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intravitrea de ozénio diluido em solucéo salina balanceada (BSS) em
modelo experimental de endoftalmite por Staphylococcus epidermidis.
M étodos. DezessetecoelhosdaragaNovaZel andiareceberaminocul agéo
no olho direito de 0,1 ml de umasolucéo de 10°bactérias (S. epidermidis)
por ml para inducé@o de endoftalmite. Sete coelhos receberam injecéo
intravitrea de 0,1ml de BSS como controle e os outros dez coelhos re-
ceberaminjecdointravitreade0,1ml de BSS com ozbnio diluido a2 ppm.
Os dados foram quantificados de acordo com parémetros clinicos e
hi stopatol 6gi cos e computados numericamente para cada coel ho apos 24
horas de evolugdo. Asmédias e os desvios-padréo (DP) foram calculados
@ ecomparadospor meio detestet com duasamostras. Resultados: A média
da quantificag&o clinica dos olhos dos coelhos do grupo controle foi de
11,24 com DPde 1,04. A médiaclinicados ol hostratados com oz6nio foi
de 4,90 com DP de 1,29. A média dos olhos tratados com ozonio foi sig-
nificativamente menor do que os ndo tratados (P<0,01). A média da
guantificag@o histopatol dgica dos olhos dos coelhos do grupo controle
edogrupotratado comozoniofoi de17,00(DP=0,57) ede10,20(DP=1,30),
respectivamente. A respostainflamatériado grupotratadofoi significativa
mentemenor doqueondotratado (P<0,01). Conclusao: Oozéniodiminuiu
significativamente areacdo inflamatoria no model o de endoftal mite pes-
quisado. Isto ocorreu possivel mente devido aredugéo dacargabacteriana
provocado pelo 0zonio. Ainda é necessario estudar vias de administracao
e concentracfes de 0zonio mais eficazes em outros model os de infecgéo.
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Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Hae-
mophilus influenzae e Propionibacterium acnes)®® e a baixa
penetracdo farmacol 6gica através da barreira hematol 6gica do
olho®?, Suaincidénciavariade0,08 a0,4%, e ocorre com maior
frequiéncia apds procedimentos cirdrgicos (70%)@9. Seu trata-
mento depende de diagnéstico preciso e precoce e oferece
diferentes abordagens que visam a eliminacdo da bactéria e a
diminuicdo dareacdo inflamatéria desencadeada pelainfeccao.
As opgdes de tratamento atual mente sdo a utilizagdo de combi-
nacdes de antimicrobianos de amplo espectro administrados
por vérias vias associados com corticdides ou vitrectomia tera-
péutica®. A escolha de um destes métodos é controverso, ja
gue seus resultados sdo muito varidveis devido aviruléncia dos
organismos e arespostaindividual ao tratamento. A escolhade
terapia mais agressiva, em alguns casos, ndo é suficiente para
impedir o processo de destruicdo celular do olho®9.,

Ozbnio é utilizado para esterilizagéo de materiaisem gran-
de volume de forma eficaz. Sua utilizac&o na esterilizac8o de
agua e cerveja, além de materiais utilizados para embalagem
alimenticia, é reconhecida devido a sua eficacia contra agen-
tes microbianos e por ndo deixar residuos téxicos apés sua
decomposicdo®. Seu mecanismo de agdo antimicrobiano
ocorre por lise da membrana dos agentes ap6s oxidagdo. O
aspecto biomédico do ozbnio ndo foi amplamente discutido
pela pequena quantidade de referéncias bibliograficas do
assunto e pela falta de estudos amplos e controlados. Os
relatos sobre terapia com 0zénio na literatura limitam-se a
trabal hos e experiénciasisoladas, que ndo apresentam resulta-
dos controlados rigorosamente®19, Aplicacdo do 0z6nio como
formaterapéuticaviavel tem sido retomadaem estudos recen-
tes como hemoterapia®. Estas pesquisas atribuem outras qua-
lidades ao 0z6nio, tais como: estimulo a producéo de citoqui-
nas, sintese de anticorpos, ativagéo de linfocitos T, melhora
daoxigenacdo e do metabolismo celular por meio de vasodila-
tacdo e do aumento da resposta enzimética antioxidativa®.

