido do grupo B
(GB) e C (GC), porém néo € possivel levar em consideracdo os valores do grupo A porque
foram obtidos apenas a dosagem de ECA1 de 2 animais deste grupo em decorréncia da
coagulacao do sangue durante o envio das amostras dos demais animais, 0 que impossibilitou
a desoragem e dosagem de ECAL.

Quadro 2: médias das concentracbes de ECAL obtidas nos dias 0 e 18 dos grupos tratados respectivamente com
timolol 0,5% (GA), captopril 0,1 e 0,5% (GB) e DIZE 0,1 ¢ 0,5 % (GC).

Protocolos Timolol (GA) Captopril (GB) DIZE (GC)
ECA1 ECA1 ECA1 ECA1 ECA1 ECAl ECA1
(0) (18) (0) (18) (0) (18)
Animais 2 2 5 5 5 5
Média 50,00 69,00 43,80 56,00 55,20 57,00
Desvio Padrao 8,48 7,07 12,13 12,02 36,21 25,64

ECA1 do grupo B teve um aumento significativo entre o dia 0 e dia 18 (p=0,0483;
r2=0,7017) que se opBe aos resultados de Abrans e colaboradores (1991), os quais observaram
uma diminuic¢do (17,5%) dos valores de ECA1 no soro dos cinco cédes que foram tratados
topicamente com o colirio de SCH 33861, um inibidor de ECA1 formulado pela Schering
Corporation.

Os valores de ECAl1 do grupo C também tiveram um aumento significativo
(p=0,0360), porém estatisticamente o percentual de vezes que essa elevagdo pode ser vista em
animais tratados com tal droga (r?=0,7527) foi maior que a observada no grupo B.

Mesmo com esse alto percentual estatistico dos grupos B (r2=0,7017) e C (r2=0,7527),
ndo é possivel afirmar que o captopril (um inibidor de ECA1) e o DIZE (um ativador de
ECA2), tendem a elevar os valores de ECA1 (Figura 10); pois em decorréncia do curto
periodo experimental, essas drogas podem fisiologicamente ter causado um feedback positivo
nesses primeiros dias de tratamento que com o tempo seria compensado pelo organismo
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gerando entdo uma reducdo nos valores de ECAL, como seria 0 esperado em se tratando do
eixo SRAA com um inidor de ECA1 e um ativador de ECAZ2.
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Figura 10: médias dos valores de ECAL obtidos nos dias 0 e 18 dos cées dos grupos captopril e DIZE.

5.3 Avaliacdo do TLS1

Os valores do TLS1 do olho direito (controle) de todos os cdes do experimento
aumentaram entre o primeiro e o Gltimo dia (Quadro 3), sendo que o grupo do DIZE foi o que
mais se elevou (GC= +4,666 mm/min.), seguido do grupo do timolol (GA= +4,337 mm/min.)
e do captopril (GB= +4,16). Esse aumento no TLS1 ndo teve diferenca estatistica entre 0s
grupos porgue se deve a producdo reflexa do filme lacrimal (SLATTER, 2004), uma vez que
os olhos esquerdos estavam sofrendo a acao da instilacdo das respectivas drogas.

Quadro 3: médias e desvio-padrdo dos valores de TLS1 obtidos nos dias 0 e 18 dos olhos direitos usados como
controle para os respectivos grupos: timolol 0,5% (GA), captopril 0,1 e 0,5% (GB) e DIZE 0,1 e 0,5 % (GC).

Protocolos OD Timolol (GA) Captopril (GB) DIZE (GC)
TLS1 TLSO TLS 18 TLSO TLS 18 TLSO TLS 18
Animais 6 6 6 6 6 6
Média 17,33 21,66 17,83 22,0 19,16 23,83
Desvio Padréao 3,07 5,16 2,22 2,82 2,92 7,02

Os valores do TLS1 do olho esquerdo (tratados) de todos os cdes do experimento
aumentaram entre o primeiro e o ultimo dia (Quadro 4), sendo que o grupo do timolol foi o
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que mais se elevou (GA= +6,0 mm/min), seguido do grupo do captopril (GB= +4,167
mm/min) e do DIZE (GC= +2,666 mm/min).

Quadro 4: médias e desvio-padrao dos valores de TLS1 obtidos nos dias 0 e 18 dos olhos esquerdos dos grupos
de cées tratados respectivamente com: timolol 0,5% (GA), captopril 0,1 e 0,5% (GB) e DIZE 0,1 e 0,5 % (GC).

