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RESUMO 

   

A presente tese de doutorado está dividida em quatro capítulos. O primeiro 

capítulo, que será enviado ao periódico Arquivos Brasileiros de Oftalmologia 

Veterinária, é uma introdução onde são fornecidas informações básicas na 

forma de uma breve revisão para propiciar ao leitor noções relacionadas à 

oftalmologia de coelhos, descrição breve e objetiva de alguns passos 

importantes para quem deseja reproduzir um estudo que envolva a avaliação 

da conjuntiva ou da superfície ocular. Aborda ainda informações relacionadas 

à anatomia, histologia básica da conjuntiva, preparação da imuno-histoquímica 

e detalhes da avaliação histopatológica.  

O segundo capítulo trata de um artigo publicado no periódico Veterinary 

Ophthalmology onde foi comparada a avaliação da sensibilidade corneana 

induzida após o uso de dois diferentes métodos de mensuração da fração 

aquosa do filme lacrimal. O animal modelo utilizado nesta pesquisa foi o coelho 

doméstico. Avaliou-se as alterações da sensibilidade da córnea após o uso do 

teste lacrimal de Schirmer e após o uso teste lacrimal da ponta de papel 

(método proposto por Rogério Ribas Lange), e o tempo de recuperação da 

córnea aos níveis de sensibilidade basais. Por se tratar de um teste não 

descrito anteriormente para coelhos, determinou-se ainda os valores de 

normalidade para a espécie.   

O terceiro capítulo trata de artigo que será submetido ao periódico 

Experimental Eye Research. No artigo foram estudadas as alterações 

induzidas na conjuntiva de coelhos saudáveis pelo uso de formulações 

comercias antiglaucomatosas análogas de prostaglandina associadas ou não 

à conservante. Entre as drogas utilizadas foram escolhidas formulações com 

conservante cloreto de benzalcônio, amônia poliquaternária-1, e drogas sem 

adição de conservantes. Foram realizados testes clínicos oftálmicos para 

avaliar alterações na pressão intraocular, sensibilidade da córnea e produção 

lacrimal; mensurações histomorfométricas de espessura da parede vascular e 

densidade de células caliciformes; e avaliação imuno-histoquímica de 

macrófagos reativos, linfócitos-T reativos e endotélio vascular reativo. Todos 

os parâmetros do estudo estão relacionados à resposta inflamatória da 

conjuntiva durante o uso de drogas antiglaucomatosas.  

O quarto capítulo descreve, à semelhança do terceiro, um estudo das 

alterações induzidas na conjuntiva de coelhos saudáveis, porém com 

formulações comercias beta bloqueadoras, inibidores da anidrase-carbônica e 

combinações fixas de ambos. Entre as drogas utilizadas foram escolhidas 

formulações com conservante cloreto de benzalcônio, e drogas sem adição de 

conservantes. Os testes realizados neste estudo foram os mesmos descritos 

no capítulo três desta pesquisa.   

 

Palavras-chave: Oftalmologia, glaucoma, coelhos, conjuntiva, superfície 
ocular.  
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ABSTRACT  

  

This doctoral thesis is divided into four chapters. The first chapter, that will 

be submitted to Arquivos Brasileiros de Oftalmologia Veterinária, is an 

introduction which brings a basic informationôs, in a review format, about details 

related to rabbitôs ophthalmology, pointing some important steps to help 

another researchers that would like to study ocular surface and conjunctiva. In 

addition, this chapter brings information about anatomy, basic conjunctival 

histology, and steps to perform the immunohistochemical analysis. 

The second chapter refers to an article already published in the Veterinary 

Ophthalmology journal. This paper compares changes in corneal touch 

threshold induced by two different methods to evaluate tear production. Rabbit 

have been used as experimental model. The corneal touch threshold was 

evaluated after Schirmer tear test and after paper point tear test (proposed by 

Rogério Ribas Lange), and the time necessary to recover the basal corneal 

touch threshold were determinate. Additionally, values of both tear tests were 

evaluated. 

The third chapter refers to a paper that will be submitted to Experimental 

Eye Research Journal. In this paper, we evaluate and compare clinical tests, 

histological and immunohistochemical changes induced by prostaglandin 

analogues containing benzalkonium chloride, polyquaternium-1 and without 

preservatives, in the conjunctiva of rabbits. The ophthalmic tests studied were 

intraocular pressure, corneal touch threshold, Schirmer tear test; 

histomorphometric analysis were vascular endothelium thickness and 

conjunctival goblet cells density; and immunohistochemical to detect reactive 

macrophages, vascular endothelial inflammation and reactive T-lymphocytes. 

All of these parameters are related to conjunctival inflammatory response 

during the use of antiglaucoma eye drops.   

The fourth chapter describes, like the third chapter, a research that will be 

submitted to Experimental Eye Research Journal. In this paper, we evaluate 

and compare clinical tests, histological and immunohistochemical changes 

induced by commercial antiglaucoma beta-blockers, carbonic-anhydrasi 

inhibitor, and fixed combinations, containing benzalkonium chloride, 

polyquaternium-1 and without preservatives, in the conjunctiva of rabbits. The 

tests evaluated in this study were the same described in the third chapter.  

 

Keywords: Ophthalmology. Glaucoma, rabbit, conjunctiva, ocular surface.  
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1. CAPÍTULO ï 1 
 

ASPECTOS MORFOLÓGICOS DA SUPERFÍCIE OCULAR DE COELHOS: UM 
GUIA PARA A OFTALMOLOGIA COMPARADA  

 
1.1 INTRODUÇÃO 
 
Anatomia da conjuntiva do coelho  

A conjuntiva é uma membrana mucosa que reveste a face interna das 

pálpebras, toda a terceira pálpebra e recobre a superfície anterior do olho até o 

limite do limbo, ao redor da córnea (Figura 1.1). Didaticamente é dividida em 

conjuntiva bulbar (que recobre o bulbo ocular) e conjuntiva palpebral, todavia, 

trata-se de uma membrana contínua de revestimento, cabendo a divisão um 

aspecto meramente didático.1,2 A região de junção, ou reflexão da conjuntiva 

forma um fundo de saco, denominado ñf·rniceò. 2,-4  

 

Figura 1.1 ï Imagens representativas da conjuntiva palpebral do olho esquerdo de um coelho 
doméstico da raça Nova Zelândia, saudável e sem lesões. A: Corte longitudinal sobre o eixo axial 
do bulbo ocular, pálpebra superior e inferior de um coelho, após fixação para preparação 
histol·gica. B: Desenho esquem§tico da imagem ñAò evidenciando a regi«o da conjuntiva 
palpebral (seta azul), conjuntiva bulbar (seta preta) e fórnice (seta vermelha). C: Exposição do 
fórnice conjuntival superior após leve tração da pálpebra superior do olho esquerdo. D: Em maior 
magnificação, é possível destacar as regiões de conjuntiva palpebral (seta azul), bulbar (seta 
preta) e fórnice (seta vermelha). 
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Os coelhos possuem cílios verdadeiros em ambas as pálpebras superior e 

inferior, sendo a região central da pálpebra superior a área em que se 

concentram os cílios de maior comprimento. No limite da margem palpebral, o 

epitélio da epiderme gradualmente se modifica em um tecido de conjuntiva, 

sendo a estrutura de transição denominada margem, que é constituída pela 

placa tarsal, glândulas tarsais e ponto lacrimal.4,5 

Os coelhos possuem apenas um único ponto lacrimal que faz a drenagem 

da lágrima pelo ducto nasolacrimal, e um sistema de produção da lágrima 

envolve um complexo multiglandular (Figura 1.2). 

 

Figura 1.2 ï Figura esquemática da anatomia dos anexos e sistema de produção e drenagem 
nasolacrimal de um coelho adulto da raça Nova Zelândia. A: Olho esquerdo, evidenciando a 
presença de cílios bem desenvolvidos na região central da pálpebra superior (chave vermelha), 
e o ponto lacrimal único (seta azul). B: Observa-se neste crânio o trajeto do ducto nasolacrimal 
(em vermelho), e o sistema multiglandular que participa da produção da lágrima, composto pela 
(1) glândula superficial da terceira pálpebra; (2) lobo dorsal e (3) lobo ventral da glândula 
profunda da terceira pálpebra; (4) glândula lacrimal; (5) lobo infra-orbital, (6) lobo orbital e (7) 
lobo retro-orbital da glândula lacrimal acessória.  
 

Macroscopicamente o tecido conjuntival possui aspecto avermelhado 

homogêneo e brilhante nas margens palpebrais, revestindo também a 

membrana nicticante (terceira pálpebra) e coloração avermelhada tendendo a 

um amarelo semitransparente brilhante ao redor do bulo ocular. A presença de 

pigmentação conjuntival é variável de acordo com a espécie animal, sendo 

inexistente em coelhos albinos da Raça Nova Zelândia.6,7 

A aderência do tecido conjuntival encontra-se firmemente ligada às 

pálpebras e membrana nictitante, frouxamente aderida ao bulbo ocular, 

encontrando-se livre na região do fórnice. Devido a estas características, 

observa-se que as inflamações conjuntivais podem causar um edema (quemose) 
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mais pronunciado na região de fórnice e sobre o bulbo ocular, do que 

propriamente na face interna das pálpebras.4  

A conjuntiva facilita o livre movimento do bulbo ocular e promove uma 

superfície lisa para que as pálpebras deslizem sobre a córnea. A inervação 

sensorial é mediada via divisão oftálmica do nervo trigêmeo, assim como ocorre 

na córnea. A vascularização é predominantemente originada de ramos orbitários 

com presença de anastomoses do sistema facial, sendo a principalmente 

irrigadas pela carótida. A conjuntiva tem um importante papel na proteção do 

olho contra agentes infecciosos.4,7 

Uma breve revisão da histologia da conjuntiva de coelhos poderá auxiliar na 

interpretação dos resultados observados nos capítulos referentes à pesquisa.  

 

Histologia da conjuntiva  

A conjuntiva é composta por uma camada epitelial e de um estroma 

subjacente (Figura 1.3). Na camada epitelial encontram-se as células 

caliciformes (Figura 1.3D), responsáveis pela produção e secreção de mucina 

(componente mucoso do filme lacrimal). Outras glândulas conjuntivais 

contribuem ainda na formação das frações aquosa e lipídica do filme lacrimal.4 

O epitélio da conjuntiva possui um padrão estratificado cilíndrico, formado 

por três a sete camadas de células, sobrepostas sobre uma membrana basal.3,7 

À medida que se aproximam da superfície, as células tormam-se mais 

achatadas, principalmente nas proximidades do limbo, margem palpebral, onde 

formam um epitélio estratificado pavimentoso não queratinizante.3,7 

As células caliciformes estão presentes entre as camadas superficial e média 

das células epiteliais (especialmente nos fórnices e na membrana nictitante, mas 

ausentes no limbo).8,9 
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Figura 1.3 ï Sequência fotográfica ilustrativa da histologia da conjuntiva (H&E). A: Corte 
histológico do olho de um coelho da raça Nova Zelândia, saudável e sem lesões. É possível 
observar à direita da imagem a presença das pálpebras superior e inferiores, ligadas ao bulbo 
ocular pela conjuntiva. B: Em destaque (20x), a conjuntiva que reveste o bulbo ocular pode ser 
subdividida em conjuntiva bulbar (seta vermelha), no limite do tecido corneano; fórnice (seta 
preta), fazendo um ângulo entre a córnea (mais dorsal) e a conjuntiva palpebral (mais ventral); e 
a conjuntiva palpebral (seta azul). C e D: Em aumento (400x), observa-se o padrão celular 
histológico da conjuntiva, evidenciando (1) células caliciformes, (2) camada epitelial, (3) estroma 
subjacente, (4) linfócitos e (5) capilar. 

 

O uso da coloração com ácido periódico de Schiff (PAS), um corante de cor 

púrpura (Figura 1.4), pode ser realizado como opção para evidenciar as células 

caliciformes.4 Trata-se de uma coloração usada para contrastar estruturas 

contendo uma alta proporção de macromoléculas de carboidratos (glicogênio, 

glicoproteína, proteoglicanos), tipicamente encontrados em tecidos conjuntivos, 

muco e lâminas basais.4 
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Figura 1.4 ï Histologia da conjuntiva de coelho (aumento de 400x) corada com dois tipos 
diferentes de corantes para observação das células caliciformes. A: Conjuntiva corada com 
hematoxilina & eosina, evidencia a presença de células caliciformes pelo seu arcabouço, com 
aspecto transparente (seta vermelha). B: Conjuntiva corada por ácido periódico de Schiff (PAS) 
permite observar as células caliciformes mais facilmente, sendo identificadas pelo contraste 
púrpura intenso (seta preta). 

 

Entre o epitélio e o estroma subjacente existe a presença de uma camada 

basal, onde é possível detectar melanócitos, produtores de pigmento melânico, 

que à semelhança dos melanócitos da pele, transferem grânulos de melanina 

(melanosomas) para as células epiteliais adjacentes.9 Nos animais albinos, como 

os coelhos brancos da raça Nova Zelândia, não há produção de melanina.6 

O estroma localizado abaixo da membrana basal é um tecido conjuntivo 

fibrovascular que possui grande variedade de células e tecidos (muscular, 

nervoso, vascular, melanocítico), bem como glândulas lacrimais acessórias.4,7 

Folículos linfáticos com centros germinativos também se encontram no estroma, 

principalmente nos fórnices. As células do sistema imunológico mais abundantes 

no estroma são os linfócitos-B e linfócitos-T, os quais desempenham um 

importante papel na resposta imunológica da conjuntiva.10 

 
Resposta imunológica da conjuntiva  
 

Existem diferentes tipos de agentes etiológicos que podem causar 

alterações na resposta fisiológica normal da conjuntiva, resultando em 

alterações como irritação e inflamação.11   

A microbiota conjuntival varia de acordo com o habitat e com características 

inerentes de cada espécie animal.12 A grande diversidade de bactérias presentes 

http://jcabral.info/gooo/04G/Glossario.html#Melanocitos
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na microbiota da conjuntiva de mamíferos permanece em condições de 

homeostase com a saúde ocular.13,14 Para manutenção desta homeostase a 

conjuntiva possui um sistema imuno-secretor principalmente mediado por 

linfócitos (CD3+) e macrófagos, que quando preciso tornam-se ativos contra 

possíveis agentes agressores.15,16  

Os linfócitos correspondem à grande maioria das células presentes nestas 

superfícies, são produzidos em regiões específicas denominadas de folículos 

linfoides (Figura 1.5), apresentando capacidade de circular pelo tecido local para 

promover uma proteção especializada.17,18 

A presença de tecido linfóide organizado associado à conjuntiva (TLOAC) foi 

descrita anteriormente em pessoas,19 perus,20 galinhas,21 coelhos,22,23 

porquinhos-da-índia,24 e macacos.25 O TLOAC faz parte do sistema imunológico 

do organismo, sendo semelhantemente encontrado em tecidos que possuem 

superfície mucosa como brônquios e intestinos.26 

Clinicamente, os folículos linfóides observados na conjuntiva de pessoas e 

animais podem aumentar na presença de infecções virais, clamidofilose, e 

menos frequentemente em conjuntivites bacterianas.23,27 Um estudo em pessoas 

que observou a quantidade de folículos linfóides presentes na conjuntiva de 

pacientes saudáveis com diferentes idades, desde recém nascidos até pessoas 

idosas de 70 anos; concluiu que a variação média de folículos nestes pacientes 

era de zero em recém nascidos, com pico de desenvolvimento aos 10 anos de 

idade, e uma redução lenta e progressiva ao longo da vida.26 

Em coelhos, o desenvolvimento dos folículos linfóides ocorre à semelhança 

de pessoas,23 se iniciando a partir do nascimento (sem a presença de folículos), 

até atingir o desenvolvimento máximo, com pico próximo de 6 meses de idade, 

e um consecutivo declínio ao longo da vida.  