Sobre o tratamento de endoftalmite infecciosa, dois estu-
dos®19 ressaltam possivel melhora da resposta inflamatéria.
Um estudo® experimental animal com injegdes intra-oculares
de ozénio encontrou melhora da inflamagdo. Outro estudo™®
compara um grupo de 27 pacientes com endoftalmite tratados
com vitrectomia utilizando solucéo salina ozonizada com um
grupo controle de 28 pacientes com endoftal mite tratados com
vitrectomiautilizando gentamicina. Os dois grupos apresenta-
ram evolugdes semel hantes.

Com a determinagdo recente de concentragdo sanguinea
terapéutica e o desenvolvimento de sistema de administracéo
direta®, aterapia com ozonio nas endoftal mites bacterianas
pode ser aternativa viavel e eficaz, tanto na destruicdo do
agente quanto na melhora da reag&o inflamatéria, sem causar
destruicdo tecidual.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito
terapéutico e os resultados da administracéo intravitrea de
0zébnio, diluido em solucdo salina balanceada, em modelo ex-
perimental de endoftalmite por Staphylococcus epidermidis
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em coelhos, analisando pardmetros clinicos e histopatol 6gi-
€os como resultados terapéuticos.

METODOS

Selecdo e manutencé@o dos animais de experimentacao

Dezessete coelhos albinos da raga Nova Zelédndia, com
peso de 2 a3 kg, foram selecionados. Sete delesforam utiliza-
dos como grupo controle do modelo de endoftalmite com
injecdo intravitrea de BSS e outros dez para tratamento com
injecdo intravitreade ozonio diluido em BSS. Osanimaisforam
mantidos na Unidade de Técnica Cirargica e Cirurgia Experi-
mental (UTECE)/Santa Casa de Sao Paulo, em gaiolas indivi-
duais, com suporte hidrico-alimentar mantido e controlado
diariamente. N&o foi constatado sinal de infecgcao prévia nos
animais estudados. O manuseio dos animais de experimenta-
¢a0 seguiu as normas e orientacbes do Comité Brasileiro de
Estudos em Animais de Experimentacédo (COBEA), da Asso-
ciation for Research in Ophthalmology (ARVO) edaUTECE/
Santa Casa.

Selecdo do agente bacteriano e preparo do inéculo

A partir de cepa de Staphylococcus epidermidis, disponi-
vel no Departamento de Microbiologia da Santa Casa de Séo
Paulo, solucdo de 0,1 ml foi preparada com concentracdo de
10° células por mililitro, obtida por turvacao.

Técnica da injecdo intravitrea

Os coel hos foram anestesiados com dose intramuscul ar de
1 ml demistural:1 deketamina (100 mg/ml) exilazina (20 mg/ml)
antes da inoculagdo do agente bacteriano. Colirio de propara-
caina a 0,5% foi usado para anestesia topica. Midriase foi
obtida e mantida com o uso de colirio de atropina durante o
experimento.

O modelo experimental de endoftalmite foi descrito por
Meredith e cols.. Foi realizada injecdo de 0,1 ml da suspen-
sdo de S. epidermidis (10° cels/ml) nos olhos direitos dos
coelhos do grupo controle via pars plana, a 2 mm do limbo,
direcionada ao meio do humor vitreo. Paracentese da camara
anterior (0,1 ml) foi realizada antes dainjec&o no humor vitreo
com agulhae seringadeinsulina estéreis. | mediatamente apds
ainjecdo de S. epidermidisfoi injetado pela pars plana 0,1ml
de BSS. Foram colhidos dados clinicos a partir de observador
independente e mascarado, que preencheu formulério de da-
dos 24 horas apds ainoculacdo. Apds exame clinico, foi reali-
zada pungéo do humor vitreo para cultura. O coelho em segui-
dafoi sacrificado com 5ml de tiopentato sodico (Thionembu-
tal®) intra-cardiaco (40mg/ml) e o olho foi enucleado. O exame
andtomo-patol égico também foi realizado por observador in-
dependente, seguindo formulario de dados padronizado.

Preparo e técnica da ozonioterapia intravitrea

O ozbniofoi gerado apartir de descargael étricaem atomos
de oxigénio em aparelho fornecido pela Ozonetechnik (S&o
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Paulo, Brasil), desenvolvido especialmente para este experi-
mento. O ozénio foi diluido na proporcdo de 2 partes por
milh&o (ppm) em solucéo salina balanceada. Imediatamente
apos ainjecdo de S. epidermidis, 0,1 ml da solugdo ozonizada
foi injetada nos olhos direitos dos coelhos.