Protocolos OE Timolol Captopril DIZE
TLS1 TLSO TLS 18 TLSO TLS 18 TLSO TLS 18
Animais 6 6 6 6 6 6
Média 18,0 24,0 19,83 24,0 20,66 23,33
Desvio Padrao 5,51 4,77 2,04 2,75 3,44 5,75

Quando séo comparados os resultados obtidos entre olhos direito e esquerdo de cada
grupo, observa-se que no final do tratamento do grupo do timolol (dia 18) houve um aumento
significativo (p= 0,0384) dos valores de TLS1 (Figura 11). Esse aumento se contrapde com 0
descrito por diversos autores (KUNER et al., 2013; BONOMI et al., 1980), que relatam uma
diminuicdo do TLS1 nos animais e em humanos tratados a longo prazo com o timolol.
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Figura 11: médias dos valores do TLS1 dos olhos direitos (D) e esquerdos (E) dos cdes do grupo do timolol
(T1M) obtidos no dia 0 e 18.

Como existem poucos estudos correlacionando o timolol com a producédo lacrimal dos
olhos de cées, ndo é possivel desconsiderar esses valores estatisticos em que o percentual de
vezes que essa elevacdo no TLS1 pode ser vista em cées tratados a curto prazo com tal droga
chega a 62,25% (r2=0,6225). Porém, essa elevagdo mostrada neste trabalho e os resultados de
TLS1 sem variagdes estatisticas apos a instilacdo dessa mesma droga em cées normotensos, 2
vezes ao dia, por 8 semanas, também foram observados por outros pesquisadores em
tratamentos de curta duracdo (ROBINSON et al., 2013). A longo prazo, como foi o caso dos
caes glaucomatosos tratados por 12 meses (KUNER et al., 2013), talvez essa droga possa
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realmente interferir na producédo do filme lacrimal; merecendo, assim, grande atencdo na sua
prescricdo principalmente em se tratando de animais portadores de ceratoconjuntivite seca.

Ainda comparando os resultados obtidos entre olhos direito e esquerdo de cada grupo,
é possivel observar que no final do tratamento do grupo do captopril (dia 18) houve um
aumento significativo (p=0,0453) dos valores de TLS1 (Figura 12). Esse € um dado estatistico
que pode ser visto em 59,21% (r2=0,5921) dos casos de olhos tratados com essa droga, 0 que
requer atencao especial pois ndo existe referéncia na literatura quanto a producéo lacrimal de
cdes tratados com colirio de captopril e, talvez, essa dever-se-a uma droga de escolha para
cdes glaucomatosos portadores de ceratoconjuntivite seca.
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Figura 121: médias dos valores do TLS1 dos olhos direitos e esquerdos dos cées do grupo do captopril, obtidos
no dia 0 e 18.

Com relagdo ao comparativo entre os valores de TLS1 entre olhos direito e esquerdo
do grupo do DIZE, embora seja notorio o aumento destes valores, 0 mesmo ndo demonstrou
valor estatistico significativo (Figura 13). Isso € perfeitamente explicado, uma vez que 0s
olhos esquerdos estdo recebendo um veiculo aquoso duas vezes ao dia durante os 14 dias de
experimento, o que somara com a producéo lacrimal individual normal e obviamente dara um
valor maior do que no primeiro dia do experimento em que nada estava sendo instilado nestes
olhos. Em contrapartida, a existéncia da producdo lacrimal reflexa ndo deve ser esquecida
(SLATTER, 2004), a qual explica também a elevacdo, mesmo que ndo estatisticamente
significativa, dos valores de TLS1 nos olhos direitos.
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Figura 13: médias dos valores do TLS1 dos olhos direitos e esquerdos dos cées do grupo do DIZE, obtidos no
diaOe 18.

Dessa forma, o DIZE foi a Unica droga que ndo alterou significativamente a producéo
lacrimal dos cées. O timolol foi o que mais elevou os valores do TLS1 quando comparamos
os olhos direitos e esquerdos (p=0,0384; r2=0,6225), seguido do captopril (p=0,0453,
r2=0,5921), porém ndo deve ser esquecida a tendéncia do primeiro, a longo prazo, causar uma
diminuicdo nos valores do TLS1 e, portanto, agravar 0s casos de pacientes portadores de
ceratoconjuntivite seca.

5.4 Avaliacdo da FC

Os valores de média e desvio padrdo das FC obtidos nos 3 primeiros dias referidos
como controle, nos 7 dias com as concentragdes do timolol 0,5%, captopril 0,1% e dize 0,1%
e nos ultimos 7 dias com as concentracdes do timolol 0,5%, captopril 0,5% e dize 0,5% estdo
representados no quadro abaixo (Quadro 5).