Além dos linfócitos e macrófagos descritos anteriormente, o sistema imune 

conjuntival possui em menor quantidade neutrófilos, os quais estão distribuídos 

entre o epitélio e estroma subjacente. A distribuição dos linfócitos é desigual, 

sendo mais numerosos na conjuntiva bulbar e fórnice do que na região da 

extremidade tarsal.28  
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Figura 1.5 ï Fotomicrografias da conjuntiva de um coelho da raça Nova Zelândia, saudável e 
sem lesões. (H&E). A: Corte histológico da região do fórnice conjuntival (20x), evidenciando a 
presença de quatro folículos linfoides bem desenvolvidos (setas vermelhas). B: Em destaque, é 
possível observar duas estruturas globóides, com conteúdo multicelular com acentuado padrão 
eosinofílico. C: Em aumento (400x), a região de folículos linfóides predomina quase a totalidade 
da figura, sendo composta por múltiplos linfócitos, delimitados à margem superior pelo epitélio 
da conjuntiva e células caliciformes(*). 

 

Os folículos linfoides primordiais, ou primários, contêm linfócitos-B maduros 

os quais são responsáveis pela produção de imunoglobulinas.28 O mecanismo 

de migração dos linfócitos ativos para o meio externo à conjuntiva ocorre pela 

indução de linfócitos-T, os quais são capazes de identificar e reconhecer 

organismos patógenos na conjuntiva, sendo responsáveis pela ativação de 

linfócitos B através da migração para o interior do folículo germinativo 
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linfocitário.27 A ativação destes linfócitos-B resulta na diferenciação do folículo 

de primário para secundário, que por sua vez inicia a proliferação de linfoblastos 

e linfócitos, capazes de se deslocarem para atingir o sítio de ação na mucosa, 

amplificando assim a resposta imunológica local.27  

 

Avaliação imuno -histoquímica da conjuntiva  

A detecção da inflamação da conjuntiva, realizada pela imuno-

histoquímica (IHQ), se refere ao processo de localizar antígenos específicos de 

determinados marcadores, explorando o princípio da ligação específica 

antígeno-anticorpos.29 Com o intuito de propiciar ao leitor noções básicas da 

metodologia, serão descritos os principais passos da preparação do material da 

imuno-histoquímica. 

Para uma boa coloração IHQ o antígeno alvo deve permanecer insolúvel e 

sua estrutura terciária deve estar preservada, permitindo a ligação adequada 

com o anticorpo. A exposição prolongada das proteínas a amostra ao fixador, 

pode acarretar em alterações permanentes na amostra, tornado o resultado da 

análise IHQ insatisfatório ou ineficiente. Desta forma a fixação do material com 

solução tamponada de formaldeído à 10% deve ser realizada corretamente, 

respeitando-se o período de 24 a 48 horas de imersão para um consecutivo 

processamento histotécnico.29 

Os marcadores moleculares específicos da inflamação podem ser 

característicos de eventos celulares particulares, tais como proliferação ou morte 

celular (apoptose), ou ainda ativação e liberação de determinadas substâncias.30 

A visualização de uma interação antígeno-anticorpo pode ser obtida de diversas 

formas, sendo a mais comum, o uso um anticorpo conjugado a uma enzima 

peroxidase, que catalisa uma reação que produzirá coloração.30 

A coloração produzida pelo anticorpo sofre precipitação direta no corte 

histológico da amostra analisada, gerando a formação de um padrão de cor 

castanho ou avermelhado, que reflete a distribuição do antígeno alvo no 

tecido/célula analisado.29,30 Esta coloração é contrastada com uma contra-

coloração de fundo, frequentemente de padrão azul.30 

O uso da IHQ apresenta grande vantagem pela alta sensibilidade e 

especificidade dos marcadores, necessitando de pequenas quantidades de 

tecido para detecção do antígeno, com pequeno volume de anticorpo. 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Apoptose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Peroxidase
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Entretando, como desvantagem é possível destacar um prolongado 

processamento histotécnico não automatizado da amostra, que frequentemente 

apresenta elevado custo. Na tentativa de obter um melhor resultado IHQ com um 

custo acessível, a técnica de arranjo em matriz de amostras teciduais, ou tissue 

microarray (TMA) pode ser utilizada.30,31 

O arranjo em matriz de amostras teciduais, ou tissue microarray (TMA), é 

uma técnica descrita em 1998 por Kononen com ampla aceitação pela literatura 

mundial. Trata-se da construção de um bloco de parafina contendo fragmentos 

cilíndricos de amostras teciduais obtidos de dezenas de blocos de parafina.32  

Para a construção de um bloco de TMA existe uma série de passos que 

devem ser realizados, como a elaboração de um croqui gabarito, que descreve 

o posicionamento correto de cada amostra no novo bloco; a seleção dos locais 

de coleta (dos blocos doadores), representativas da área de interesse a ser 

estudada; a construção do bloco receptor; a obtenção das lâminas;32,33 e 

finalmente a avaliação e interpretação dessas para os estudos (Figura 1.6). 

 

Figura 1.6 ï Sequência da técnica de arranjo em matriz de amostras teciduais (TMA). A: Caixa 
receptora da matriz TMA subdividida em linhas e colunas identificadas por letras e números. B: 
Seleção dos blocos doadores para coleta das áreas representativas de interesse. C: Exemplo de 
um bloco doador com duas áreas coletadas (setas vermelhas) da conjuntiva palpebral e bulbar 
do olho de um coelho. D: Montagem do bloco de TMA com as amostras coletadas e uma amostra 
coringa (seta azul) de identificação do sentido da leitura. E: Processo de coloração imuno-
histoquímica nas lâminas preparadas com o novo bloco de TMA. F: Leitura em microscópio óptico 
das amostras.  

Detecção de inflamação da conjuntiva  
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Ao entrar em contato com o antígeno, a conjuntiva ativa uma cascata 

inflamatória em resposta ao patógeno, liberando uma série de citocinas e 

mediadores químicos que promovem alterações vasculares, edema e 

recrutamento de células do sistema imune local.34 

A resposta inflamatória da conjuntiva ativa uma proteína CD106 no endotélio 

vascular, a qual contribui ativamente para o extravasamento de linfócitos, 

monócitos, basófilos e eosinófilos para o sítio da inflamação.35,36 A ativação 

desta proteína CD106 ocorre pelo contato ou rolamento de linfócitos sobre o 

endotélio dos vasos conjuntivais, podendo ser detectada na corrente sanguínea, 

ou na própria parede do vaso ou ainda no tecido extravascular adjascente.36 A 

detecção da proteína CD106 é realizada imuno-histoquimicamente por um 

anticorpo monoclonal de ratos denominado VCAM-1 (Vascular Cellular Adesion 

Molecule).35 O anticorpo anti-VCAM-1 (Novocastra Laboratories Ltd, UK) quando 

utilizado na conjuntiva de coelhos deve ser preparado na diluição de 1:200 para 

fornecer uma coloração castanho na intensidade adequada para interpretação, 

como mostrado na Figura 1.7. 

 

Figura 1.7 ï Fotomicrografia da conjuntiva saudável (A) e com resposta inflamatória vascular (B) 
de coelhos, corada imuno-histoquimicamente com VCAM-1 (aumento 400x). A: Observe a 
contracoloração azul, predominante em quase todo o estroma subjacente, com vasos 
sanguíneos não reativos (setas pretas). B: Entre a contracoloração azul do estroma, destaca-se 
a presenta de uma coloração castanha, positiva para VCAM-1, no tecido vascular (setas 
vermelhas) e perivascular. 

 

Os linfócitos reativos presentes na conjuntiva diferem em parte dos linfócitos 

presentes na circulação sanguínea do restante do organismo, pois possuem uma 

subunidade heterogênea intracelular denominada CD45, capaz de ser detectada 

pela imuno-histoquímica por meio de um anticorpo monoclonal de ratos anti-

CD45.37. Existem diversas isoformas de CD45 (CD45RA, CD45RB, CD45RC, 
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entre outras), sendo possível detectar e diferenciar a presença linfócitos-T 

reativos, pois são apenas estes que expressam a isoforma CD45RO.37,38 Para 

isso, é utilizado o anticorpo anti-CD45RO (Figura 1.8). 

Grande parte da inflamação da conjuntiva de coelhos é mediada por 

linfócitos reativos, seguidos pela participação de macrófagos em segundo lugar, 

de forma menos expressiva,34 porém não menos importante. Os macrófagos 

reativos expressam uma proteína citoplasmática capaz de ser detectada pelo 

anticorpo monoclonal de coelhos RAM11 (Rabbit Anti-Macrophage) (Figura 1.9).  

A presença escassa de macrófagos na conjuntiva nem sempre permite a 

detecção dos mesmos, porém a liberação de sua proteína citoplasmática durante 

a degranulação macrofágica, permite a detecção de sua passagem pelo estroma 

subjascente,39 por meio do contraste da coloração castanha positiva para 

RAM11 em relação à contra-coloração azul de fundo. 

 

 

Figura 1.8 ï Fotomicrografia da conjuntiva saudável (A) e com resposta de linfócitos-T reativos 
(B) de coelhos, corada imuno-histoquimicamente com CD45RO (aumento 400x). A: Observe os 
linfócitos (setas pretas) não reativos ao CD45RO delimitados entre o epitélio e o estroma 
subjacente da conjuntiva. B: A coloração castanha, positiva para CD45RO, pode ser notada 
sobre e ao redor dos linfócitos reativos (setas vermelhas). 
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Figura 1.9 ï Fotomicrografia da conjuntiva saudável (A) e com degranulação de macrófagos 
reativos (B) de coelhos, corada imuno-histoquimicamente com RAM11 (aumento 400x). A: A 
contra-coloração azul predominante do estroma adjacente foi fracamente marcada pelo anticorpo 
anti-RAM11. B: A ação de macrófagos reativos resulta em reação positiva para RAM11, deixando 
o estroma marcado com a coloração castanha (setas vermelhas). 
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2. CAPÍTULO ï 2 
 
COMPARAÇÃO ENTRE DA SENSIBILIDADE CORNEANA INDUZIDA PELO 
TESTE LACRIMAL DE SCHIRMER E TESTE LACRI MAL DA PONTA DE 
PAPEL EM COELHOS DA RAÇA NOVA ZELÂNDIA.  
 
 
RESUMO 

Objetivos: Avaliar e comparar as diferenças da sensibilidade corneana (SC) induzida por dois 

diferentes testes lacrimais: teste lacrimal de Schirmer (TLS) e teste lacrimal da ponta de papel 

(TLPP) em coelhos brancos da raça Nova Zelândia, determinar o intervalo de tempo necessário 

para que o a córnea estimulada retorne ao estágio de normalidade da SC, e determinar o valor 

médio da produção lacrimal de coelhos, mensurados pelos TLS e TLPP.   

Material e métodos:  Um total de 10 coelhos (20 olhos) foram divididos em três etapas de testes 

com intervalo de 24 horas entre os testes. Para cada etapa foi mensurado o limiar de toque da 

córnea (LCT) necessário para provocar um reflexo de piscar, durante um intervalo cronológico 

sequencial, de forma a criar uma curva de LTC (sensibilidade) nos seguintes momentos: tempo 

zero (referente à primeira mensuração imediatamente antes do teste lacrimal); 1 minuto 

(segunda mensuração realizada após o teste lacrimal); e consecutivamente nos intervalos 6, 11, 

16 e 26 minutos após. As tres etapas descritas foram: (1) Condição controle - avaliação LTC 

durante os intervalos de tempo, sem realização de teste lacrimal; (2) Condição TLPP + LTC, e 

(3) Condição TLS + LTC. Após a realização dos testes, foi criado uma curva de LTC média nas 

diferentes condições estudadas. 

Resultados : O aumento do LTC foi significante após o TLS até o período de 16 min, indicando 

que o TLS pode resultar em desconforto corneano. Não foram observadas diferenças entre o 

LTC para o TLPP e para a condição controle, indicando que o TLPP causa mínimo desconforto. 

A média ± desvio padrão (DP) do TLS foi 5,2 ± 1,0 mm/min e do TLPP foi 13,8 ± 1,5 mm/min.   

Discussão : A fração aquosa da lágrima de coelhos pode ser mensurada de forma eficiente pelo 

TLPP. Este estudo estabeleceu pela primeira vez os valores de referência do TLPP nesta 

espécie. A semelhança ente o LTC observado no TLPP e na condição controle demonstra que 

este teste foi bem tolerado pelos animais. Considerando o conforto do TLPP (em relação ao 

TLS), à acurácia, e o baixo custo, o TLPP pode ser uma alternativa de método utilizado para 

mensurar a produção lacrimal em coelhos.  

Palavras -chave:  Coelhos, limiar de toque da córnea,  teste lacrimal da ponta de papel, teste 

lacrimal de Schirmer, produção lacrimal. 
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2.1 INTRODUÇÃO 
 

Os médicos veterinários oftalmologistas possuem grande interesse na 

mensuração da produção lacrimal em animais, especialmente em espécies 

mamíferos, pois existe uma forte ligação entre a quantidade de lágrimas presente 

no olho e a saúde ocular. A baixa produção da lágrima (lacrimação), lubrificação 

inadequada ou mudanças na qualidade do filme lacrimal está associada a uma 

série de doenças da córnea e da conjuntiva.1-3 

 A avaliação da produção lacrimal é muito importante para o diagnóstico de 

muitas oftalmopatias, sendo especialmente utilizada para o diagnóstico da 

ceratoconjuntivite seca.3 Existe uma diversidade de testes oftálmicos utilizados 

para mensurar a quantidade da fração aquosa da lágrima, como o teste lacrimal 

de Schirmer (TLS),4,5 teste lacrimal de Schirmer modificado (TLSm),6 teste 

lacrimal fenol vermelho (TLFV),7-11 e recentemente desenvolvido o teste lacrimal 

da ponta de papel (TLPP).10,11 Na medicina veterinária, a escolha do teste 

lacrimal adequado está relacionada diretamente ao tipo de espécie animal que 

será avaliada. 