Apdbs um dia, os coelhos foram examinados por observa-
dor independente, que preencheu formulério especifico de
dados e realizou coleta de humor vitreo para cultura. Os coe-
Ihos em seguidaforam sacrificados daforma previamente des-
crita, e seus olhos enucleados para estudo anatomopatol 6gi-
co por observador independente e mascarado.

Andlise dos dados

A avaliagdo clinica de cada olho seguiu modelo proposto
por Park e cols.®. Quatro estruturas do olho foram examinadas
e o grau deinflamacéo foi avaliada da seguinte forma:

Conjuntiva

e normal;

» edemaleve;

 edemace hiperemiamoderada;
» edemaehiperemiagrave.

Cérnea
* clarg
» edemafocal;
» edema difuso;
* opaca.
iris
e normal;
* hiperemialeve;
* hiperemia acentuada;
* sinéquias, corectopia.
Vitreo
* claro;
* reflexobom com "haze";
» "haze" moderado;
» semreflexovermelho.

O exame histopatoldgico avaliou a presenca ou ndo de
inflamac&o aguda, e dividiu de acordo com o grau de acometi-
mento em: sem inflamag&o, inflamac&o leve, inflamagdo mode-
rada e inflamagdo grave. As estruturas avaliadas foram cor-
nea, iris, corpo ciliar, cordide, vitreo eretina.

Tanto na avaliagao clinica quanto na histopatol 6gica cada
avaliac@o recebeu pontos que foram atribuidos da seguinte
maneira, seguindo aordem de caracterizagdo descritaacima:

* zero pontos para estruturas ndo acometidas;
* um ponto para acometimentos leves;

* dois pontos para acometimentos moderados;
* trés pontos para acometimentos graves.

O total de pontos possiveis na avaliagéo clinicafoi 12. O
total possivel na quantificagéo histopatol 6gicafoi 18.
Para cada coelho foi realizada soma dos pontos, resultan-

do emumanotafinal. A médiae o desvio padrao foram calcu-
lados para as notas do grupo controle e do grupo que recebeu
ozonioterapia. As amostras foram comparadas pelo teste t de
duas amostras com nivel de significancia de 1%, utilizando o
programa de estatistica Minitab® versao 12 para Windows 95.

RESULTADOS

Os resultados da observagdo clinica e sua quantificacao
podem ser observados no quadro 1. Todos os olhos do grupo
controle e do grupo que recebeu terapia com 0zdnio Mos-
traram reacdo inflamatdriaum diaapds ainoculagéo. Todos os
olhos estudados apresentaram culturas positivas para S.
epidermidis na puncéo vitrea realizada apés 24 horas.

O grupo controle apresentou intensa reacdo corneal: 4
(57%) olhos com corneas opacas e 3 (43%) com edemadifuso.
Em nenhum animal foi possivel observar os detalhes daretina
ou vitreo. Os detalhes da iris foram de dificil observagao.

No grupo tratado com ozbnio diluido em solugéo salina
balanceada foram observados 8 (80%) olhos com corneas
claras e 2 (20%) que apresentaram edema difuso. A iris pdde
ser observada com maiores detalhes; observou-se discreta
reacdo inflamatériaem oito olhos (80%) e reacdo moderadaem
2 olhos (20%). Né&o foi possivel observar a retina nos dez
(100%) olhos tratados devido a opacidade dos meios. Em um
olho foi possivel observar opacificagdo moderada, que ndo
permitiu observagdo daretina

A graduagdo dos sinais clinicos dos olhos do grupo contro-
le pode ser observada no quadro 1. A média dos parédmetros
clinicos analisados neste grupo de 11,14 + 1,04. Porém nos

Quadro 1. Quantificagdo clinica da reacao inflamatéria nos olhos
de coelhos do grupo controle (n=7) e do grupo tratado com ozonio
(n=10). Santa Casa, SP, 2000

Grupo controle:

Coelho 1 12
Coelho 2 12
Coelho 3 12
Coelho 4 10
Coelho 5 10
Coelho 6 10
Coelho 7 12
Grupo tratado:

Coelho 1 6
Coelho 2 4
Coelho 3 4
Coelho 4 4
Coelho 5 4
Coelho 6 5
Coelho 7 5
Coelho 8 4
Coelho 9 8
Coelho 10 5
*Quantificacdo clinica obtida pela soma dos indices inflamatérios clinicos de
estruturas oculares
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olhos que receberam ozonioterapia a média da graduacéo dos
sinaisclinicosfoi de 4,90 + 1,29. O teste t das amostras estuda-
das evidencia diferenca significante entre as duas amostras,
utilizando um interval o de confiancade 99% (P<0,01).