Quadro 5: médias e desvio-padrdo dos valores de FC obtidos entre os intervalos de dias: 1-3 dias (controle), 4-
10 dias e 11-17 dias, dos grupos de ces tratados respectivamente com: timolol 0,5% (GA), captopril 0,1 e 0,5%
(GB) e DIZE 0,1 € 0,5 % (GC).

Timolol (GA) Captopril (GB) DIZE (GC)
FC 1-3d 4-10d 11-17d 1-3d 4-10d 11-17d 1-3d 4-10d 11-17d
Animais 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Média 105,0 104,0 106,0 123,0 127,0 116,33 | 115,33 | 122,67 120,33
Desvio 8,17 5,05 6,57 10,86 7,97 13,29 7,0 3,26 5,12
Padréo
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Embora nos estudos com pacientes humanos (PRATT et al., 2015), o timolol topico
cause efeitos adversos como bradicardia; neste experimento foi observado que os valores de
FC do grupo tratado com timolol ndo demonstraram diferenca estatistica, ou seja, o timolol
ndo causou bradicardia nestes cées (Figura 14).
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Figura 14: médias dos valores de FC dos cdes dos grupos timolol, captopril e DIZE, respectivamente; obtidos
nos dias 1-3 (controle), 4-10 (tratamento com menor concentracdo das drogas) e 11-17 (tratamento com alta
concentragdo das drogas).

No estudo realizado no Japdo, com 6 cdes, ndo portadores de glaucoma, da raca
Beagle, nenhum teve alteracdo significativa da FC apds terem seus olhos tratados com timolol
0,5%, uma vez ao dia, durante 7 dias (TAKIYAMA, 2006), assim como o observado neste
estudo. Numa outra pesquisa realizada nos EUA, os 5 cdes normotensos, da raca Beagle, que
foram submetidos a instilacdo dessa mesma droga 2 vezes ao dia, sofreram uma queda na FC
durante os 4 dias iniciais do tratamento e, em seguida, a FC voltou a subir equiparando aos
valores iniciais (ABRAMS et al., 1991).

Em contrapartida, existem autores que relatam o efeito colateral de bradicardia (-11.9
+ 2.0 bpm) em cées glaucomatosos tratados topicamente com timolol O,5% (PLUMMER et
al., 2006) assim como ocorre em humanos. Como existem poucos estudos com relacdo aos
efeitos sistémicos apds o uso tépico do timolol nos olhos dos cées e, aqueles realizados em
cdes glaucomatosos mostraram presenca de bradicardia se contrapondo aos achados em cées
normotensos; ndo se deve descartar a ocorréncia desse efeito colateral apos o uso do timolol
em animais portadores dessa patologia ocular.

O uso tdpico do captopril 0,1% nao alterou significativamente a FC dos cdes, mas o
captopril 0,5% reduziu (p=0,0068; r2=0,8360), quando comparado com os valores do captopril
0,1%. Como o Unico estudo realizado com 6 cdes normotensos da raca Beagle, os quais
tiveram seus olhos tratados com SCH 33861 a 0,1% (um inibidor de ECA produzido pela
Schering-Plough), apresentou no segundo dia uma reducdo na FC, seguida de uma elevagéo
dos valores equiparando aos iniciais (ABRAMS et al., 1991); ndo foi possivel afirmar que
existam efeitos colaterais dessa droga sobre a FC quando administrada nessa concentracao e
por via topica. Porém, vale ressaltar a bradicardia observada no grupo tratado com essa droga
numa concentragao mais elevada.
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Com relacdo ao grupo do DIZE, ndo houve diferenca estatistica na FC dos animais
tratados, embora a média dos valores obtidos no controle tenham sido menores que as obtidas
nos dias de tratamento a 0,1% e 0,5%. Assim como nos estudos com o captopril topico,
também ndo hé estudos correlacionando os efeitos do DIZE topico sobre a FC em cées.

Comparando essas duas novas drogas que envolvem o SRAA, o captopril 0,1% e o
DIZE nas concentrac6es de 0,1% e 0,5% sdo as mais recomendadas com relacéo a auséncia de
efeitos colaterais como a bradicardia em cées.