O teste lacrimal de Schirmer (TLS) é o teste mais utilizado em todo o mundo, 

sendo amplamente utilizado em seres humanos12 e em uma grande quantidade 

de espécies animais como cães,4,13 gatos,14 cavalos,15 chinchilas,5 furões,16 

capivaras,17 macacos,18,19 porcos20 e coelhos.21 Na experiência dos autores, 

algumas espécies animais podem apresentar um discreto a leve desconforto 

ocular durante o TLS, demonstrando sinais variáveis como blefaroespasmo ou 

tentativa em remover a tira de papel do olho. O desconforto causado pela tira de 

papel do TLS foi descrito em outras espécies animais, como em porquinhos-da-

índia, por exemplo.8  

Em espécies animais que possuem o comprimento palpebral reduzido e que 

o TLS não se aplica, a utilização do teste lacrimal de Schirmer modificado 

(TLSm) e do teste lacrimal Fenol Vermelho (TLFV) pode ser indicada. Tanto o 

TLSm quanto o TLFV demonstraram bons resultados na mensuração da fração 

aquosa do filme lacrimal, porém, em espécies animais que possuem um 

comprimento da fissura palpebral muito reduzido, como em saguis por exemplo, 

a realização destes dois testes pode se tornar um grande desafio, necessitando 

em alguns casos do auxílio de uma pinça tipo Adson-Brown para a inserção do 
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teste no fórnice palpebral do animal.10 Na tentativa de solucionar este problema 

observado na execução destes testes em espécies como estas, um estudo 

desenvolveu o teste lacrimal da ponta de papel (TLPP).  

O teste lacrimal da ponta de papel utiliza uma haste de papel absorvente 

endodôntico padronizado (Roeko Color ï tamanho 30; Langenau, Alemanha) 

que pode ser facilmente inserido no fórnice conjuntival.10 Este teste foi 

desenvolvido para ser utilizado em espécies animais que possuem olhos muito 

pequenos, com consequente comprimento palpebral reduzido e baixa produção 

lacrimal. Foi descrito anteriormente em saguis com resultados satisfatórios,10 e 

mais recentemente em outras espécies animais como canário-da-terra (Sicalis 

flaveola), curió (Sporophila angolensis), tartaruga-de-orelha-vermelha 

(Trachemys scripta elegans), rato (Rattus norvegicus) e camundongo (Mus 

musculus).10,11 

Durante a execução destas pesquisas, foi observado que os animais do 

estudo não evidenciavam um desconforto ocular durante o TLPP da mesma 

forma em que fora observado durante o TLS. Considerando estas observações, 

o objetivo desta pesquisa foi comparar as diferenças da sensibilidade corneana 

induzida pelos dois diferentes testes lacrimais: TLS e TLPP em coelhos brancos 

da raça Nova Zelândia. Durante a avaliação da sensibilidade da córnea, também 

foi proposto determinar o intervalo de tempo necessário para que a córnea 

estimulada viesse a se recuperar do estímulo a um estágio de normalidade, e 

também determinar o valor médio da produção lacrimal em coelhos mensurados 

pelos TLS e TLPP.   

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS  

Animais  

Neste estudo foram utilizados 20 olhos de dez coelhos saudáveis (cinco 

machos e cinco fêmeas), sendo todos da raça Nova Zelândia com seis meses 

de idade. Os animais foram selecionados aleatoriamente em uma criação 

comercial. Todos os procedimentos realizados com os animais foram conduzidos 

de acordo com as normas do Comitê de uso de animais em experimentação 

animal da Universidade Federal do Paraná, e de acordo com as normas 

internacionais da ARVO (Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and 

Vision Research). 
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Os animais foram submetidos ao exame físico geral e avaliação 

parasitológica, antes da avaliação oftálmica, de forma a excluir àqueles que 

pudessem apresentar qualquer indicação de doença sistêmica. As estruturas 

oculares localizadas no segmento anterior foram avaliadas com o auxílio de um 

transiluminador e um biomicroscópio com lâmpada de fenda (Hawk Eye; Dioptrix, 

LôUnion, France). Os coelhos que apresentaram lesões oculares ou sistêmicas 

foram excluídos deste estudo. Para evitar as diferenças entre diferentes 

observadores, um único pesquisador foi o responsável por realizar todos os 

testes oftálmicos. 

 

Testes oftálmicos  

A avaliação oftálmica e os testes utilizados foram realizados com os coelhos 

contidos manualmente pelo mesmo investigador, que continha o animal ao 

mesmo tempo em que realizada a inserção do teste lacrimal no fórnice da 

conjuntiva palpebral, tomando-se o cuidado em manter os animais em condição 

de conforto durante as mensurações. A umidade relativa do ar (70%) e a 

temperatura do ambiente (22,5%) foram controladas durante a pesquisa. 

A mensuração da fração aquosa da lágrima foi realizada utilizando-se os 

seguintes métodos: teste lacrimal de Schirmer tipo I (TLS) e o teste lacrimal da 

ponta de papel (TLPP) (Figura 2.1). O TLS foi realizado utilizando-se uma tira de 

papel estéril padronizada (Ophthalmos, São Paulo, SP, Brasil) e o TLPP 

utilizando-se de uma ponta de papel absorvente endodôntica padronizada estéril 

(Roeko Color - size 30; Langenau, Alemanha).23 

O teste da sensibilidade da córnea foi mensurado considerando-se o limiar 

de toque da córnea (LTC) necessário para provocar um reflexo de piscar. Este 

LTC foi mensurado por um único pesquisador utilizando-se um estesiômetro de 

Cochet-Bonnet (Luneau Ophtalmologie, Chartres Cedex, França) durante um 

intervalo cronológico sequencial, de forma a criar uma curva de intervalos de 

LTC (sensibilidade) nos seguintes momentos: tempo zero (referente à primeira 

mensuração realizada imediatamente antes do teste lacrimal); 1 minuto 

(segunda mensuração realizada imediatamente após o teste lacrimal); e 

consecutivamente nos intervalos de 6, 11, 16 e 26 minutos após. Em cada um 

dos animais, foram avaliados ambos os olhos (esquerdo e direito). Com a 

finalidade de evitar discrepâncias durante a mensuração do LTC em cada olho, 
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o olho esquerdo de cada coelho foi avaliado primeiro, sendo o olho direito 

avaliado consecutivamente com 1 minuto de intervalo; tomando-se o cuidado em 

respeitar a sequência cronológica dos intervalos em cada olho.  

 

 

Figura 2.1 ï Olho esquerdo de um coelho albino da raça Nova Zelândia, macho, de seis meses 
de idade. A: Teste lacrimal de Schirmer inserido no fórnice da pálpebra inferior. B: Teste lacrimal 
da ponta de papel inserido no fórnice da pálpebra inferior do mesmo animal. 

 
 

Os testes foram conduzidos em três etapas diferentes, com um intervalo de 

24 horas entre cada etapa, para se evitar possíveis interferências entre os testes, 

uma vez que os mesmos coelhos participaram em cada uma das etapas. 

A sequência ordenada dos procedimentos realizados neste estudo foi: (1) 

Condição controle - avaliação do limiar de toque da córnea (LTC) durante os 

intervalos de tempo, sem a realização de um teste lacrimal; (2) Condição de 

avaliação do TLPP e LTC, e (3) condição de avaliação do TLS e LTC. Após a 

realização de cada teste, os valores referentes a cada coelho foram registrados 

de forma a criar uma curva de LTC médio nas diferentes condições estudadas. 

 
Análise estatística  

Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk para demonstrar que os 

erros dos valores da amostra encontravam-se distribuídos dentro da 

normalidade. Consecutivamente, foi realizado um pós-teste de Tukey HSD 

sendo considerado significante os valores com P < 0,05. Todas as análises foram 

realizadas utilizando-se o software SAS v.9.2 (SAS Institute, Cary, NC, USA). Foi 

ainda analisado o coeficiente de correlação de Pearson entre as variáveis 

     A                                B 
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quantitativas do TLPP e TLS por meio do software SPSS 11.0 (Statistical Product 

and Service Solutions, NY, USA). 

 

2.3 RESULTADOS 
 
Testes lacrimais  

Não houve diferença estatística entre os valores obtidos para os olhos 

esquerdos (OS) e direitos (OD) para ambos os testes TLPP e TLS (P > 0,05). O 

valor médio com seu respectivo desvio padrão obtido para o TLS nos 20 olhos 

analisados foi de 5,1 ± 1,0 mm/min para o OD e 5,2 ± 1,0 mm/min para o OS. A 

média geral entre ambos os olhos do TLS foi de 5,2 ± 1,0 mm/min, com amplitude 

de 4 a 7 mm/min (variância = 1,18).  

O valor médio com seu desvio padrão obtido para o TLPP foi de 14,2 ± 1,8 

mm/min para o OD e 13,5 ± 1,2 mm/min para o OS. A média geral obtida entre 

ambos os olhos do TLPP foi de 13,8 ± 1.5 mm/min, com amplitude de 9,9 a 16,2 

mm/min (variância = 2,26).  

O coeficiente de correlação de Pearson entre o TLS médio (5,2 ± 1,0 

mm/min) e o TLPP médio (13,8 ± 1.5 mm/min) suporta a hipótese de que não há 

correlação entre ambas as variáveis (P = 0,283). Os valores médios do TLS e do 

TLPP podem ser visualizados na figura 2.2 a seguir. 
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Figura 2.2 ï Diferença entre os valores médios do teste lacrimal da ponta de papel (TLPP) e teste 
lacrimal de Schirmer (TLS) realizado em 10 coelhos albinos da raça Nova Zelândia, mensurados 
durante um minuto. 
 

 
Sensibilidade corneana  
 
Condição controle  

A média geral ± desvio padrão do LTC na condição controle foi de 2,62 ± 

0,68 cm. Uma comparação entre os valores médios de LTC observados nos 

intervalos de tempo não apresentou uma diferença significante (P > 0,05). Todos 

os valores mensurados em cada um dos intervalos da sequência cronológica nas 

condições controle, TLPP e TLS podem ser observados na Tabela 2.1.  

 

TLPP e LTC 

Não houve diferença significante entre os olhos esquerdo e direito em 

nenhuma das avaliações mensuradas (P > 0,05) entre os intervalos. O valor 

médio do LTC mensurado antes do TLPP (tempo zero) foi de 2,73 ± 0,77 cm, 

não sendo observado diferença significante entre o valor de LTC na condição 

controle no mesmo período 2,63 ± 0,63 cm (P = 0,8437). Imediatamente após o 

TLPP (1 minuto) a média com seu desvio padrão foi de 2,95 ± 0,78 cm, não 

sendo observado novamente diferença significante na comparação do LTC para 

o mesmo período na condição controle 2,63 ± 0,65 cm (P = 0,1227). Os demais 

valores de LTC observados durante toda a sequência cronológica do exame (6, 

11, 16 e 26 minutos) não demonstraram diferença significante quando 

comparados aos respectivos períodos da condição controle (P > 0.05). 

 

TLS e LTC 

Não houve diferença significante entre os olhos esquerdo e direito em 

nenhuma das avaliações mensuradas (P > 0,05) entre os intervalos. O limiar de 

toque da córnea (LTC) mensurado no tempo zero foi de 2,73 ± 0,72 cm, não 

apresentando diferença significativa entre o mesmo momento na condição 

controle 2,63 ± 0,63 cm (P > 0,05) e na condição do TLPP 2,73 ± 0,72 cm (P = 

0,6263). O LTC de 3,68 ± 0,52 cm observado imediatamente após o TLS (1 

minuto) foi significativamente maior que o valor observado durante o mesmo 

intervalo na condição controle 2,63 ± 0,65 cm (P < 0,0001) e durante o TLPP 
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2,95 ± 0,78 cm (P = 0,0009). Aos seis minutos, o LTC médio foi de 3,60 ± 0,48 

cm sendo significativamente maior que a condição controle 2,63 ± 0,70 cm (P < 

0,0001) e durante o TLPP 2,73 ± 0,75 cm (P < 0,0001). Na mensuração de 11 

minutos, o valor do LTC foi de 3,48 ± 0,50 cm, sendo ainda superior aos valores 

na o mesmo intervalo de tempo na condição controle 2,63 ± 0,70 cm (P = 0,0001) 

e TLPP 2,65 ± 0,71 cm (P = 0,0002). Aos 16 minutos pós TLS, a LTC média foi 

de 3,08 ± 063 cm, sendo considerada superior ao mesmo valor observado na 

condição controle 2,60 ± 0,75 (P = 0,0350) porém sem diferença significante 

entre o TLPP de 2,68 ± 0,69 (P = 0,0742). Por fim, 26 minutos após o TLS, a 

LTC de 2,89 ± 0,54 cm não apresentou diferenças entre o mesmo período 

observado na condição controle 2,60 ± 0,64 cm (P = 0,1035) e durante o TLPP 

2,65 ± 0,67 cm (P = 0,1669). Os valores mensurados nos diferentes intervalos 

de tempo para o LTC podem ser observados em uma curva criada para 

caracterizar a sensibilidade corneana nas diferentes condições avaliadas (Figura 

2.2). 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2.1 ï Valores médios (em cm) do limiar de toque da córnea (LTC) 
mensurados nas condições de controle, condição de teste 
lacrimal da ponta de papel (TLPP) e condição de teste lacrimal de 
Schirmer (TLS), estudados em coelhos da raça Nova Zelândia 
(Oryctolagus cuniculus) numa sequência cronológica.  

Condições  

Limiar de toque da córnea (cm) em cada sequência cronológica (min)  

Zero 1 6 11 16 26 

Controle 2,625 2,625 2,625 2,625 2,600 2,600 

TLPP 2,775 2,950 2,725 2,650 2,675 2,650 

TLS 2,725 3,675 3,600 3,475 3,075 2,895 
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Figura 2.3 ï Curva do limiar de toque da córnea (LTC) médio mensurado pela Estesiometria (cm) 
nos diferentes intervalos de tempo (min.) em 10 coelhos saudáveis da raça Nova Zelândia, nas 
condições de Controle, condição de teste lacrimal da ponta de papel (TLPP) e condição de teste 
lacrimal de Schirmer (TLS). Quanto maior o LTC maior a sensibilidade corneana ao toque. *Indica 
diferença significante entre o TLS e ambos TLPP e condição controle. **Indica diferença 
significante entre TLS e a condição controle apenas.   

 

 

 

 

2.4 DISCUSSÃO 

Os testes utilizados para avaliação quantitativa da lágrima foram 

exaustivamente estudados durante as últimas décadas, tanto na medicina 

quanto na medicina veterinária. Existe uma ampla literatura referente a estudos 

que relacionaram os testes lacrimais à redução da sensibilidade da córnea e à 

ceratoconjuntivite seca.24-27 Até o momento, nenhuma pesquisa anterior avaliou 

o desconforto ocular promovido pelos testes lacrimais, após a sua realização, 

portanto não existe na literatura uma curva de sensibilidade descrita após a 

utilização de um teste lacrimal. 

