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Resumo

Objetivo: Observar os efeitos da injecao intraestromal de biguanida a 0,02%, 0,1% e
0,5% em cérnea de coelhos. Métodos: Experimento prospectivo duplo cego. Foram utili-
zados 8 coelhos, identificados aleatoreamente e divididos em 4 grupos de 2 coelhos cada,
ocorrendo a administragao intraestromal de 0,2ml do farmaco na cérnea do olho direito.
O primeiro grupo recebeu biguanida na concentracdo de 0,02%, o segundo grupo a 0,1 %,
o terceiro a 0,5% e o quarto grupo (controle) recebeu a injecéo de placebo - Soro Fisiol6-
gico 0,9%. Um dos coelhos de cada grupo foi sacrificado no terceiro dia e o outro no
décimo dia ap6s a injecdo da droga e tiveram os olhos direitos enucleados e submetidos
a exame histopatoldgico. Resultados: Os coelhos que receberam placebo e biguanida a
0,02% apresentaram tanto no terceiro quanto no décimo dia da aplicacéo, reacdo infla-
matdria muito discreta. O coelho sacrificado no terceiro dia ap6s a inje¢do da droga a
0,1% apresentou infiltrado inflamatdrio discreto com neutrofilos e eosinéfilos, porém no
décimo dia houve necrose estromal, vascularizacao e infiltrado intenso. O terceiro grupo
apresentou necrose estromal, infiltrado moderado de leucdcitos e atrofia endotelial com
leucocitos na cAmara anterior ao terceiro dia, evoluindo com necrose estromal extensa,
infiltrado moderado e atrofia endotelial e epitelial no décimo dia. Conclusio: A biguanida
quando utilizada via estromal nas concentracdes de 0,1% e 0,5% pode causar efeitos
indesejaveis na cornea de coelho, o que nos desperta para a necessidade de estudos
posteriores com amostra maior para a confirmagao dos achados.
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INTRODUCAO

grupo das biguanidas vem sendo estudado

como potencial e versatil antimicrobiano, des

de 1879, na preservacdo de cosméticos e pro-
dutos farmacéuticos principalmente como principio ati-
vo em formulacdes desinfetantes e sanitizantes para di-
versas areas de aplicacao!?.

A biguanida polimérica, conhecida como PHMB -
Biguanida Polihexametileno -, foi sintetizada juntamente
com a clorexidina nos laboratérios da ICI na Inglaterra® e
denominada comercialmente como Vantocil IB. Estudos
demonstram desempenho antimicrobiano superior da
biguanida polimérica, quando comparada a outras
biguanidas como, por exemplo,a clorexidina . Por meio de
pesquisas, constatou-se os beneficios da eficicia do PHMB
como agente antimicrobiano ressaltados pelo amplo espec-
tro de acdo contra bactérias Gram-positivas, Gram-negati-
vas, virus e micro-organismos resistentes a antibioticos®?.

Ha décadas € estudado como ingrediente ativo
em formulagdes desinfetantes, inclusive para uso em in-
dustrias alimenticias, no controle de micro-organismos
patogénicos como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa®>.

Sua atividade ¢ mantida na presenca de matéria
organica como leite, sangue ou albumina. Desinfetantes
contendo PHMB como principio ativo podem ser utili-
zados na desinfec¢do de equipamentos, pisos, paredes
em sistemas abertos ou CIP (Clean-In-Place)??.

Em hospitais e dreas de satide o PHMB também é
indicado para desinfecgdo de pisos, paredes, mobilidrios
e artigos semicriticos. A sua eficdcia no controle de bac-
térias resistentes a antibioticos e virus pode ser um be-
neficio extra para controle de infec¢des hospitalares®?.

Em oftalmologia as biguanidas vém sendo utili-
zadas no tratamento da ceratite por Acanthamoeba™'?.
Também foi demonstrada a eficacia dessa droga no com-
bate a proliferacdao de micro-organismos em recipientes
de armazenamento de lentes de contato®'?, incluindo
Pseudomonas™ e Aspergillus"¥. Outro uso na oftalmo-
logia inclui utilizagdo como antisséptico pré-operatdrio
em cirurgias de catarata™.

O objetivo desse trabalho foi observar o efeito da
injecdo intraestromal de biguanida 0,02%,0,1% e 0,5%
em coelhos.