5.5 Avaliacdo da PAS

Os valores da PAS obtidos nos 3 primeiros dias referidos como controle, nos 7 dias
com as concentracdes do timolol 0,5%, captopril 0,1% e DIZE 0,1% e nos ultimos 7 dias com
as concentragdes do timolol 0,5%, captopril 0,5% e DIZE 0,5% estdo representados no quadro
abaixo (Quadro 6).

Quadro 6: médias e desvio-padrdo dos valores de PAS obtidos entre os intervalos de dias: 1-3 dias (controle), 4-
10 dias e 11-17 dias, dos grupos de cdes tratados respectivamente com: timolol 0,5% (GA), captopril 0,1 e 0,5%
(GB) e DIZE 0,1 e 0,5 % (GC).

Timolol (GA) Captopril (GB) DIZE (GC)
PAS 1-3d 4-10d | 11-17d 1-3d 4-10d | 11-17d 1-3d 4-10d 11-17d
Animais 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Média 120,0 | 118,33 | 118,33 | 120,0 | 118,33 | 115,00 | 113,33 | 1150 118,33
Desvio 6,32 7,52 4,08 6,32 4,08 5,47 8,16 5,47 7,52
Padréo

Segundo a analise de variancia das diferencas entre as médias, considerando um nivel
de significancia de 5 % ou 10%, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos ou entre as
variaveis dentro de cada grupo (Figura 15). Esses resultados corroboram com os obtidos por
Foureaux e colaboradores (2013) quando utilizaram o DIZE por via topica e sistémica em
grupos distintos de ratos e nenhuma alteracdo foi observada nas PAS destes animais. Portanto,
até o presente momento, 0s poucos estudos sobre o DIZE e seus efeitos sistémicos,
demonstram que tanto em ratos como em cdes ndo hé interferéncia dessa droga com a PAS.
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Figura 15: médias dos valores de PAS dos cées dos grupos timolol, captopril e DIZE, respectivamente; obtidos
nos dias 1-3 (controle), 4-10 (tratamento com menor concentracdo das drogas) e 11-17 (tratamento com alta
concentragdo das drogas).

Um Unico estudo realizado com SCH 33861 a 0,1% (um inibidor de ECA manipulado
pela Schering-Plough) sendo instilado nos olhos de 6 cdes normotensos, da raca Beagle,
revelou uma reducéo significativa da PAS nos 5 dias de tratamento (ABRAMS et al., 1991).
Embora esse resultado se contraponha com o encontrado neste experimento, ndo € possivel
descartar uma possivel influéncia dessa droga sobre a PAS, pois sdo poucas as pesquisas
nessa area.

Com relacdo ao maleato de timolol 0,5%, assim como o observado nos 5 cdes
normotensos da raca Beagle que foram tratados duas vezes ao dia com essa mesma droga
(ABRAMS et al., 1991), ndo existiu interferéncia da droga administrada por via topica sobre a
PAS.

5.6 Avaliacdo da PI1O

Todos os cdes deste experimento (GA, GB e GC), tiveram a pressdo dos seus olhos
esquerdos (tratados) diminuida quando comparada a pressdo dos olhos direitos (controle) em
quase todos os dias e horarios em que houve aferi¢do (Figura 16).
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Figura 16: médias dos valores de P10 dos olhos esquerdos tratados com timolol (GA), captopril (GB) e DIZE
(GC) e dos olhos adelfos usados como controle (CTRL); obtidos durante o experimento com baixa dose (4-10

dias) e alta dose (11-17 dias) nos diferentes horérios (6hs, 12hs e 18hs).
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Nos primeiros sete dias de tratamento com o timolol 0,5%, a média da P10 dos olhos
esquerdos teve uma diminuicdo de 2 mmHg (Quadro 7) quando comparado com a média
obtida nos olhos direitos (controle). Nos demais sete dias de tratamento com a mesma droga, a
média da PIO continuou diminuindo (2,17 mmHG), demonstrando que essa droga é capaz de
reduzir a PIO de cdes com pressdao normal, como o mostrado por Abrams e colaboradores
(1991) e Takiyama e colaboradores (2006). O trabalho dos primeiros autores (1991) revelou
uma diminuicéo da P10 em 3,0 mmHG (p<0,01) nos cinco cdes normotensos, da raca Beagle
tratados com a mesma droga e, o trabalho dos segundo autores (2006), também realizado com
cdes normotensos, da raca Beagle, mostrou uma reducdo ainda maior da PIO em 5,3 mmHg
(p<0,01), ambos sem efeitos colaterais. Essa reducdo mais acentuada observada neste segundo
trabalho, pode ser explicada ao observarmos o veiculo oleoso usado na formulacgéo do timolol
em gel por esses autores, o qual permite uma aderéncia maior da droga na superficie ocular,
prolongando seu efeito.