 Em um estudo recente que correlacionou a sensibilidade da córnea com a 

quantidade de lacrimação reflexa em oito tipos diferentes de espécies animais, 

incluindo o coelho, o coeficiente de correlação de Pearson evidenciou uma 

correlação pequena, porém significante. Todavia, os autores consideraram este 
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baixo valor como não importante. Ainda neste estudo, os autores criaram uma 

modificação diferente do TLS, adaptando o comprimento do teste para cada uma 

das espécies em estudo, de acordo com o comprimento da pálpebra de cada 

animal. Nos coelhos do estudo, foi observado uma redução significativa da 

sensibilidade da córnea associada ao declínio da produção lacrimal de 38,4% 

entre os animais testados pelos métodos de TLS-I e TLS-II.28  

Acreditamos que as variações da sensibilidade e do desconforto corneano 

promovido durante o teste podem ser importantes fatores durante sucessivas 

avaliações do TLS. A realização do TLS é relativamente simples, porém, por 

vezes, durante o TLS, o animal pode se mexer deslocando a tira de papel do 

teste da posição adequada antes do término de 1 minuto. Desta forma, um novo 

TLS deveria ser repetido para avaliação. Considerando que o TLS pode 

estimular o reflexo de lacrimação, a realização de um teste sequencial após um 

teste não bem sucedido poderia resultar em um aumento induzido da produção 

lacrimal, promovendo valores de TLS erroneamente maiores.   

Durante a realização dos testes lacrimais nos animais deste estudo, os 

coelhos aparentemente toleraram muito bem ambos os testes (TLS e TLPP). 

Porém, durante o TLS, alguns coelhos demonstraram um desconforto relativo, 

tornando-se mais relutantes ao teste, evidenciando sinais como blefaroespasmo 

ou ainda tentando retirar a tira de papel do olho. Estes sinais e reações não foram 

observados nos mesmos animais testados pelo TLPP em nenhum dos intervalos 

de tempo. Isto poderia justificar o fato do TLPP não apresentar diferença na 

avaliação do LTC em relação à condição controle e do TLS resultar um aumento 

do LTC quando comparado ao TLPP e à condição controle. Considerando estes 

fatos, foi possível concluir que o TLPP não promover um desconforto corneano 

importante durante o exame dos coelhos e aparenta ser melhor tolerado pelos 

animais que o TLS.  

O teste lacrimal de Schirmer (TLS) aumentou a sensibilidade da córnea 

(LTC) por pelo menos 16 minutos após o teste. Desta maneira, quando um TLS 

for realizado em coelhos, o LTC não deve ser mensurado até que o período de 

16 minutos se encerre, pois pode interferir no valor real da sensibilidade 

estudada. Mas, por outro lado, se o TLPP for realizado ao invés do TLS, não há 

uma interferência deste teste no LTC, podendo, portanto ser mensurada a 

sensibilidade da córnea imediatamente após o TLPP.  
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Uma limitação do nosso estudo foi que há uma lacuna do valor do LTC entre 

o intervalo de tempo de 16 a 26 minutos para o TLS, portanto o momento exato 

em que a sensibilidade da córnea retornou ao normal não pôde ser precisamente 

determinado. Isto poderá ser mais bem explorado em uma pesquisa futura.  

A sensibilidade da córnea aumenta de acordo com a intensidade do 

estímulo.29 Tanto o TLPP quanto TLS produziram um reflexo de lacrimação 

durante o teste, pois a presença das tiras de papel que cada teste foi suficiente 

para estimular a sensibilidade da conjuntiva e da córnea; porém, o TLPP resultou 

em um estímulo menor que o TLS. 

O limiar de toque da córnea (LTC) não foi mensurado durante a realização 

dos testes lacrimais. Nesta pesquisa realizou a mensuração do LTC após a 

resposta do estímulo (1 minuto) e nos intervalos consecutivos citados 

anteriormente, sendo possível concluir que o LTC após o TLPP apresentou uma 

pequena variação sem importância estatística, ao passo que o TLS evidenciou 

um aumento significante. 

O estudo do TLPP e do TLS foi realizado em um grupo homogêneo de 

coelhos, pois esta espécie de animal é frequentemente utilizada como modelo 

experimentação para avaliação da sensibilidade corneana em outros estudos30-

32 sendo historicamente utilizada em uma série de estudos oftalmológicos. Ainda 

sim, o uso de animais de laboratório em um grupo homogêneo e em condições 

controladas poderia oferecer melhores condições de controle das variáveis de 

confusão. Por fim, coelhos seriam animais que permitiriam determinar se o TLPP 

poderia ser utilizado em animais que possuem olhos maiores que as demais 

espécies em que o teste fora anteriormente utilizado.10,11 

O TLPP foi facilmente realizado nos coelhos deste estudo pois o material da 

ponta de papel endodôntica é mais rígido e consistente que a tira de papel do 

TLS, o que facilita muito na inserção do TLPP no fórnice da pálpebra inferior. 

Este método foi desenvolvido anteriormente para uso em espécies animais que 

possuem olhos muito pequenos e ou que apresentem um comprimento da fissura 

pálpebra pequeno.10 Desta forma, conclui-se que o TLPP possa ser utilizado em 

animais que apresentem olhos maiores de forma satisfatória. 

Os valores do TLS (5,2 ± 1,0 mm/min) observados neste estudo foram 

semelhantes a outros descritos anteriormente em coelhos (5,3 ± 2,96 mm/min).21  
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Nosso estudo estabeleceu pela primeira vez o valor de referência do TLPP 

em coelhos da raça Nova Zelândia. Os valores observados para o TLPP (13,8 ± 

1,5 mm/min) foram superiores que o TLS (5,2 ± 1,0 mm/min). Acredita-se que o 

maior valor observado no TLPP possa permitir a detecção de uma pequena 

variação da produção lacrimal mais facilmente que no TLS.  

Considerando a facilidade de uso do TLPP, a sua precisão e o baixo custo, 

acredita-se que este teste possa ser utilizado em coelhos, assim como 

possivelmente em outras espécies animais, como uma opção para a 

mensuração da produção lacrimal com mínimo desconforto ocular ou alteração 

do LTC. 
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3. CAPÍTULO ï 3 

 

COMPARAÇÃO DAS ALTERAÇÕES CLÍNICAS E HISTOLÓGICAS DA 

CONJUNTIVA DE COELHOS INDUZIDAS PELO USO TÓPICO DE 

ANÁLOGOS DE PROSTAGLANDINA COM E SEM CONSERVANTES.  

 

RESUMO 

Objetivos: Avaliar e comparar alterações induzidas na conjuntiva de coelhos tratados 

topicamente com análogos de prostaglandina (APG) contendo cloreto de benzalcônio (BAK), 

amônia poliquaternária (PQ) e sem conservantes (BAKFREE), avaliando testes clínicos, 

histomorfométricos e imuno-histoquímicos. 

Material e métodos:  Um total de 60 coelhos (120 olhos) foram divididos em seis grupos, tratados 

diariamente durante 30 dias com: latanoprostaBAK, bimatoprostaBAK, travoprostaBAK, 

travoprostaPQ, tafluprostaBAKFREE e solução controleBAK. Apenas o olho esquerdo foi tratado, sendo 

o direito usado como controle. Avaliou-se o teste lacrimal de Schirmer (TLS), sensibilidade da 

córnea (SC) e a pressão intra-ocular (PIO) antes e após o tratamento. Foi mensurada pela 

histomorfometria da conjuntiva o número de células caliciformes do epitélio e a espessura da 

parede vascular (EPV) do estroma subjacente. Avaliou-se ainda marcadores imuno-

histoquímicos de inflamação como macrófagos reativos (RAM11), endotélio vascular reativo 

(VCAM-1) e linfócitos reativos (CD45RO). 

Resultados : Não foram observadas alterações na SC e TLS. A PIO reduziu em todos os olhos 

tratados com APG, não variando no tratamento com a solução controleBAK. O número de células 

caliciformes aumentou após o tratamento em todos os APG, exceto na solução controleBAK. A 

EPV aumentou após o tratamento com travoprostaBAK, bimatoprostaBAK, e latanoprostaBAK. O 

aumento da resposta macrofágia foi observado em todos os grupos que possuiam BAK como 

conservante. A inflamação do endotélio vascular foi detectada apenas após o tratamento com 

travoprostaBAK. O aumento de linfócitos reativos foi observado após o tratamento com 

travoprostaBAK, bimatoprostaBAK, latanoprostaBAK e tafluprostBAKFREE. 

Discussão : Os APG parece exercer um efeito protetor sobre as células caliciformes durante o 

curto período de tratamento que contenha BAK na formulação. As drogas APG associadas ao 

BAK e o uso isolado do BAK pode induzir alterações na conjuntiva de coelhos, resultando em  

aumento da resposta inflamatória vascular e estimulação celular de macrófagos e linfócitos 

reativos, porém sem alteração importante para a SC e TLS durante 30 dias de tratamento. 

Palavras -chave:  Tratamento do glaucoma; inflamação da conjuntiva, cloreto de benzalcônio, 

histomorfometria, imuno-histoquímica.  
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3.1 INTRODUÇÃO 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (World Health 

Organization) o glaucoma é a primeira enfermidade mais importante responsável 

pelo desenvolvimento de cegueira na população mundial.1 Frequentemente a 

primeira opção de terapia para os pessoas com glaucoma constitui de um 

tratamento clínico com o uso de drogas antiglaucomatosas. O uso destas drogas 

via tópica ocular pode ser necessário muitos anos, e muitas vezes durante toda 

a vida do paciente, sendo comum o desenvolvimento de alterações da superfície 

ocular e inflamação da conjuntiva durante este período.2-4 

A superfície ocular reage de forma específica a uma grande variedade de 

agressores externos, tais como poluição do ar, alterações climáticas, 

contaminação com agentes infecciosos, alérgenos e ao tratamento tópico com 

drogas oftálmicas.4,5-7 

Os efeitos adversos observados na conjuntiva após o uso de drogas 

oftálmicas (colírios) pode ser uma consequência da ação da própria droga sobre 

a conjuntiva, decorrente da presença de determinados tipos de conservantes nas 

formulações, ou ainda, da ação conjunta de ambos. O conservante mais utilizado 

nas formulações oftálmicas é o cloreto de benzalcônio ï benzalkonium chloride 

(BAK), que apresenta uma ação antimicrobiana pelo seu efetivo poder 

detergente sobre a parede celular da membrana bacteriana.8 Os efeitos tóxicos 

deste conservante estão bem relatados na literatura médica oftálmica e 

compreende uma grande variedade de mecanismos diretos e indiretos, que 

envolvem o sistema imune local, o epitélio corneano e conjuntival, o filme 

lacrimal, podendo interferir na sensibilidade neurológica da córnea e conjuntiva.9-

11 

O efeito detergente do BAK pode resultar em diminuição da quantidade de 

células caliciformes da conjuntiva, sendo descrito como um dos responsáveis 

pela indução à alteração da estabilidade do filme lacrimal, que por sua vez 

contribui para intensificar a inflamação ocular, aumento a liberação de linfócitos 

reativos, macrófagos reativos e células de Langerhans durante a terapia 

crônica.12,13 

Entre as principais classes de drogas utilizadas atualmente para o 

tratamento clínico do glaucoma encontram-se os agentes colinérgicos, beta 
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bloqueadores, agonistas alfa adrenérgicos, inibidores da anidrase carbônica, 

análogos de prostaglandina (APG) e combinações fixas destas drogas 

associadas ao maleato de timolol,14-16 sendo a maioria delas associada ao 

conservante BAK. Na tentativa de reduzir os efeitos adversos do BAK, foram 

desenvolvidos estudos com o uso de drogas antiglaucomatosas associadas a 

outros tipos de conservante ou sem adição de conservante (bakfree). Alguns 

destes estudos relataram uma redução da prevalência de sinais clínicos de 

desconforto ocular em pessoas que fizeram o uso de drogas bakfree por 

períodos prolongados de tratamento.17-19 

A presença do BAK nas formulações oftálmicas esteve relacionada ao 

desenvolvimento de alterações da superfície ocular, que a longo prazo pode 

resultar em inflamação da conjuntiva, acometendo a função fisiológica normal 

celular e imunológica local.19-22 Alguns destes efeitos adversos foram 

anteriormente estudados em ensaios clínicos com pessoas sob terapia 

antiglaucomatosa, avaliando-se alterações em determinados testes oftálmicos; 

outros utilizando cultivo celular, e outros com uso de animais como modelo 

experimental. Até agora, não há um estudo controlado que tenha sido realizado 

em coelhos, avaliando o efeito do uso de APG com e sem conservante, 

mensurando na mesma pesquisa as alterações da morfologia celular da 

conjuntiva, detecção imuno-histoquímica de marcadores de inflamação e 

avaliação de modificações de testes oftálmicos específicos. 

O objetivo desta pesquisa foi avaliar e comparar o efeito do uso de 

diferentes APG comercializados para terapia do glaucoma em pessoas, 

associados e não ao conservante, sobre a  conjuntiva de coelhos saudáveis, 

para detecção de alterações em determinados testes oftálmicos, modificações 

histomorfométricas e detecção imuno-histoquímica de mediadores inflamatórios 

da conjuntiva, após o tratamento tópico contínuo durante 30 dias. 
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3.2 MATERIAL E MÉTODOS  

Animais  

Todos os procedimentos que envolveram a utilização de animais vivos 

foram conduzidos de acordo com as ñNormas para uso de animais em Pesquisas 

Oftalmol·gicasò da ARVO (Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and 

Vision Research) e de acordo com as exigências aprovadas pela Comitê de Ética 

no uso de animais no Setor de Ciências Agrárias CEUA-SCA da Universidade 

Federal do Paraná. 

Foram selecionados aleatoriamente sessenta coelhos brancos da raça 

Nova Zelândia (Oryctolagus cuniculus) de um criador comercial local. Todos os 

animais (25 machos e 35 fêmeas) apresentaram peso médio aproximado (2,5 

Kg) e idade média de cinco meses.   

Os coelhos foram transportados em gaiolas apropriadas para o Vivário de 

Oftalmologia Experimental da Universidade Federal do Paraná (criado e 

desenvolvido especialmente para esta pesquisa) onde cada grupo permaneceu 

durante 40 dias. Antes de se iniciar o tratamento, os animais foram 

desverminados e reavaliados clínica e oftalmologicamente, realizando-se um 

exame físico completo dos indivíduos.  

Durante a fase de adaptação ao ambiente experimental, os coelhos 

permaneceram sob adaptação por 10 dias sem tratamento, acomodados em 

gaiolas com água filtrada e comida à vontade (ração comercial de coelho e feno 

de alfafa e/ou verduras frescas). No oitavo dia de adaptação, em um momento 

anterior ao início do tratamento, foram realizados testes oftálmicos específicos 

para determinar parâmetros de interesse do estudo. Ao término do décimo dia 

de adaptação, deu-se início ao tratamento propriamente dito, que fora mantido 

durante 30 dias consecutivos, de acordo com a droga de cada grupo 

experimental. 