METODOS

Foram utilizados neste experimento coelhos albinos
daraga Nova Zelandia,4 machos e 4 fémeas,com peso vari-
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ando entre 2500 e 2800 g, provenientes do Biotério da Facul-
dade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo. Os
animais foram examinados pela médica veterinaria respon-
sdvel e mantidos na unidade de Técnica Cirtrgica e Cirur-
gia Experimental (UTECE / Santa Casa). O projeto de ex-
perimentacdo foi aprovado pela Comissio de Etica em Ex-
perimentagido Animal (CEEA) desta mesma faculdade e o
manuseio dos coelhos seguiu as normas e orientagdes do
Comité Brasileiro de Estudos em Animais de Experimenta-
¢ao (COBEA), da Association for Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO) e da UTECE / Santa Casa.

Os animais foram identificados aleatoriamente,
marcados na face interna da orelha direita com caneta
hidrografica e divididos em 4 grupos de 2 coelhos cada,
ocorrendo a administracao de 0,2ml do fAirmaco em ape-
nas um dos olhos (olho direito), por via intraestromal,
em regido temporal superior, apds receberem anestesia
apropriada. A dissec¢do das lamelas corneanas foi reali-
zada com espdtula crescente, com incisdo corneana no
limbo correspondente, formando-se assim um tinel
estromal. Neste local foi aplicado o fArmaco em estudo e
aincisao corneana foi selada com hidratacio estromal e
com sutura corneana (01 ponto) com fio mononylon 10.0.

A droga apresentava a seguinte composicao: (1)
Polihexametil biguanida (0,02 , 0,1 ou 0,5%), (2) Soro
Fisiol6gico 0,9% (veiculo de diluicdo).

O primeiro grupo recebeu biguanida na concen-
tracdo de 0,02%, o segundo grupo a 0,1%, o terceiro a
0,5%. O quarto grupo constituiu o grupo controle, rece-
bendo a injegdo de placebo - Soro Fisiologico 0,9% (SF
0,9%). Um coelho de cada grupo foi sacrificado no 3°dia
apos a injegdo da droga e tiveram seus respectivos olhos
direitos enucleados neste mesmo dia. Os demais coelhos
foram sacrificados no 10° dia, sendo igualmente submeti-
dos a enucleag@o do olho direito. O procedimento de
enucleagdo teve como prioridade a preservacdo da inte-
gridade da cornea 360°. Ap6s tal procedimento os olhos
foram imediatamente conservados em formol, tamponado
a 10% para subsequente exame histopatoldgico e avalia-
¢do dos efeitos causados pela droga.

Tanto a administracdo da droga quanto a
enucleacdo dos coelhos foram realizadas na Unidade
de Técnica Cirtrgica e Cirurgia Experimental da Facul-
dade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo
entre os dias 07 e 17 de abril de 2008 (protocolo n°160).

RESULTADOS

A avaliac@o histopatolédgica ocorreu em regime
duplo-cego,com avaliagio de fragmentos corneoesclerais
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dos olhos dos 8 coelhos em estudo. ro grupo) apresentou infiltrado inflamatério discreto

Dos 4 animais sacrificados, no terceiro dia apds  com raros neutréfilos (Figura 5). No segundo grupo
injecdo da droga, 2 deles apresentaram infiltrado infla-  (biguanida a 0,1%) observou-se necrose estromal,
matorio discreto com neutréfilos e eosindfilos (Figuras  vascularizagdo e infiltrado intenso (Figura 6). J4 no
1 e2) no local da injecdo, respectivamente os que rece-  terceiro grupo (biguanida a 0,5%) ocorreu necrose
beram biguanida a 0,02% (primeiro grupo) e biguanida  extensa, infiltrado moderado e atrofia endotelial e
a0,1% (segundo grupo). No entanto, o coelho que rece-  epitelial (Figura 7). O coelho sacrificado que recebeu
beu a droga na concentracdo de 0,5% (terceiro grupo)  SF 0,9% (quarto grupo) apresentou inflamacdo muito
apresentou ao exame histopatoldgico necrose estromal,  discreta (Figura 8).
infiltrado moderado de leucdcitos e atrofia endotelial Osresultados do grupo sacrificado nesta segunda
com leucdcitos na cAmara anterior (Figura 3). O coelho  fase encontram-se na tabela 2.
sacrificado que recebeu SF 0,9% (quarto grupo) apre-
sentou inflamagdo muito discreta (Figura 4).

Os resultados do grupo sacrificado nesta primei-
ra fase encontram-se na tabela 1.