Quadro 7: médias e desvio-padrao dos valores de P10 obtidos dos olhos direitos e esquerdos entre os intervalos
de 4-10 dias e 11-17 dias, dos grupos de cées tratados com timolol 0,5% (GA), seguido da diferenca significativa
da P10 entre OD e OE (p<0,05) e das percentagens de repeticdo desses dados (r?).

Timolol (GA)
PIO oD OE (p<0,05) r2
4-10d 16,66 + 1,03 14,66 + 1,63 0,0002 0,9707
11-17d 17,33+ 0,51 15,16 £ 1,16 0,0196 0,7256

Além do observado em caes, o timolol foi capaz de reduzir a PIO em coelhos em
cerca de 4,5 £ 0,3 mmHG (WATKINS, 1987) e em seres humanos em 10,2 + 2,02 mmHg
(KHAN et al., 2012). Portanto, essa € uma droga importante no tratamento do glaucoma de
animais ou humanos.

Com relacdo aos efeitos do captopril sobre a PIO, nas diferentes concentragdes
utilizadas nesse estudo, foi notdria a reducdo da mesma conforme o aumento da concentracdo
do captopril. Nos primeiros sete dias de experimento com o captopril a 0,1%, a P1O reduziu
em 1 mmHg (Quadro 8) quando os valores do olho direito (controle) foram comparados com
0 olho esquerdo (tratado). Nos outros sete dias de experimento com o captopril a 0,5%, a PIO
reduziu em 2,5 mmHg. Essa reducdo também foi observada num experimento realizado com 5
caes normotensos, da raca Beagle, quando tiveram uma reducdo de 3 mmHg ap6s a instilacéo
de SCH 33861 — 0,1% (ABRAMS et al., 1991).

Quadro 8: médias e desvio-padrao dos valores de P10 obtidos dos olhos direitos e esquerdos entre os intervalos
de 4-10 dias e 11-17 dias, dos grupos de cdes tratados com captopril 0,1% e 0,5% respectivamente (GB), seguido
da diferenca significativa da P10 entre OD e OE (p<0,05) e das percentagens de repeticdo desses dados (r?).

Captopril (GB)
PIO oD OE (p<0,05) r2
4-10d 15,0+ 1,09 14,0 £ 0,63 0,0257 0,6875
11-17d 17,83+ 0,75 15,33 £1,03 0,0290 0,6691

Um estudo comparando os efeitos de diversos inibidores de ECA em coelhos
normotensos, também comprovou a reducdo da PIO equiparavel a redugdo ocorrida quando
instilado o colirio de maleato de timolol 0,5%, sem apresentar qualquer tipo de efeito colateral

33



(WATKINS et al., 1987). Nesse estudo, os olhos tratados com colirio de SCH 33861 —
0,001%, um inibidor de ECA né&o-sulfidrilo produzido pela Schering-Plough, reduziu a P10
em 4,8 £ 0,5 mmHg; o colirio de captopril 0,1% reduziu em 4,0 £ 0,4 mmHg, o colirio de
enalapril reduziu em 4,7 £ 0,4 mmHg e o timolol 0,5%, em 4,5 + 0,3 mmHog.

Uma reducgdo mais acentuada foi observada em coelhos induzidos ao glaucoma com
glicose 5% por via intrevenosa, quando foi comparada a acao dos colirios de perindopril 1% e
pilocarpina 1% (MEHTA et al., 2010). Nesse estudo, a P10 dos olhos tratados com a primeira
droga, sofreu uma reducdo de 35 * 1,38 mmHg para 22,45 + 1,42 mmHg e, os tratados com a
segunda droga tiveram uma reducgéo de 34,4 + 0,81 mmHg para 20,15 £+ 0,69 mmHg. Isso
comprova que os inibidores de ECA sdo potentes redutores da PI1O, principalmente quando
administrados em olhos glaucomatosos.

O estudo realizado com o DIZE também revelou uma marcada redugdo da PIO de 1,5
mmHg nos olhos dos cées tratados topicamente com a concentracédo de 0,1% e de 1,67 mmHg
nos tratados com 0,5% (Quadro 9).

Quadro 9: médias e desvio-padrao dos valores de P10 obtidos dos olhos direitos e esquerdos entre os intervalos
de 4-10 dias e 11-17 dias, dos grupos de cdes tratados com DIZE 0,1% e 0,5% respectivamente (GC), seguido da
diferenca significativa da PIO entre OD e OE (p<0,05) e das percentagens de repeticdo desses dados (r?).