Os parâmetros clínicos oftálmicos mensurados antes do tratamento foram 

novamente mensurados ao término do tratamento, mantendo-se o mesmo 

horário de avaliação realizado no momento inicial. 

As drogas utilizadas nesta pesquisa foram selecionadas de acordo com as 

apresentações farmacológicas comerciais (colírios) de análogos de 

prostaglandina (APG) associados com o conservante cloreto de benzalcônio 



48 

 

(BAK), ou com amônia poliquaternária-1 (PQ) ou ainda sem associação de 

conservantes, ditos como livres de conservante (bakfree). 

Os animais foram divididos em seis grupos contendo 10 animais cada, 

sendo tratados com latanoprosta 0,05%BAK 0,02% (Xalatan® Pfizer Indústria 

Farmacêutica, São Paulo, SP, Brasil), bimatoprosta 0,03%BAK 0.005% (Lumigan® 

Allergan Indústria Farmacêutica Ltda., Guarulhos, SP, Brasil), travoprosta 

0,004%BAK 0,015% (Travatan® Alcon Laboratórios do Brasil Ltda., São Paulo, SP, 

Brasil), travoprosta 0,004%PQ 0,001% (Travatan® Alcon Laboratórios do Brasil 

Ltda., São Paulo, SP, Brasil), tafluprostaBAKFREE (Saflutan® MSD - Merck Sharp 

& Dohme Ltda., Guarulhos, SP, Brasil) e uma solução controleBAK 0,01% (solução 

salina associada ao cloreto de benzalcônio 0,01%, Ophthalmos Farmácia 

Oftalmológica de Manipulação, São Paulo, SP, Brasil). Todos os grupos foram 

tratados apenas no olho esquerdo, instilando-se uma gota da droga diariamente, 

em horários fixos às 8 horas da manhã. O olho direito serviu como controle para 

o tratamento, não recebendo medicação. Todas as drogas utilizadas podem ser 

visualizadas na Tabela 3.1.   

 

Tabela 3.1 ï Drogas oftálmicas utilizadas para o tratamento do olho esquerdo de 
coelhos brancos da raça Nova Zelândia, de acordo com o respectivo 
número de animais (N) e o nome comercial do produto. 

Drogas  N Nome comercial 

Latanoprosta BAK0,02% 10 Xalatan1 

Bimatoprosta BAK 0,005% 10 Lumigan2 

Travoprosta BAK 0,015% 10 Travatan*3 

Travoprosta PQ 0,001% 10 Travatan*4 

Tafluprosta BAKFREE 10 Saflutan5 

Solução controle BAK 0,01% 10 BAK**6 

*Não há diferenças entre o nome comercial do Travatan® associado ao conservante cloreto de benzalcônio 

(BAK) e ao Travatan® associado ao conservante de amônia poliquaternária (PQ) 

**BAK = cloreto de benzalcônio 

1 - Xalatan® (Pfizer Indústria Farmacêutica, São Paulo, SP, Brasil) 
2 - Lumigan® (Allergan Indústria Farmacêutica Ltda., Guarulhos, SP, Brasil) 
3 - Travatan® (Alcon Laboratórios do Brasil Ltda., São Paulo, SP, Brasil) 
4 - Travatan® (Alcon Laboratórios do Brasil Ltda., São Paulo, SP, Brasil) 
5 - Saflutan® (MSD - Merck Sharp & Dohme Ltda., Guarulhos, SP, Brasil) 
6 ï Cloreto de Benzalcônio (Ophthalmos Farmácia Oftalmológica de Manipulação, São Paulo, SP, Brasil). 
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Testes oftálmicos  

Foram avaliados um total de 120 olhos de 60 coelhos saudáveis. As 

estruturas oculares do segmento anterior foram avaliadas por meio do uso de 

uma fonte de luz de um transiluminador tipo Finoff (Welch Allyn, Skaneateles 

Falls, NY, USA) e um biomicroscópio com lâmpada de fenda (Hawk Eye; Dioptrix, 

LôUnion, France). Os testes oftálmicos foram realizados por um único avaliador 

(LL), para evitar diferenças de interpretação interobservador. Os coelhos foram 

avaliados individualmente, contidos com auxílio de toalhas enrolada ao redor do 

corpo, tomando-se o cuidado para manter o animal sem desconforto. 

Quando a cabeça do animal era manualmente estabilizada, havia-se um 

cuidado para não se realizar compressão sobre a região do pescoço, na tentativa 

de prevenir mensurações errôneas da pressão intraocular (PIO). A sequência de 

realização dos testes oftálmicos foi pré-determinada em: (1) Inspeção ocular; (2) 

mensuração da sensibilidade da córnea por meio da estesiometria; (3) teste 

lacrimal de Schirmer (TLS) e (4) mensuração da PIO por tonometria. Os 

parâmetros de umidade e temperatura foram monitorados durante todos os 

testes, apresentando umidade que variou entre 70 a 73% e temperatura 

oscilando entre 20 a 23,5°C. 

 

Sensibilidade da córnea (SC)  

A avaliação da sensibilidade central da córnea foi realizada em ambos os 

olhos em todos os coelhos por meio da utilização de um estesiômetro de Cochet-

Bonnet (Luneau Ophtalmologie, Chartres Cedex, França). Este instrumento 

possui um monofilamento de náilon com espessura pré-definida (0,12 mm), o 

qual é aplicado perpendicularmente sobre a superfície central da córnea, 

variando-se o teste entre diferentes comprimentos de fio. A mensuração foi 

obtida por meio da observação do estímulo produzido pelo toque do filamento 

sobre a córnea, o qual é necessário para desencadear o reflexo de piscar. 

Neste estudo, somente a região central da córnea foi avaliada pelo toque, 

realizando-se uma mensuração repetida por três vezes em um mesmo 

comprimento de fio. Caso o animal não apresentasse o estímulo, o valor do 

comprimento do filamento era reduzido em 0,5 cm, repedindo-se as 

mensurações, até que cada coelho viesse a responder com o reflexo do 

fechamento palpebral.  
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A avaliação do teste permite comparar o comprimento de fio necessário 

para causar a resposta ao estímulo (mensurado em centímetros), com a 

sensibilidade da área central corneana. 

 

Teste lacrimal de Schirmer (TLS)  

Para mensuração do teste lacrimal de Schirmer (TLS) tipo 1, o qual 

mensura a produção basal e parte da produção reflexa da fração aquosa do filme 

lacrimal, foram utilizadas tiras de papel estéril de TLS padronizado (Ophthalmos 

- Farmácia Oftalmológica de Manipulação, São Paulo, SP, Brasil) em ambos os 

olhos de todos animais. A fração aquosa da lágrima foi mensurada em milímetros 

durante sessenta segundos. 

 

Pressão intraocular (PIO)  

A pressão intraocular (PIO) foi mensurada em todos os olhos, utilizando-se 

um tonômetro de rebote digital (Tonovet®, Lumic International, Baltimore, MD, 

USA). Não foi utilizado colírio anestésico para a mensuração da PIO e o sistema 

de avaliação do tonômetro foi calibrado para o modo personalizado para 

espécies de animais indefinidos. Este tipo de tonômetro usa uma probe 

eletromagnética que fornece um valor médio calculado entre 6 mensurações 

consecutivas, utilizando-se a região corneana central para estimativa da PIO 

média.23,24 

 

Eutanásia e coleta de amostras  

Após o tratamento ininterrupto durante 30 dias, os animais foram 

eutanasiados de acordo com as normas do Código de Ética do Médico 

Veterinário, por meio de injeção intravesona em bolus de anestésico 

pentobarbital (200 mg/Kg). Após o óbito, foram coletados os olhos inteiros e o 

tecido periocular (pálpebras), sendo imediatamente fixadas em solução de 

formol a 10% tamponada, na proporção de volume 1:10, permanecendo em 

imersão durante 24 horas para fixação. 
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Análise histomorfométrica e imuno -histoquímica  

Após a fixação, os olhos foram seccionados em seu eixo longitudinal sendo 

submetido ao processamento histotécnico padrão (Faria, 2013). Os cortes do 

bloco parafinado foram realizados com espessura de 5 µm, sendo montados em 

lâminas de vidro (Starfrost adhesive slide, Waldemar Knittel GmbH, Hamburg, 

Alemanha) sendo corados com corante de HE (Hematoxilina-Eosina) e PAS 

(ácido periódico de Schiff).  

A análise histomorfométrica quantitativa da conjuntiva foi realizada para 

avaliar a presença de infiltrado inflamatório, contagem do número de células 

caliciformes e mensuração da espessura da parede vascular (EPV). A avaliação 

qualitativa óptica foi realizada em seguimentos lineares de conjuntiva de 200 µm. 

Para a análise morfométrica quantitativa utilizou o software Image Pro-Plus 

versão 4 (IP4) (Media Cybernetics, Silver Spring, MD). 

A avaliação imuno-histoquímica foi realizada com captação de imagens 

com magnificação de 400x, utilizando o mesmo software. Cada imagem, foi 

virtualmente gradeada (150 X 200 Wm) realizando-se uma análise detalhada 

especifica da região epitelial e do estroma subjacente da conjuntiva. As 

mensurações realizadas foram desenvolvidas por um único avaliador, para evitar 

divergências inter-observador.  

 A análise imuno-histoquímica (IHQ) foi realizada com três anticorpos 

distintos para a detecção de: (1) macrófagos reativos, com um anticorpo 

monoclonal de coelho - rabbit anti-macrophage - RAM11 (DakoCytomation, CA, 

EUA, na diluição 1:800); (2) linfócitos-T reativos, com anticorpo anti-CD45RO 

(BD Biosciences Pharmingen, EUA, na diluição 1:800) e (3) inflamação vascular, 

que marca moléculas de adesão nas células do endotélio vascular reativo - 

reactive vascular cellular adhesion molecule - VCAM-1 (Novocastra Laboratories 

Ltd, Inglaterra, na diluição 1:200). Estes três marcadores foram escolhidos por 

apresentar alta afinidade pelos sítios de ação em situação de inflamação crônica 

que curse com reação de macrófagos, linfócitos e alterações no endotélio 

vascular em coelhos. 

 

Análise Estatística  

Os resultados foram espressos em média ± desvio padrão (DP). Os testes 

oftálmicos foram analisados em cada droga utilizada, comparando-se os 
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resultados obtidos antes e após o tratamento (média ± DP) dos olhos esquerdo 

(tratados) e dos olhos direito (controle) usando um teste-t com significância de 

5%. A análise histomorfométrica e os valores de IHQ foram comparados apenas 

no período pós-tratmento. Para isso foi realizado teste One-way ANOVA, com 

nível de significância de 5%, para comparar as variáveis continuas numéricas. 

Caso fosse detectado significância estatística, os dados foram submetidos ao 

pós-teste de Tukey-Kramer (Statview V; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). As 

diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando o valor de 

P < 0,05. 

 

3.3 RESULTADOS 

Testes Oftálmicos  

Sensibilidade da córnea  

A comparação da sensibilidade da córnea (SC) avaliada antes e após o 

tratamento não apresentou alteração significante para nenhuma das drogas 

testadas (P> 0,05). Todos os valores da SC (média ± DP) com os respectivos 

valores de P podem ser visualizados na Tabela 3.2. 

 

Tabela 3.2 ï Valores da sensibilidade da córnea (SC) observados nos coelhos da raça 
Nova Zelândia antes e após os tratamentos, de acordo com as drogas 
testadas, expressos em média ± DP. 

Drogas  
SC antes do 
tratamento 
(cm)  

SC após o 
tratamento   
(cm)  

Valor  
de P  

LatanoprostaBAK 0,02% 2,2 ± 0,3 2,0 ± 0,4 0,2317 

BimatoprostaBAK 0,005% 2,3 ± 0,5 2,7 ± 0,5 0,1194 

TravoprostaBAK 0,015% 2,6 ± 0,4 2,6 ± 0,3 0,6764 

TravoprostaPQ 2,0 ± 0,5 2,3 ± 0,3 0,1589 

TafluprostaBAKFREE 2,4 ± 0,4 2,5 ± 0,4 0,7947 

Solução controleBAK 2,5 ± 0,5 2,3 ± 0,6 0,7924 

     *Os valores de P superiores à 0,05 não foram considerados significantes. 

 

Teste lacrimal de Schirmer  

A comparação da mensuração aquosa da lágrima pelo teste lacrimal de 

Schirmer (TLS) tipo 1, antes e após o tratamento não demonstrou alteração 

significante em nenhum dos grupos avaliados (P > 0,05). Os valores para o TLS 
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(média ± DP) com os respectivos valores de P podem ser visualizados na Tabela 

3.3.   

 

Tabela 3.3 ï Valores do teste lacrimal de Schirmer (TLS) mensurados nos coelhos da 
raça Nova Zelândia antes e após os tratamentos, de acordo com as drogas 
testadas, expressos em média ± DP em milímetros, durante o intervalo de 
1 minuto. 

Drogas  
TLS antes do 
tratamento 
(mm) 

TLS após o 
tratamento 
(mm) 

Valor  
de P 

LatanoprostaBAK 0,02% 6,8 ± 0,7 4,8 ± 0,9 0,6182 

BimatoprostaBAK 0,005% 6,8 ± 2,0 6,0 ± 2,1 0,3942 

TravoprostaBAK 0,015% 7,0 ± 3,3 8,1 ± 3,7 0,4916 

TravoprostaPQ 5,9 ± 0,9 6,6 ± 1,2 0,1480 

TafluprostaBAKFREE 5,8 ± 1,0 5,3 ± 1,0 0,2993 

Solução controleBAK 6,4 ± 1,5 6,1 ± 0,5 0,7885 

     *Os valores de P superiores à 0,05 não foram considerados significantes. 

 

 

Pressão intra -ocular  

A comparação da mensuração da pressão intraocular (PIO) antes e após o 

tratamento demonstrou alteração significativa em todos os grupos tratados com 

APG, exceto para a solução controleBAK, que continha apenas o veículo com o 

conservante. Os valores da PIO (média ± DP) com os respectivos valores de P 

podem ser visualizados na Tabela 3.4. 

 

Tabela 3.4 ï Valores da pressão intra-ocular (PIO) mensurados nos coelhos da raça 
Nova Zelândia antes e após os tratamentos, de acordo com as drogas 
testadas, expressos em média ± DP. 