A graduagéo dos sinais observados na analise histopato-
|6gica de todos os olhos esta apresentada no quadro 2. Todos
os olhos estudados apresentaram reacgGes inflamatérias agu-
das. No grupo controle, 5 (71%) olhos apresentaram reactes
inflamatdrias corneais moderadas; um olho apresentou reagao
inflamatérialeve e outro apresentou reacdo inflamatériagrave.
Todos os sete olhos do grupo controle apresentaram reacfes
inflamatorias graves na iris, no corpo ciliar, na coréide, no
vitreo e naretina.

No grupo que recebeu terapia com 0z6nio, nenhuma cérnea
apresentou ao exame histopatol dgico reacdo inflamatdria. Nove
olhos apresentaram reacdo inflamatoria moderada na iris e um
olho apresentou reagdo inflamatoria grave. Trés olhos apre-
sentaram reacdo inflamatéria moderada no corpo ciliar e sete
olhos apresentaram reag8o inflamatdria grave. A coréide de 7
olhosapresentou reacdo inflamatorialeve, em 2 olhosmoderada
eem 1 olho grave. Todos os 10 olhos do grupo tratado apresen-
taram reacdo inflamatéria grave no vitreo. Nove ol hos apresen-
taram reacdo inflamatdria leve naretina e um olho apresentou
reacdo inflamatériamoderada.

A graduacdo dos sinais histopatol 6gicos (Quadro 2) mos-
trou médiade 17,00 + 0,57 para os olhos do grupo controle. A
graduacdo para os olhos tratados com 0zénio teve média de
10,20 + 1,30. O teste t com duas amostras mostrou diferenca
significativa entre as duas amostras com interval o de confian-
¢ade99% (P<0,01).

Quadro 2. Quantificagdo histopatolégica da reagdo inflamatéria
nos olhos de coelhos do grupo controle (n=7) edo grupo tratado com
ozbénio (n=10). Santa Casa, SP, 2000

Grupo controle:

Coelho 1 16
Coelho 2 17
Coelho 3 17
Coelho 4 17
Coelho 5 17
Coelho 6 17
Coelho 7 18
Grupo tratado:

Coelho 1 13
Coelho 2 11
Coelho 3 11
Coelho 4 11
Coelho 5 9
Coelho 6 9
Coelho 7 10
Coelho 8 10
Coelho 9 9
Coelho 10 9
*Quantificacdo histopatolégica obtida pela soma dos indices inflamatérios
clinicos de estruturas oculares
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DISCUSSAO

O modelo experimental de endoftalmite utilizou o agente
Saphylococcus epidermidis, por este ser o agente infeccioso
mais comum nestaafeccdo. O tratamento com 0zdnio proposto
ndo simulou as condi¢des reais de infecgéo, nas quais o diag-
nadstico é realizado normalmente 24 horas ou mais apos a
contaminag&o. O objetivo dainjecdo imediata de ozénio dilui-
do foi observar o comportamento e o curso da infec¢do nas
primeiras 24 horas ap6s a inoculacéo de alta concentracdo de
bactérias com viruléncia comprovada, cultivadas no Labora-
tério de Microbiologia da Santa Casa de Sao Paulo, e depois
comparar o modelo com grupo controle ndo tratado. A avalia-
¢do clinicadaendoftal mitefoi realizadaapartir de graduactes
clinicas que levam em consideracdo as estruturas anteriores e
posteriores do olho. A graduacdo histopatoldgica também
seguiu esguema semel hante de graduacéo.