DIZE (GC)
PIO oD OE (p<0,05) r2
4-10d 16,33 +2,33 14,83 2,31 0,0011 0,9318
11-17d 180+ 154 16,33+ 0,81 0,0612 0,5312

Diferentemente do ocorrido em nosso estudo com o DIZE t6pico em cdes (Unico na
literatura até o presente momento), as administracfes tdpicas de angiotensina (1-7), um
agonista de receptor Mas, em olhos de coelhos normotensos ndo reduziram a PIO. Em
contrapartida, a administracdo intravitrea de 50 puL dessa mesma droga nos olhos de coelhos
normotensos, foi capaz de reduzir significamente (p=0,008) a PIO (VAAJANEN et al., 2014)
(Anexo D). Nesse mesmo estudo, os autores aplicaram 50 pL de angiotensina (1-7) intravitrea
em outro grupo de coelhos normotensos e, em seguida, administraram A-779, um antagonista
do receptor Mas, para avaliar o eixo ECA2/Ang (1-7)/receptor Mas. Com isto, eles puderam
comprovar que o efeito hipotensor da Ang (1-7) foi bloqueado pela A-779.

Embora em olhos normotensos de coelhos a Ang (1-7) seja capaz de reduzir a P10, o
mesmo ndo ocorre quando analisamos o eixo SRAA em olhos normotensos de ratos. Qualquer
que seja a via de administracdo nessa espécie, ndo se observa a reducdo da PIO. Tal
discrepancia entre olhos normotensos de ratos e coelhos, segundo estes autores, dever-se-a a
evolucdo das espécies (FOUREAUX et al., 2015).

Entretanto, nesse mesmo estudo de Foureaux e colaboradores, quando causaram
glaucoma nos olhos de ratos e, em seguida, trataram um grupo desses animais com DIZE
sistémico e outro grupo com DIZE topico, eles observaram uma reducdo da PIO de 27,9 £ 7,0
mmH para 11,2 £ 4,6 mmHg e de 27,1 £ 5,0 mmHg para 8,7 £ 1,1 mmHg respectivamente
(Anexo E).

Ainda no experimento de Foureaux e colaboradores, quando causaram glaucoma em
um outro grupo de ratos e, uma semana depois do glaucoma instalado, iniciaram o tratamento
topico simultaneo de DIZE (1 mg/Kg) e A-779 (120ug/d), um antagonista da Ang (1-7); eles
comprovaram que o A-779 foi capaz de blogquear totalmente o efeito hipotensor do DIZE
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sobre a PIO (Anexo F). Dessa forma, foi sugerido que a ativacao intrinseca de ECA2 aumenta
a producao de Ang (1-7), a qual age no receptor Mas causando reducao na PIO.

Tomando como base os experimentos referidos acima (VAAJANEN et al., 2014,
FOUREAUX et al., 2015), é possivel compreender a reducdo da P1O dos olhos normotensos
dos cées deste experimento em questdo, como uma agdo do DIZE ativando a producgéo de
ECAZ2 que consequentemente aumenta a producdo de Ang (1-7), a qual age sobre o receptor
Mas reduzindo a PI1O. Ainda seguindo a linha de pesquisa dos mesmos, numa linha evolutiva
das espécies, os olhos de ratos normotensos ndo sofrem a acdo dessas drogas do eixo SRAA,
mas os olhos de coelhos e cdes normotensos, demonstraram a agdo dessas drogas no eixo Ang
(1-7)/receptor Mas. Entretanto, em se tratando de olhos glaucomatosos, independentemente da
espécie, héd acdo dessas drogas no eixo, reduzindo a PIO; o que comprova o anteriormente dito
por Vaajanen e colaboradores (2014):

“O SRAA local ¢ mais fortemente ativado em situaces
fisiopatoldgicas, tais como no glaucoma, quando
observamos a reducdo da PIO de maneira mais
eficiente”.