Drogas  
PIO antes do 
tratamento 
(mmHg)  

PIO após o 
tratamento 
(mmHg)  

Valor  
de P 

LatanoprostaBAK 0,02% 13,3 ± 0,7 10,8 ± 0,8 <0,0001* 

BimatoprostaBAK 0,005% 12,3 ± 1,2 10,8 ± 1,6 0,0285* 

TravoprostaBAK 0,015% 12,5 ± 1,3 09,3 ± 1,3 <0,0001* 

TravoprostaPQ 12,5 ± 1,0 10,4 ± 1,0 0,0001* 

TafluprostaBAKFREE 12,6 ± 1,7 10,9 ± 1,1 0,0166* 

Solução controleBAK 12,4 ± 2,3 12,0 ± 1,2 0,7404 

     *Os valores de P inferiores à 0.05 foram considerados significantes. 
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Análise histomorfo métrica e imuno -histoquímica  

Densidade das células caliciformes  

A comparação do número de células caliciformes entre os olhos tratados 

(esquerdo) e controle (direito) após 30 dias de tratamento contínuos 

demonstraram um aumento significativo em todas as drogas testadas, exceto 

para a solução controleBAK. A contagem da quantidade de células caliciformes 

(média ± DP) com os respectivos valores de P pode ser visualizada na Tabela 

3.5. 

As fotomicrografias representativas do aumento do número de células 

caliciformes da conjuntiva dos olhos tratados e não tratados podem ser 

visualizadas na Figura 3.1.  

 

Tabela 3.5 ï Comparação da densidade de células caliciformes (média ± DP) entre os 
olhos esquerdo (OS) tratados e olhos direito (OD) não tratados, após 30 
dias consecutivos de tratamento nos coelhos da raça Nova Zelândia, de 
acordo com as drogas testadas. 

Drogas  OD OS 
Valor  
de P 

LatanoprostaBAK 0,02% 10,3 ± 1,567 15,4 ± 2,757 <0,0001* 

BimatoprostaBAK 0,005% 10,9 ± 2,378 14,5 ± 3,100 0,0093* 

TravoprostaBAK 0,015% 09,9 ± 0,994 12,4 ± 2,757 0,0147* 

TravoprostaPQ 10,5 ± 1,581 13,0 ± 2,211 0,0094* 

TafluprostaBAKFREE 10,5 ± 1,841 14,3 ± 2,406 0,0009* 

Solução controleBAK 12,8 ± 6,017 14,8 ± 5,848 0,6085 

 *Os valores de P inferiores à 0,05 foram considerados significantes. 
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Figura 3.1 ï Fotomicrografias da conjuntiva de coelhos da raça Nova Zelândia (200x) coradas 

com ácido periódico de Schiff (PAS). A densidade de células caliciformes (cabeça de seta preta) 

foram maiores nos olhos esquerdos tratados (B,D,F,H,J,M) do que nos olhos direito não-tratados  

(A,C,E,G,I,L). A e B se referem à droga latanoprostaBAK. C e D à bimatoprostaBAK. E e F à  

travoprostaBAK. G e H à  travoprostaPQ. I e J à tafluprostaBAKFREE. L e M à solução controleBAK. 
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Espessura da parede vascular  

A espessura da parede vascular (EPV) do tecido conjuntival foi comparada 

entre os olhos tratados (esquerdo) e controle (direito), após 30 dias de 

tratamento contínuos. Os olhos tratados com latanoprostaBAK0,02%, 

bimatoprostaBAK0,005%e travoprostaBAK0,015% evidenciaram um aumento 

significante da EPV. Para o restante das drogas testadas, incluindo a solução 

controleBAK, não houve diferença significante entre os olhos esquerdo e direitos. 

Os valores da EPV (média ± DP) com os respectivos valores de P podem ser 

visualizados na Tabela 3.6. 

 

Tabela 3.6 ï Comparação da espessura da parede vascular (EPV) entre os olhos 
esquerdo (OS) tratados e olhos direito (OD) não tratados, após 30 dias 
consecutivos de tratamento nos coelhos da raça Nova Zelândia, de 
acordo com as drogas testadas. Valores (média ± DP) expressos em µm. 

Drogas  
EPV do OD 
(µm) 

EPV do OE 
(µm) 

Valor  
de P 

LatanoprostaBAK 0,02% 2,831 ± 0,898 6,022 ± 1,124 <0,0001* 

BimatoprostaBAK 0,005% 4,846 ± 0,932 6,364 ± 1,462 0,0126* 

TravoprostaBAK 0,015% 3,636 ± 0,764 5,224 ± 1,216 0,0026* 

TravoprostaPQ 5,264 ± 1,239 5,917 ± 1,175 0,2426 

TafluprostaBAKFREE 4,793 ± 1,227 4,094 ± 1,165 0,2080 

Solução controleBAK 4,774 ± 1,715 4,484 ± 1,482 0,7821 

*Os valores de P inferiores à 0,05 foram considerados significantes. 

 

 

A análise imuno-histoquímica (IHQ) para detecção de macrófagos reativos 

(anti-RAM11) comparada entre os olhos esquerdo (tratados) e direito (controles), 

após 30 dias de tratamento demonstrou um aumento da resposta ao anticorpo 

RAM11 nos olhos tratados com latanoprostaBAK0,02%, bimatoprostaBAK0,005%, 

travoprostaBAK0,015% e solução controleBAK. Para a travoprostaPQ e 

tafluprostaBAKFREE, não houve diferença significante entre os olhos esquerdo e 

direitos (Tabela 3.7). A resposta IHQ anti-RAM11 pode ser melhor avaliada na 

Figura 3.2.  
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Tabela 3.7 ï Comparação das áreas reativas para o anticorpo anti-RAM11 entre os 
olhos esquerdo (OS) tratados e olhos direito (OD) não tratados, após 30 
dias consecutivos de tratamento nos coelhos da raça Nova Zelândia, de 
acordo com as drogas testadas. Valores (média ± DP) expressos em 
somatório de áreas em µm². 

Drogas  
RAM11 no OD  
 (µm²) 

RAM11 no OS  
(µm²) 

Valor  
de P 

LatanoprostaBAK 0,02% 4231,953 ± 1969,919 8453,661 ± 3571,881   0,0042* 

BimatoprostaBAK 0,005% 719,129 ± 885,751 1822,712 ± 923,220   0,0138* 

TravoprostaBAK 0,015% 153,846 ± 103,660 661,52 ± 290,920 <0,0001* 

TravoprostaPQ 1552,545 ± 1178,785 1990,188 ± 1308,868   0,4423 

TafluprostaBAKFREE 1121,01 ± 713,045 1622,037 ± 974,298   0,2059 

Solução controleBAK 2119,253 ± 673,626 5936,106 ± 1237,987   0,0003* 

*Os valores de P inferiores à 0,05 foram considerados significantes. 

 

 



58 

 

 

Figura 3.2 ï Fotomicrografias da conjuntiva de coelhos da raça Nova Zelândia (400x) após 30 

dias de tratamento, corados com anticorpo anti-RAM11. A e B se referem à droga 

bimatoprostaBAK. C e D à latanoprostaBAK. E e F à travoprostaPQ. G e H à tafluprostaBAKFREE. 

Observe que a densidade da resposta imune (áreas castanhas) foram mais intensas nos olhos 

esquerdos (B, D) do que nos olhos direitos (A, C), em contraste com a contracoloração de eosina 

(áreas azuis), não apresentando diferença em (F,H) e (E,G). 
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A resposta da conjuntiva ao anticorpo anti-CD45RO, para deteção de 

linfócitos reativos, foi comparada entre os olhos esquerdo (tratados) e direito 

(controles), após 30 dias de tratamento. Os olhos tratados com 

latanoprostaBAK0,02%, bimatoprostaBAK0,005%, travoprostaBAK0,015% e 

tafluprostaBAKFREE apresentaram aumento da resposta ao anticorpo CD45RO 

quando comparados aos olhos controle. Não foi observada diferença significativa 

entre os olhos esquerdo e direito tratados com travoprostaPQ e solução 

controleBAK (Tabela 3.8). A resposta anti-CD45RO pode ser melhor visualizada 

na Figura 3.3. 

 

  

Tabela 3.8 ï Comparação das áreas reativas para o anticorpo anti-CD45RO entre os 
olhos esquerdo (OS) tratados e olhos direito (OD) não tratados, após 30 
dias consecutivos de tratamento nos coelhos da raça Nova Zelândia, de 
acordo com as drogas testadas. Valores (média ± DP) expressos em 
somatório de áreas em µm². 

 

*Os valores de P inferiores à 0,05 foram considerados significantes. 

Drogas  
CD45RO no OD 
 (µm²) 

CD45RO no OS 
(µm²) 

Valor  
de P 

LatanoprostaBAK 0,02%   86,284 ± 40,128   179,837 ± 3,879 0,0052* 

BimatoprostaBAK 0,005% 482,522 ± 445,691 1032,032 ± 613,233 0,0342* 

TravoprostaBAK 0,015%   91,526 ± 18,080   143,158 ± 57,914 0,0149* 

TravoprostaPQ   37,305 ± 21,223     52,035 ± 29,27 0,2139 

TafluprostaBAKFREE 333,925 ± 170,599   638,338 ± 226,759 0,0032* 

Solução controleBAK   73,377 ± 47,682   123,892 ± 57,972 0,1708 
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Figura 3.3 ï Fotomicrografias da conjuntiva de coelhos da raça Nova Zelândia (400x) após 30 

dias de tratamento, corados com anticorpo anti-CD45RO. A e B se referem à droga 

travoprostaBAK. C e D à bimatoprostaBAK0,005%. E e F à travoprostaPQ. G e H à solução controleBAK. 

Observe que a densidade da resposta imune (áreas castanhas) foi maior nos olhos esquerdo (B, 

D) que nos olhos direito (A, C), em contraste com a contracoloração de eosina (áreas azuis), não 

apresentando diferença entre (E e F) e (G e H). 
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A resposta da conjuntiva ao anticorpo anti-VCAM, para deteção de 

inflamação do endotélio vascular, foi comparada entre os olhos esquerdo 

(tratados) e direito (controles), após 30 dias de tratamento. Apenas os olhos 

tratados com travoprostaBAK0,015% apresentaram aumento da resposta ao 

anticorpo quando comparados aos olhos controle. Não foi observada diferença 

significativa entre os olhos esquerdo e direito tratados com as demais drogas 

(Tabela 3.9). A resposta anti-VCAM pode ser melhor visualizada na Figura 3.4. 

 

  

Tabela 3.9 ï Comparação das áreas reativas para o anticorpo anti-VCAM entre os olhos 
esquerdo (OS) tratados e olhos direito (OD) não tratados, após 30 dias 
consecutivos de tratamento nos coelhos da raça Nova Zelândia, de acordo 
com as drogas testadas. Valores (média ± DP) expressos em somatório de 
áreas em µm². 

Drogas  
VCAM no OD  
 (µm²) 

VCAM no OS  
(µm²) 

Valor  
de P 

LatanoprostaBAK 0,02% 181,320 ± 160,260 257,819 ± 176,640 0,3239 

BimatoprostaBAK 0,005% 193,595 ± 193,756 239,985 ± 236,295 0,6370 

TravoprostaBAK 0,015% 196,827 ± 106,495 387,515 ± 218,226 0,0231* 

TravoprostaPQ 195,765 ± 197,387 255,326 ± 240,933 0,5529 

TafluprostaBAKFREE 281,990 ± 262,987 448,348 ± 176,748 0,1142 

Solução controleBAK 157,001 ± 196,961 206,664 ± 228,882 0,7226 

*Os valores de P inferiores à 0,05 foram considerados significantes. 
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Figura 3.4 ï Fotomicrografias da conjuntiva de coelhos da raça Nova Zelândia (400x) após 30 

dias de tratamento, corados com anticorpo anti-VCAM. A e B se referem à droga travoprostaBAK. 

C e D à TravoprostPQ. E e F à solução controleBAK. Observe que a densidade da resposta imune 

(áreas castanhas) foi maior no olho esquerdo (B) que no direito (A), em contraste com a 

contracoloração de eosina (áreas azuis), não apresentando diferença entre as comparações de 

(C e D) e (E e F). 
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3.4 DISCUSSÃO  

Neste estudo, foi demonstrado que a terapia tópica com drogas análogas 

de prostaglandina (APG), comumente utilizadas em pacientes com glaucoma, 

podem induzir alterações na superfície ocular de coelhos saudáveis por meio da 

modificação do padrão celular normal. Estas alterações não resultaram em 

variação na sensibilidade da córnea (SC) e não variaram o teste lacrimal de 

Schirmer (TLS).  

Aparentemente, os conservantes utilizados nas formulações oftálmicas 

para evitar a contaminação do produto ou para aumentar a permeabilidade das 

drogas sobre a conjuntiva têm sido considerados os principais suspeitos para o 

desenvolvimento de reações adversas.15,16,25,26 Todavia, nos estudos mais 

atuais, uma série de evidências têm demonstrado que os conservantes não são 

os únicos agentes envolvidos no processo que desencadeia a cascata da 

resposta inflamatória da superfície ocular, durante a terapia prolongada com 

drogas antiglaucomatosa. As próprias drogas em si, podem resultar em 

alterações e danos em pacientes usuários, seja pelo efeito cumulativo, pela 

frequência de uso e duração do tratamento ou ainda por uma predisposição do 

paciente que pode apresentar outra doença ocular pre-existente.27 Na tentativa 

de reduzir os efeitos adversos dos conservantes, uma série de drogas estão 

sendo formuladas sem a adição de conservantes, o que certamente representa 

uma inovação importante para redução de parte dos efeitos adversos.28 

A diminuição da SC foi descrita anteriormente em seres humanos tratados 

com latanoprostaBAK, bimatoprostaBAK e travoprostaBAK,19 porém o resultado da 

SC pode variar caso a caso, como observado em outro estudo onde outros 

pacientes tratados com latanoprostaBAK não apresentaram alteração significativa 

da SC.20,21 Uma limitação da análise da SC pela estesiometria, talvez seria que, 

o resultado observado sofre uma variação intra e inter-individual considerável na 

interpretação dos resultados, o que poderia dificultar a comparação entre 

diferentes estudos realizados por diferentes pesquisadores.29 

Considerando a absorção conjuntival e ocular das drogas, é óbvio 

pressupor que os olhos tratados com drogas antiglaucomatosas deveriam 

apresentar uma redução na PIO.30 A redução da PIO foi observada todos os 

olhos dos coelhos tratados com APG, exceto para a solução controleBAK, que foi 

semelhante à observada em coelhos relatada pela literatura.22  
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A presença de células caliciformes na conjuntiva participa ativamente da 