Dentre os 4 coelhos restantes sacrificados no No presente estudo pode-se obter informagoes do
décimo dia, o que recebeu biguanida 0,02% (primei-  aspecto histopatolégico da reagdo da injecéo de biguanida

DiscussAo
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Tabela 1

Resultado do estudo histopatologico das cérneas
examinadas ao terceiro dia apos injecao de biguanida
em diferentes concentracées

Tabela 2

Resultado do estudo histopatolégico das corneas
examinadas ao décimo dia apods injecao de biguanida
em diferentes concentracoes

Concentracio Achados histopatologicos no 3°dia
de biguanida

0% (placebo) Inflamagdo muito discreta

0,02% Infiltrado inflamatério discreto com
neutrofilos e eosinodfilos

0,1% Infiltrado inflamatério discreto com
neutrofilos e eosinéfilos

0,5% Necrose estromal, infiltrado moderado

de leucdcitos e atrofia endotelial com
leucdcitos na cimara anterior.

no espaco intraestromal da cérnea de coelhos. Quando ad-
ministrada na concentracdo de 0,02% a substancia provo-
ca resposta inflamatoéria muito discreta, similar a da inje-
¢do de SF 0,9% neste mesmo local. Mesmo em um periodo
de acompanhamento um pouco maior (10 dias) nio se evi-
denciou resposta diferente em relagio ao placebo, nem
mudanga significativa do padrao histopatoldgico em rela-
¢do ao 3° dia. No entanto, houve uma diferenga significati-
va com o uso da biguanida a 0,1 %. Ap6s 3 dias da aplicacdo
da PHMB nesta concentragio, evidenciou-se um infiltrado
inflamatério discreto com neutréfilos e eosindfilos. No 10°
dia da inje¢do da mesma concentragio o animal apresen-
tou necrose estromal, vascularizagao e infiltrado intenso.
Em contrapartida, quando se aumentou a concentragao da
droga para 0,5 % foi possivel observar uma reagao diferen-
te. Ap6s 3 dias da aplicagdo da PHMB nesta concentracao,
evidenciou-se necrose estromal, infiltrado moderado de
leucdcitos e atrofia endotelial com leucdcitos na cdmara
anterior. No 10° dia da inje¢do da mesma concentragio o
animal apresentou necrose extensa, infiltrado moderado e
atrofia endotelial e epitelial.

CONCLUSAO

O estudo sugere, portanto, que a biguanida quan-
do injetada no espaco intraestromal da cérnea de coe-
lhos nas concentragdes de 0,02% comporta-se como o
placebo (SF 0,9%), ndo apresentando efeitos colaterais
histopatoldgicos relevantes. No entanto, foram evidenci-
adas diversas alteracdes desencadeadas pela PHMB nas
concentragdes de 0,1% e 0,5%, o que nos desperta para
a necessidade de estudos posteriores com uma amostra
maior para a confirmac¢@o dos achados.
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Concentracao
de biguanida

Achados histopatolégicos no 10° dia

0% (placebo) Inflamacdo muito discreta

0,02% Infiltrado inflamatério discreto com
raros neutrofilos

0,1% Necrose estromal, vascularizacio
e infiltrado intenso

0,5% Necrose extensa, infiltrado moderado

e atrofia endotelial e epitelial

ABSTRACT

Purpose: Observe the effects of corneal intrastromal
injection of biguanide at 0.02%, 0.1 % and 0.5 % in rabbits'
eyes. Methods: Doble blind prospective study. 8 rabbits
were used, randomly identified and divided into 4 groups,
with 2 rabbits each, with the administration of 0.2 ml of
the drug via intrastromal, in the right eye. The first group
received biguanide at a concentration of 0.02 %, the second
one at 0.1%, the third at 0.5% and the fourth group
(control) was given a placebo injection - saline solution
at 0.9%. One rabbit from each group was sacrificed on
the third day and the remaining rabbits on the tenth day
after the drug injection and had its right eyes enucleated
and submitted to histopathological analysis. Results: The
rabbits that received placebo and biguanide at 0.02%
presented, both on the third and the tenth day of the
application, mild inflammation response. The rabbit
sacrificed on the third day after the drug injection at 0.1%
presented mild inflammatory infiltrate with neutrophils
and eosinophils, although on the tenth day there was
stromal necrosis, vascularization and intense infiltrate.
The third group presented stromal necrosis, moderate
infiltrate of leukocytes and endothelial atrophy with
leukocytes in the anterior chamber on the third day,
developing extensive stromal necrosis, moderate infiltrate
and endothelial and epithelial atrophy on the t enth day.
Conclusion: Biguanide when used at concentrations of
0.1% and 0.5% may cause adverse reactions in the rabbit's
cornea, which arouses the necessity of further studies with
a larger sample to confirm the findings.

Keywords: Rabbits; Cornea/drug effects; Drug
toxicity; Corneal stroma; Drug evaluation/adverse effects
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