5.7 Avaliacao do Diametro Pupilar

Os diametros pupilares de todos os animais foram avaliados quanto a miose, midriase
e normalidade, trés vezes ao dia, durante todo o experimento. Em se tratando de dados néo-
paramétricos, ou seja, dados que ndo seguem uma normalidade, foi realizado o teste néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, o qual confirmou que os diametros pupilares dos animais
pertencentes a cada grupo, ndo sofreram variacdes significativas (Figura 17). Esse dado com
relacdo ao grupo do timolol (Unica droga com dados cientificos registrados quanto a essa
variavel), se contrapde com os relatados por outros pesquisadores (ROBINSON et al., 2013;
TAKIYAMA et al., 2006), os quais mostraram a presenca de miose em cdes, normotensos e
glaucomatosos, tratados com timolol tépico. Por se tratar de uma analise subjetiva, mais
estudos dever-se-ao realizar para melhor analisar tal variavel.
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Figura 17: médias dos valores representados de diametro pupilar (-1=miose, 0=normal, +1=midriase) dos olhos
tratados com timolol, captopril e DIZE, nos dias 0 e 18, mostrando os valores méximos e minimos obtidos.

Quando sdo comparadas as variaveis de concentracdes entre os diferentes grupos de
tratamento, alguns didmetros variaram estatisticamente. Neste caso, o captopril 0,1% e o dize
0,1% diferiram significativamente (p=0,0043) demonstrando que o primeiro manteve o
didametro pupilar dentro da normalidade, mas o segundo, tendeu a causar midriase quando
tiveram seus dados comparados. O captopril 0,1% também diferiu do timolol (p=0,0056),
guando o primeiro tendeu a normalidade do didmetro pupilar e o segundo tendeu a midriase
qguando comparados. Portanto, comparando as diferentes concentragdes entre os diferentes
grupos, o captopril 0,1% foi o que menos alterou o diametro pupilar, mantendo, assim, as
pupilas proximas dos seus diametros iniciais normais.
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6 CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos com a pesquisa, conclui-se que:

1- Os colirios de captopril e DIZE formulados em diferentes concentraces e administrados
pela primeira vez na superficie ocular de cdes possuiram boa penetrabilidade e néo
apresentaram efeitos colaterais a nivel oftalmoldgico.

2- Quanto a producdo lacrimal, o DIZE foi a unica droga que ndo alterou o TLS; sendo o
captopril mais indicado para os portadores de ceratoconjuntivite seca e o timolol contra-
indicado para os portadores desta patologia ocular.

3- Todas as drogas diminuiram os valores da PIO, sendo que na segunda semana de
tratamento, com concentragdes maiores, as redugcdes foram mais acentuadas.

4- A FC ndo sofreu alteracdo nos tratamentos com timolol 0,5%, DIZE 0,1% e 0,5% e
captopril 0,1%, mas houve bradicardia nos animais tratados com captopril 0,5%.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Como néo existem estudos avaliando os efeitos do aceturato de diminazeno (DIZE)
em cdes portadores de glaucoma, preconizam-se pesquisas que permitam elucidar os efeitos
benéficos dessa droga com relacdo a reducdo da PIO sem efeitos colaterais a nivel ocular e
sistémico, como os observados no trabalho em questdo com cées normotensos.
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ANEXO A

Tabela A: efeito de algumas drogas antiglaucomatosas na pressao intra-ocular, na produgéo e
drenagem do humor aquoso (WETZMAN & CAPRIOLI, 2006)

Agueous Agueous
production  out-flow

Compound IOP (%) ) (%)
Mon=selective P-blocker - 20-30 U
pl-selective f-blocker o 15-25 w25
Direct miotic 11525 T2s
Mon=selective adrenerge agonist  « 15-25 T
ad-agonist - 20-30 - 35 ?
Carbonic anhyd rase inhibitor o 20-35 - 35
Prostaglandin analogue - 2535 T 100

IOF, intraccular pressure.
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ANEXO B

Tabela B: localizacdo dos componentes do SRA nos tecidos oculares de diferentes espécies
(VAAJANEN, 2009).