manutenção da estabilidade do filme lacrimal. Os processos inflamatórios e 

estímulos tóxicos à conjuntiva podem resultar em uma importante redução da 

quantidade de células caliciformes,31 porém, após a retirada do estímulo 

causador, foi descrito que estas apresentam boa capacidade de regeneração.32 

A redução do número de células caliciformes após o uso de terapias 

antiglaucomatosas, tanto a curto quanto a longo prazo de tratamento, esteve 

relacionada à presença do conservante BAK nestas formulações.14,33  

Em nossa pesquisa, o número de células caliciformes apresentou um 

aumento significante após os 30 dias de tratamento em todos os grupos que 

receberam APG, associados ou não ao BAK. Este aumento, contraditório à parte 

da literatura, também foi observado em pessoas tratadas com latanoprosta 

durante 30 dias, porém seguido por um decrécimo do número de células 

caliciformes ao longo de seis meses de acompanhamento.34 Este mesmo 

achado foi detectado em coelhos, após o oito dia de tratamento com 

travoprostaBAK, e após 30 dias de tratamento com latanoprostaBAK e 

bimatoprostaBAK.15 

Em outro estudo, foi observado que os efeitos de redução da quantidade 

de mucina e células caliciformes decorrentes da inflamação e toxicidade 

promovida pelo BAK foi menor nos grupos que receberam latanoprostaBAK, do 

que nos grupos que receberam apenas o BAK isoladamente.14 E considerando 

ainda o uso prolongado de APG, foi descrito que o cultivo de células da 

conjuntiva de seres humanos35 e de coelhos36 apresentaram boa tolerância ao 

tratamento com TafluprostBAKFRE durante terapia prolongada, sem uma 

citotoxicidade evidente. O que nos remete a crer que a presença do BAK é 

responsável pelo desenvolvimento das lesões descritas anteriormente, e que a 

curto prazo, os APG podem atuar exercer algum efeito protetor à células 

caliciformes.15 

A inflamação dos vasos sanguíneos frequentemente altera a morfologia 

celular do endotélio vacular,36,37 causando um aumento da espessura da parede 

vascular (EPV). Nesta pesquisa o aumento da EPV da conjuntiva dos coelhos 

esteve presente nos tratamentos com latanoprostaBAK0,02%, bimatoprostaBAK0,005% 

e travoprostaBAK0,015%, sem variação da EPV nos olhos tratados com travoprostaPQ 

e tafluprostaBAKFREE. Esta observação corrobora com outros estudos que 
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demonstraram que a tafluprostaBAKFREE não promove alterações importantes 

tanto em vasos sanguíneos quanto linfáticos durante o tratamento.38 Os APG 

que causaram aumento da EPV foram aqueles os quais estavam associados ao 

conservante BAK, fazendo-nos crer que o efeito do BAK sobre a superfície da 

conjuntiva poderia ser o responsável pelo desenvolvimento destas alterações 

observadas em nossa pesquisa. Outros estudos observaram que o tratamento 

com drogas antiglaucomatosas contendo BAK, durante 30 dias, pode resultar em 

grande inflamação da conjuntiva,27 e o uso de drogas livres de conservante 

poderia ser uma alternativa para preservar a saúde ocular. Curiosamente, a 

solução controleBAK utilizada em nossa pesquisa não resultou em alteração na 

EPV, como observado nas drogas APGBAK. Talvez o efeito sinérgico do BAK com 

a droga APG tenha atuado como um potencializador da resposta pró-inflamatória 

vascular, resultando em maior edema do endotélio vascular, aumentando desta 

forma a EPV nos olhos tratados com APGBAK. 

Durante a inflamação vascular, ocorre a ativação de moléculas de adesão 

celular no endotélio dos vasos,40 que por sua vez contribui para o aumento da 

permeabilidade vascular e estravasamento de linfócitos, monócitos basófilos e 

eosinófilos. A detecção de moléculas de adesão celular (VCAM-1) foi observada 

apenas nos olhos tratados com travoprostaBAK 0,015%. Para as demais drogas, 

houve uma relativa tendência no aumento da resposta ao VCAM-1, todavia sem 

comprovação estatística. Russ et al (2007) obteveram uma resposta vascular 

mais evidente na conjuntiva de coelhos tratados com latanoprostaBAK0,02% 

durante 30 dias, porém não foi realizada uma pesquisa para detecção específica 

de moléculas de adesão celular (VCAM-1).15 Dentre as drogas estudadas,  a 

travoprosta é a droga que apresenta maior concentração de BAK0,015%. Talvez, 

durante um período mais prolongado de tratamento, as demais drogas 

associadas ao BAK, incluindo a solução controleBAK, poderiam resultar em 

alterações vasculares mais expressivas. Uma limitação da pesquisa é que a 

avaliação para deteção de moléculas de adesão foi realizada apenas após 30 

dias de tratamento, não sendo possível determinar se as demais drogas 

apresentaram um aumento significativo nos primeiros dias de tratamento, 

seguidos por uma redução da resposta vascular, ou se o aumento da resposta 

vascular, apesar de lento e progressivo, não foi suficiente para ser considerado 

estatisticamente significante. Para melhor compreensão da resposta inflamatória 
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aguda e crônica do endotélio vascular, outros estudos precisam ser 

desenvolvidos. 

Estudos histológicos e de citologia de impressão da conjuntiva de pessoas 

demonstraram que os olhos de pacientes tratados com drogas 

antiglaucomatosas aumentam a resposta celular à inflamação.33,41-43 A fase 

inicial da inflamação foi caracterizada por uma resposta que cursa com 

vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular, edema, e é seguida pela 

fase tardia com infiltração de células inflamatórias, especialmente linfócitos e 

macrófagos.36,44 

O aumento da resposta à inflamação mediada por macrófagos reativos na 

conjuntiva dos coelhos tratados com APGBAK e a ausência de resposta para as 

drogas tafluprostaBAKFREE e travoprastaPQ, que não continham BAK, sugerem que 

a presença do BAK pode ter sido responsável pelo aumento da resposta 

macrofágica (anti-RAM11). Semelhante às observações de Liang et al (2012),36 

acreditamos que o conservante BAK presente nestas formulações, mesmo em 

concentrações variadas em cada droga, foi o responsável por promover parte da 

inflamação da conjuntiva, devido ao seu efeito citotóxico local e talvez por 

exercer uma ação direta sobre os próprios macrófagos. Um estudo rescente, 

realizado in vitro, refere que o BAK apresenta uma efeito direto sobre os 

macrófagos, capaz de estimular o aumento da fagocitose e a liberação de 

citocinas.45 Este trabalho concluiu que a exposição prolongada ao BAK, mesmo 

em baixas concentrações, durante uma terapia crônica foi considerado um fator 

estimulante responsável pela ativação de macrófagos na inflamação.45   

Uma comparação entre a resposta inflamação da conjuntiva de pessoas 

tratadas com drogas antiglaucomatosas por períodos prolongados e pessoas 

saudáveis sem tratamento demonstrou um aumento do número de linfócitos-T e 

linfócitos-T de memória nos pacientes que receberam tratamento.46  

A estimulação de linfócitos-T reativos (resposta anti-CD45RO) detectada 

na conjuntiva dos coelhos tratados com travoprostaBAK 0,015%, bimatoprostaBAK 

0,005%, tafluprostaBAKFREE e latanoprostaBAK 0,02% sugere que os próprios APG 

possam influenciar na resposta linfocitária, uma vez que ambos APGBAK e 

APGBAKFREE resultara em alterações estatisticamente significantes. Porém o 

mecanismo envolvido nesta resposta ainda precisa ser melhor compreendido. A 

presença do BAK na travoprostaBAK 0,015% que estimulou linfócitos-T (resposta 
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significativa anti-CD45RO) e travoprostaPQ que não alterou a resposta, sugere 

que o conservante BAK também contribua para desencadear a inflamação.  

Um estudo que comparou o efeito da tafluprostaBAKFREE com 

latanoprostBAK0,02% e com apenas o conservante BAK, demonstrou um aumento 

discreto de linfócitos CD45+ na conjuntiva tratada com tafluprosta, e um aumento 

espressivo dos linfócitos CD45+ para latanoprosta e para BAK.17 Este estudo 

sugeriu que o BAK isolado ou associado à APG exerce um efeito direto pró-

inflamatório sobre a superfície ocular.17 Em nossa pesquisa, a solução 

controleBAK apresentou uma tendência à aumentar a ativação de linfócitos-T 

reativos, porém sem importância estatística. Acreditamos que o uso prolongado 

desta soluçãoBAK, num período superior aos 30 dias realizados, poderia resultar 

em uma resposta semelhante à observada por Liang, et al (2008),17 todavia a 

metodologia empregada para avaliação no trabalho foi diferente.  

Russ et al (2007)15 observaram a presença de um infiltrado inflamatório 

moderado na conjuntiva de coelhos tratados com APG, porém sem grandes 

alterações histopatologicas do estroma conjuntival, e Galletti et al (2013)47 

constataram eteitos citotoxícos do BAK sobre o epitélio da superfície e ocular, 

concluindo que este conservante pode interferir na resposta imune da conjuntiva. 

O uso de APG durante 30 dias de tratamento resultou em alterações 

inflamatórias na conjuntiva de coelhos, apresentando uma resposta mais 

deletéria da inflamação quando a droga esteve associada ao conservante BAK, 

do que quando este não estava presente. Um período mais prolongado de 

tratamento poderá fornecer maiores informações sobre a intensidade da lesões 

avaliadas neste estudo, todavia o uso de drogas antiglaucomatosas com outros 

tipos de conservante ou sem adição deve contribuir para uma melhor saúde da 

superfície ocular.   
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4. CAPÍTULO ï 4 

COMPARAÇÃO DAS ALTERAÇÕES CLÍNICAS E HISTOLÓGICAS DA 

CONJUNTIVA DE COELHOS INDUZIDAS PELO USO TÓPICO DE BETA 

BLOQUEADORES, INIBIDORES DA ANIDRASE CARBÔNICA, ALFA -

AGONISTAS E COMBINAÇÕES FIXAS DE AMBOS, COM E SEM 

CONSERVANTES. 

 

RESUMO 

Objetivos: Avaliar e comparar alterações induzidas na conjuntiva de coelhos tratados 

topicamente com alfa-agonistas, beta bloqueadores, inibidores da anidrase carbônica e 

combinações fixas de ambos, contendo cloreto de benzalcônio (BAK), e sem a presença de 

conservantes (bakfree), avaliando testes clínicos, histomorfométricos e imuno-histoquímicos. 

Material e métodos:  Um total de 60 coelhos (120 olhos) foram divididos em seis grupos, tratados 

diariamente durante 30 dias com: dorzolamida 2% + maleato de timolol 0,5%BAK, dorzolamida 

2% + maleato de timolol 0,5%BAKFREE, brinzolamida 1% + maleato de timolol 0,5% BAK, brimonidina 

0,2% + maleato de timolol 0,5%BAK, e solução controleBAK. Apenas o olho esquerdo foi tratado, 

sendo o direito usado como controle. Avaliou-se o teste lacrimal de Schirmer (TLS), sensibilidade 

da córnea (SC) e a pressão intra-ocular (PIO) antes e após o tratamento. Foi mensurada pela 

histomorfometria da conjuntiva o número de células caliciformes do epitélio e a espessura da 

parede vascular (EPV) do estroma subjascente. Avaliou-se ainda marcadores imuno-

histoquímicos de inflamação como macrófagos reativos (RAM11), endotélio vascular reativo 

(VCAM-1) e linfócitos reativos (CD45RO). 

Resultados : Não foram observadas alterações na SC e TLS. A PIO reduziu em todos os olhos 

tratados com as drogas, exceto para a solução controleBAK. O número de células caliciformes e 

a EPV não vairou em nenhum dos tratamentos realizado. O aumento da resposta macrofágica 

foi observado em todos os grupos que possuiam BAK como conservante. A inflamação do 

endotélio vascular não foi detectada em nenhuma das drogas. O aumento de linfócitos reativos 

foi observado apenas na conjuntiva dos coelhos tratados com a associação de dorzolamida 2% 

+ maleato de timolol 0,5%BAK. 

Discussão : Os inibidores da anidrase carbônica, beta bloqueadores e combinações fixas 

utilizados neste estudo parecem exercer uma resposta inflamatória da conjuntiva pouco evidente 

aos testes clínicos oftálmicos, porém com alteração da resposta macrofágica. A estimulação de 

macrófagos reativos esteve relacionada à presença do conservante BAK nas formulações. As 

alterações vasculares não foram detectadas de forma importante, sendo a estimulação da 

resposta de linfócitos-T reativos mais nítida apenas na associação de dorzolamida 2% + maleato 

de timolol 0,5%BAK, sugerindo certa toxicidade desta associação, durante os 30 dias de 

tratamento. 

Palavras -chave:  Tratamento do glaucoma; inflamação da conjuntiva, cloreto de benzalcônio, 

histomorfometria, imuno-histoquímica .  
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4.1 INTRODUÇÃO 

O glaucoma é a segunda enfermidade mais importante na população 

mundial, que pode resultar em déficite visual significativo, progredindo na maior 

parte dos casos não tratados para a cegueira.1,2 A terapia instituida à pessoas 

com glaucoma constitui da utilização terapêutica de formulações 

antiglaucomatosas durante muitos anos, o que por sua vez, pode resultar em 

alterações da superfície ocular e inflamação da conjuntiva.3-4 

A superfície ocular reage de forma específica a uma grande variedade de 

agressores externos, tais como poluição do ar, alterações climáticas, 

contaminação com agentes infecciosos, alergia e ao tratamento tópico com 

drogas oftálmicas.4-7 

Os efeitos adversos observados na conjuntiva após o uso de drogas 

oftálmicas (colírios) pode ser consequência da ação da própria droga sobre a 

conjuntiva, decorrente da presença de determinados tipos de conservantes nas 

formulações, ou ainda, da ação conjunta de ambos. O conservante mais utilizado 

nas formulações oftálmicas é o cloreto de benzalcônio ï benzalkonium chloride 

(BAK).8 Os efeitos tóxicos deste conservante estão bem relatados na literatura 

médica oftálmica e compreende uma grande variedade de mecanismos diretos 

e indiretos, que envolvem o sistema imune local, o epitélio corneano e 

conjuntival, o filme lacrimal, podendo interferir na sensibilidade neurológica da 

córnea e conjuntiva.9-11 

O efeito detergente do BAK pode resultar em diminuição da quantidade de 

células caliciformes da conjuntiva, sendo descrito como um dos responsáveis 

pela indução à alteração da estabilidade do filme lacrimal, que por sua vez 

contribui para intensificar a inflamação ocular, aumento a liberação de linfócitos 

reativos, macrófagos reativos durante a terapia crônica.12,13 

Entre as principais classes de drogas utilizadas para o tratamento clínico 

do glaucoma encontram-se os agentes colinérgicos, beta bloqueadores, 

agonistas alfa adrenérgicos, inibidores da anidrase carbônica, análogos de 

prostaglandina (APG) e combinações fixas destas drogas associadas ao maleato 

de timolol,14-16 sendo a maioria delas associada ao conservante BAK. Na 

tentativa de reduzir os efeitos adversos do BAK, foram desenvolvidos estudos 

com o uso de drogas antiglaucomatosas sem adição de conservante (backfree), 
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com aparente redução da prevalência de sinais clínicos de desconforto ocular 

em pessoas.14,17 

A presença do BAK nas formulações oftálmicas esteve relacionada ao 

desenvolvimento de alterações da superfície ocular, que a longo prazo pode 

resultar em inflamação da conjuntiva, acometendo a função fisiológica normal 

celular e imunológica local.17-20 Alguns destes efeitos adversos foram 

anteriormente estudados em ensaios clínicos com pessoas sob terapia 

antiglaucomatosa, avaliando-se alterações em determinados testes oftálmicos; 

outros utilizando cultivo celular, e outros com uso de animais como modelo 

experimental. Até agora, não há um estudo controlado que tenha sido realizado 

em coelhos, avaliando o efeito do uso de inibidores da anidrase carbônica, beta 

bloqueadores e combinações fixas de ambos com e sem conservante, 

mensurando na mesma pesquisa as alterações da morfologia celular da 

conjuntiva, detecção imuno-histoquímica  de marcadores de inflamação e 

avaliação de modificações de testes oftálmicos específicos. 