Em ambos os model os houve intensa reagdo inflamatoria
do segmento posterior. No grupo controle houve reaco grave
dacoréide, corpo ciliar, vitreo e reting; as corneas apresenta-
ram reacdo moderada. No model o tratado com ozénio diluido
houve reacdo intensa do corpo ciliar, coréide e vitreo. Na
retina destes olhos houve reacéo inflamatdria leve na maior
parte dos casos. Considerando as notas computadas tanto na
avaliacdo clinica quanto na histopatol6gica, 0 modelo sem
tratamento apresentou notas significativamente maiores (in-
terval o de confianga de 99%, P<0,01) do que o modelo tratado
com ozénio. Grande parte desta diferengaocorreu em razéo do
pouco acometimento do segmento anterior do model o tratado,
em que houve menor reacdo inflamatéria na iris e quase ne-
nhuma reagdo inflamatéria da cérnea. A retina também mos-
trou menor acometimento inflamatério no grupo tratado.

Nossos resultados, apesar da pouca variagdo, desvio pa-
dr&o baixo, eumadiferencasignificativautilizando uminterva-
lo de confiancaalto, ndo permitem extrapol agbes diretas paraa
populagéo humana. Os resultados encontrados fornecem indi-
cios de que a injecdo intravitrea de 0zonio atuou de alguma
formana evoluc&o daendoftalmite, resultando em graduactes
inflamatdrias mais baixas. A solucéo de 0zdnio néo foi capaz
de erradicar a bactéria, ja que a cultura da pungdo do humor
vitreo foi positiva para todos os coelhos. Algumas hipoteses
podem ser aventadas para explicar essa diferenca:

* ainjecdo seqiiencia da solucéo de o0zodnio reduziu bastan-
te a carga bacteriana, o que levou a proliferacdo tardia da
bactéria;

« propriedade antiinflamatéria ou capacidade de estimula-
¢ao imunol égicalocal.

Estas duas hipdteses sdo apenas especulacfes e tém que
ser comprovadas por meio de outras abordagens experimentais.

Este estudo mostrou que houve reacdo inflamatéria ocular
significativamente menor no model o que recebeu ozoniotera-
pia. Estes resultados podem ser comparados a outro estudo®,
gue encontrou melhora clinica em modelo experimental de
endoftalmite tratado com o0z6nio. No entanto, os referidos
autores ndo fizeram estudo histol6gico dos olhos estudados e
nao fizeram culturado material intravitreo apds o tratamento.
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CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho, ainda que baseados em
amostragem pequena, estimulam arealizag&o de outros traba-
lhos que mostrem a atuagdo do ozbnio em cada estrutura
ocular, observando toxicidade tecidua e reagéo inflamatéria.
Novas vias de administragdo, como a utilizagéo direta do gés,
e concentragdes diferentes de 0zénio devem ser verificadas.
Além disso, sua eficécia deve ser posta a prova em compara-
¢bes com outras formas de tratamento.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the anti-inflammatory and antimicrobial
effect of intraocular ozone diluted in BSS on experimental Sa-
phylococcus epider midis endophthal mitis. M ethods: Weinjec-
ted 0.1ml of S. epidermidis colonies (10° colonies/ml) to pro-
duce experimental endophthalmitisin the right eyes of 17 New
Zealand rabbits. Seven rabbits were assigned to acontrol group
and received an intravitreal injection of 0.1ml BSS. Ten rabbits
were treated with intravitreal injection of 0.1ml BSS-diluted
ozone (2 ppm). Data were distributed according to clinical and
histological findings after 24 hours, each rabbit receiving a
score. Mean scores and standard deviations were compared
using thetwo-samplet test. Results: Mean clinical scorefor the
control group was 11.14 + 1.04. Mean clinica score for the
treated group was 4.90 + 1.29, which was significantly lower
(p<0.01). Mean histological scores were, respectively, 17.00+
0.57 and 10.20+1.30for thecontrol group and thetreated group.
The histological scores were significantly lower for the treated
group (p<0.01). All cultures in both control and ozone groups
were positive after 24 hours of experiment. Conclusion: Treat-
ment with diluted ozone significantly reduced theinflammatory

reaction in our model of experimental endophthalmitis. This
probably occurred due to a decrease in bacterial content after
ozone injection. It is necessary to study other ozone con-
centrationsin different experimental modelsin order to determi-
ne ozone efficacy with ahigher precision.

Keywords: Ozone/therapeutic use; Endophthalmitis/chemi-
cally induced; Staphylococcus epidermidis; Saline solution,
hypertonic; Ophthalmic solutions; Rabbits
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