RAS molecule Eye part Species References
Promnin Retina Human Sramek ef al, 1988 [18]
Ciliary body Human Danser et af., 1989 [19]
Vitreous body Human
Renin Retina Human, rabbit Danser et al., 1989 [19]
Ciliary body Rabbit Wagner ef af, 1996 [20]
Choroid Human, rabbit Ramirez e al , 1996 [21]
Iris Rabbit
Vitreous body Human, rabbit
AH Rabbit
Angiotensinogen Retina Human, rabbit Sramek ef al, 1992 [22]
Ciliary body Human, rabbit Ramirez e al , 1996 [21]
Chorod Human, rabbit Wagner ef af, 1996 [20]
Iris Human, rabbit
Vitreous body Human, rabbit
AH Rabbit
ACEI Retina Dog, monkey, human Vita er al, 1981 [23]
Rabbit, porcine Weinreb et af., 1985 [24]
Ciliary body Human, rabbit, porcine Immaonen e¢ al., 1987 [25]
Choroid Dog, monkey, human Ramirez e al , 1996 [21]
Rabbit, porcine Wagner ef af, 1996 [20]
Sclera Dog, monkey Shiota et al., 1997 [26]
Iris Rabbit, porcine Genget al., 2003 [27]
Cornea Human Savaskan et al, 2004 [28]
Vitreous body Dog, monkey, rabbit
AH Human, dog, monkey, rabbit
Tear fluid Human, rabbit
ACE2 Retina Rodent Tikellis ef afl., 2004 [29]
Human Senanayake et al, 2007 [30]
Chymase Choroid Dog Shiota ef al., 1997 [26]
Sclera Dog Maruichi et al, 2004 [31]
Vitreous body Human
Ang II receptor type 1 Retina Human Savaskan ef al, 2004 [28]
Cornea Human Senanayake ef al, 2007 [30]
Ang IT receptor type 2 Retina Human Senanayake et al, 2007 [30]
Angl Retina Porcine Danser e af. [19] [32]
Choroid Porcine
Vitreous body Poreine, human
AH Human
Ang II Retina Human, porcine, rabbit Danser et al. [19] [32]
Ciliary body Human, rabbit Ramirez ei al, 1996 [21]
Choroid Poreine, human, rabbit Savaskan ef al, 2004 [28]
Iris Rabbit Senanayake ef al, 2007 [30]
Cornea Human
Vitreous body Porcine, human, rabbit
AH Human, rabbit
Ang 1-7 Retina Human Senanayake ef al, 2007 [30]

ACE, angintensin-converting enzyme; AH, aqueous humour; RAS, renin-angiotensin system.
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ANEXO C

Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

CY¥L

| ||
a :
A INSTITUTO DE VETERINARIA - UFRRJ

Seropédica 10 de outubro de 2014

DECLARACAO DE APROVACAO

Declaramos para os devidos fins que foi aprovado o protocolo de nimero 112/2014
intitulado “Influéncia de farmacos no Sistema-Renina-Angiotensina-Aldosterona do
globo ocular de cdes: desenvolvimento farmacotécnico e avaliacio clinica.” encaminhado
pelo Professor (a) do Departamento Ciéncias Fisioldgicas, Luis Carlos Reis. Informamos que
foi aprovado em reunido ordinéria da CEUA-IV realizada no dia 10 de outubro de 2014, apds

avaliacéo do plenario da referida Comiss&o.

Folio B St e
Fabio Barbour Scott Jonimar Pereira Paiva
Coordenador CEUA-IV Vice-Coordenador CEUA-IV

BR 465, Km 7 — Campus da UFRRJ

Seropédica — Rio de Janeiro — CEP: 23.890-000
Telefone: (021) 2682-3051 E-mail: ceua.iv.ufrrj@gmail.com
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ANEXO D

Gréfico D: variagdo da pressdo intra-ocular (PIO) de coelhos normotensos apos
administracdo intravitrea de (A) angiotensina (1-7) e (B) angiotensina (1-7) seguido de A-779
(VAAJANEN et al., 2014)
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ANEXO E

Gréficos E: efeito do DIZE (1mg/Kg) administrado diariamente por via sisttémica (A) e
topica (B) em olhos de ratos induzidos ao glaucoma semanalmente (através da aplicacédo
intracameral de 30 pL de &cido hialurdnico) desde a primeira semana do experimento

(FOUREAUX et al., 2015).

A)  a0- 5

Control n=8
Control + DIZE n=8

B) 401

20+

IOP (mmHg)

Bl Glaucoma, n=8
[ Glaucoma + DIZE, n=8

T

Control, n=7
Control + DIZE, n=8

Il Glaucoma, n=7
[ Glaucoma + DIZE, n=8
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ANEXO F

Graéfico F: efeito do DIZE (1mg/Kg) administrado diariamente por via topica em olhos de
ratos normotensos e em olhos de ratos induzidos ao glaucoma semanalmente (através da
aplicacdo intracameral de 30 pL de acido hialurdnico) desde a primeira semana do
experimento. Efeito da co-administragcdo do A-779, um antagonista do receptor Mas,
bloqueando a acdo do DIZE sobre a PIO (FOUREAUX et al., 2015).
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- 301 ] g g
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E 2 H E3 Glaucoma + DIZE + A-779,n=5
0 1 2 3

Beginning of treatment with DIZE and A-779
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