O objetivo desta pesquisa foi avaliar e comparar o efeito do uso de destas 

drogas comercializadas para terapia do glaucoma em pessoas, associados ou 

não ao conservante, sobre a  conjuntiva de coelhos saudáveis, para detecção de 

alterações em determinados testes oftálmicos, modificações histomorfométricas 

e detecção imuno-histoquímica  de mediadores inflamatórios da conjuntiva, após 

o tratamento tópico contínuo durante 30 dias. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS  

Animais  

Todos os procedimentos que envolveram a utilização de animais vivos 

foram conduzidos de acordo com as ñNormas para uso de animais em Pesquisas 

Oftalmol·gicasò da ARVO (Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and 

Vision Research) e de acordo com as exigências aprovadas pela Comissão de 

Ética no uso de animais no Setor de Ciências Agrárias CEUA-SCA da 

Universidade Federal do Paraná. 

Foram selecionados aleatoriamente sessenta coelhos brancos da raça 

Nova Zelândia (Oryctolagus cuniculus) de um criador comercial local. Todos os 
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animais (27 machos e 33 fêmeas) apresentaram peso médio aproximado (2,5 

Kg) e idade média de 5 meses.   

Os coelhos foram transportados em gaiolas apropriadas para o Vivário de 

Oftalmologia Comparada da Universidade Federal do Paraná (criado e 

desenvolvido especialmente para esta pesquisa) onde cada grupo permaneceu 

durante 40 dias. Antes de se iniciar o tratamento, os animais foram 

desverminados e reavaliados clínica e oftalmologicamente, realizando-se um 

exame físico completo dos indivíduos.  

Durante a fase de adaptação ao ambiente experimental, os coelhos 

permaneceram sob adaptação por 10 dias sem tratamento, acomodados em 

gaiolas com água filtrada e comida à vontade (ração comercial de coelho e feno 

de alfafa e/ou verduras frescas). No oitavo dia de adaptação, em um momento 

anterior ao início do tratamento, foram realizados testes oftálmicos específicos 

para determinar parâmetros de interesse do estudo. Ao término do décimo dia 

de adaptação, deu-se início ao tratamento propriamente dito, que fora mantido 

durante 30 dias consecutivos, de acordo com a droga de cada grupo 

experimental. 

Os parâmetros clínicos oftálmicos mensurados antes do tratamento foram 

novamente mensurados ao término do tratamento, mantendo-se o mesmo 

horário de avaliação realizado no momento inicial. 

As drogas utilizadas nesta pesquisa foram selecionadas de acordo com as 

apresentações farmacológicas comerciais (colírios) de beta bloqueadores, 

inibidores da anidrase carbônica, alfa-agonistas e combinações fixas associados 

com o conservante cloreto de benzalcônio (BAK), ou sem associação de 

conservantes, ditos como livres de conservante (backfree). 

Os animais foram divididos em seis grupos contendo 10 animais cada, 

sendo tratados com dorzolamida 2% + maleato de timolol 0,5%BAK 0,0075% 

(Cosopt® - MSD - Merck Sharp & Dohme Ltda., Guarulhos, SP, Brasil), 

Dorzolamida 2% + maleato de timolol 0,5%BAKFREE (Cosopt® - MSD - Merck 

Sharp & Dohme France, Paris, France), Brinzolamida 1% + maleato de timolol 

0,5% BAK 0,005% (Azorga® - Alcon Laboratórios do Brasil Ltda., São Paulo, SP, 

Brasil), Brimonidina 0,2% + maleato de timolol 0,5%BAK 0,005% (Combigan® 

Allergan Indústria Farmacêutica Ltda., Guarulhos, SP, Brasil), maleato de timolol 

0,5%BAK 0,005% (Timoptol® - MSD - Merck Sharp & Dohme Ltda., Guarulhos, SP, 
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Brasil) e uma solução controleBAK 0,01% (solução salina associada ao cloreto de 

benzalcônio 0,01%, Ophthalmos Farmácia Oftalmológica de Manipulação, São 

Paulo, SP, Brasil). Todos os grupos foram tratados apenas no olho esquerdo, 

instilando-se uma gota da droga a cada 12 horas, em horários fixos às 8 horas 

da manhã e 20 horas. O olho direito serviu como controle para o tratamento, não 

recebendo medicação. Todas as drogas utilizadas podem ser visualizadas na 

Tabela 4.1. 

 

Tabela 4.1 ï Drogas oftálmicas utilizadas para o tratamento do olho esquerdo de 
coelhos brancos da raça Nova Zelândia, de acordo com o respectivo 
número de animais (N) e o nome comercial do produto. 

Drogas  
N Nome 

comercial 

Dorzolamida 2% + maleato de timolol 0,5%BAK 0,0075% 10 Cosopt*1 

Dorzolamida 2% + maleato detimolol 0,5%BAKFREE 10 Cosopt*2 

Brinzolamida 1% + maleato de timolol 0,5% BAK 0,005% 10 Azorga3 

Brimonidina 0,2% + maleato de timolol 0,5%BAK 0,005% 10 Combigan4 

Maleato de timolol 0,5%BAK 0,005% 10 Timoptol5 

Solução controle BAK 0,01% 10 BAK**6 

*Não há diferenças entre o nome comercial do Cosopt® associado ao conservante cloreto de benzalcônio 

(BAK) e ao Cosopt® sem conservante (BAKFREE) 

**BAK = cloreto de benzalcônio 

 
1 ï Cosopt® colírio (MSD - Merck Sharp & Dohme Ltda., Guarulhos, SP, Brasil). 
2 ï Cosopt® colírio (MSD - Merck Sharp & Dohme France, Paris, France). 
3 ï Azorga® colírio (Alcon Laboratórios do Brasil Ltda., São Paulo, SP, Brasil). 
4 ï Combigan® colírio (Allergan Indústria Farmacêutica Ltda., Guarulhos, SP, Brasil). 
5 ï Timoptol® colírio (MSD - Merck Sharp & Dohme Ltda., Guarulhos, SP, Brasil). 
6 ï Cloreto de Benzalcônio (Ophthalmos Farmácia Oftalmológica de Manipulação, São Paulo, SP, Brasil). 

 
 

Testes oftálmicos  

Foram avaliados um total de 120 olhos de 60 coelhos saudáveis. As 

estruturas oculares do segmento anterior foram avaliadas por meio do uso de 

uma fonte de luz de um transiluminador tipo Finoff (Welch Allyn, Skaneateles 

Falls, NY, USA) e um biomicroscópio com lâmpada de fenda (Hawk Eye; Dioptrix, 

LôUnion, France). Os testes oftálmicos foram realizados por um único avaliador 

(LL), para evitar diferenças de interpretação interobservador. Os coelhos foram 

avaliados individualmente, contidos com auxílio de toalhas enrolada ao redor do 

corpo, tomando-se o cuidado para manter o animal sem desconforto. 
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Quando a cabeça do animal era manualmente estabilizada, havia-se o 

cuidado para não se realizar compressão sobre a região do pescoço, na tentativa 

de prevenir mensurações errôneas da pressão intraocular (PIO). A sequência de 

realização dos testes oftálmicos foi pré-determinada em: (1) Inspeção ocular; (2) 

mensuração da sensibilidade da córnea por meio da estesiometria; (3) teste 

lacrimal de Schirmer (TLS) e (4) mensuração da PIO por tonometria. Os 

parâmetros de humidade e temperatura foram monitorados durante todos os 

testes, apresentando humidade que variou entre 70 a 73% e temperatura 

oscilando entre 21 a 23°C. 

 

Sensibilidade da córnea (SC)  

A avaliação da sensibilidade central da córnea foi realizada em ambos os 

olhos em todos os coelhos por meio da utilização de um estesiômetro de Cochet-

Bonnet (Luneau Ophtalmologie, Chartres Cedex, França). Este instrumento 

possui um monofilamento de náilon com espessura pré-definida (0,12 mm), o 

qual é aplicado perpendicularmente sobre a superfície central da córnea, 

variando-se o teste entre diferentes comprimentos de fio. A mensuração foi 

obtida por meio da observação do estímulo produzido pelo toque do filamento 

sobre a córnea, o qual é necessário para desencadear o reflexo de piscar. 

Neste estudo, somente a região central da córnea foi avaliada pelo toque, 

realizando-se uma mensuração repetida por três vezes em um mesmo 

comprimento de fio. Caso o animal não apresentasse o estímulo, o valor do 

comprimento do filamento era reduzido em 0,5 cm, repedindo-se as 

mensurações, até que cada coelho viesse a responder com o reflexo do 

fechamento palpebral.  

A avaliação do teste permite comparar o comprimento de fio necessário 

para causar a resposta ao estímulo (mensurado em centímetros), com a 

sensibilidade da área central corneana. 

 

 

 

Teste lacrimal de Schirmer (TLS)  

Para mensuração do teste lacrimal de Schirmer (TLS) tipo 1, o qual 

mensura a produção basal e parte da produção reflexa da fração aquosa do filme 
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lacrimal, foram utilizadas tiras de papel estéril de TLS padronizado (Ophthalmos 

- Farmácia Oftalmológica de Manipulação, São Paulo, SP, Brasil) em ambos os 

olhos de todos animais. A fração aquosa da lágrima foi mensurada em milímetros 

durante sessenta segundos. 

 

Pressão intraocular (PIO)  

A pressão intraocular (PIO) foi mensurada em todos os olhos, utilizando-se 

um tonômetro de rebote digital (Tonovet®, Lumic International, Baltimore, MD, 

USA). Não foi utilizado colírio anestésico para a mensuração da PIO e o sistema 

de avaliação do tonômetro foi calibrado para o modo personalizado para 

espécies de animais indefinidos. Este tipo de tonômetro usa uma probe 

eletromagnética que fornece um valor médio calculado entre 6 mensurações 

consecutivas, utilizando-se a região corneana central para estimativa da PIO 

média. 

 

Eutanásia e coleta de amostras  

Após o tratamento ininterrupto durante 30 dias, os animais foram 

eutanasiados de acordo com as normas do Código de Ética do Médico 

Veterinário, por meio de injeção intravesona em bolus de anestésico 

pentobarbital (200 mg/Kg). Após o óbito, foram coletados os olhos inteiros e o 

tecido periocular (pálpebras), sendo imediatamente fixadas em solução de 

formol a 10% tamponada, na proporção de volume 1:10, permanecendo em 

imersão durante 24 horas para fixação.  

 

Análise histomorfométrica e imuno -histoquímica  

Após a fixação, os olhos foram seccionados em seu eixo longitudinal sendo 

submetido ao processamento histotécnico padrão (Faria, 2013). Os cortes do 

bloco parafinado foram realizados com espessura de 5 µm, sendo montados em 

lâminas de vidro (Starfrost adhesive slide, Waldemar Knittel GmbH, Hamburg, 

Alemanha) sendo corados com corante de HE (Hematoxilina-Eosina) e PAS 

(ácido periódico de Schiff).  

A análise histomorfométrica quantitativa da conjuntiva foi realizada para 

avaliar a presença de infiltrado inflamatório, contagem do número de células 

caliciformes e mensuração da espessura da parede vascular (EPV). A avaliação 
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qualitativa óptica foi realizada em seguimentos lineares de conjuntiva de 200 µm. 

Para a análise morfométrica quantitativa utilizou o software Image Pro-Plus 

versão 4 (IP4) (Media Cybernetics, Silver Spring, MD). 

A avaliação imuno-histoquímica foi realizada com captação de imagens 

com magnificação de 400x, utilizando o mesmo software. Cada imagem, foi 

virtualmente gradeada (150 X 200 Wm) realizando-se análise detalhada 

especifica da região epitelial e do estroma subjacente da conjuntiva. As 

mensurações realizadas foram desenvolvidas por um único avaliador, para evitar 

divergências inter-observador.  

A análise imuno-histoquímica  (IHQ) foi realizada com três anticorpos 

distintos para a detecção de: (1) macrófagos reativos, com um anticorpo 

monoclonal de coelho - rabbit anti-macrophage - RAM11 (DakoCytomation, CA, 

EUA, na diluição 1:800); (2) linfócitos-T reativos, com anticorpo anti-CD45RO 

(BD Biosciences Pharmingen, EUA, na diluição 1:800) e (3) inflamação vascular, 

que marca moléculas de adesão nas células do endotélio vascular reativo - 

reactive vascular cellular adhesion molecule - VCAM-1 (Novocastra Laboratories 

Ltd, Inglaterra, na diluição 1:200). Estes três marcadores foram escolhidos por 

apresentar alta afinidade pelos sítios de ação em situação de inflamação crônica 

que curse com reação de macrófagos, linfócitos e alterações no endotélio 

vascular em coelhos. 

 

Análise Estatística  

Os resultados foram espressos em média ± desvio padrão (DP). Os testes 

oftálmicos foram analisados em cada droga utilizada, comparando-se os 

resultados obtidos antes e após o tratamento (média ± DP) dos olhos esquerdo 

(tratados) e dos olhos direito (controle) usando um teste-t com significância de 

5%. A análise histomorfométrica e os valores de IHQ foram comparados apenas 

no período pós-tratamento. Para isso foi realizado teste One-way ANOVA, com 

nível de significância de 5%, para comparar as variáveis continuas numéricas. 

Caso fosse detectado significância estatística, os dados foram submetidos ao 

pós-teste de Tukey-Kramer (Statview V; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). As 

diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando o valor de 

P < 0,05. 
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4.3 RESULTADOS 

 

Testes Oftálmicos  

Sensibilidade da córnea  

A comparação da sensibilidade da córnea (SC) avaliada antes e após o 

tratamento não apresentou alteração significante para nenhuma das drogas 

testadas (P> 0,05). Todos os valores da SC (média ± DP) com os respectivos 

valores de P podem ser visualizados na Tabela 4.2. 

 

Tabela 4.2 ï Valores da sensibilidade da córnea (SC) observados nos coelhos da raça 
Nova Zelândia antes e após os tratamentos, de acordo com as drogas 
testadas, expressos em média ± DP. 

Drogas  
SC antes do 
tratamento 
(cm)  

SC após o 
tratamento   
(cm)  

Valor  
de P  

Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAK 0,0075% 2,0 ± 0,6 2,1 ± 0,7 0,7313 

Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAKFREE 1,7 ± 0,5 1,8 ± 0,5 0,6490 

Brinzolamida 1% + M. de timolol 0,5% BAK 0,005% 2,2 ± 0,8 2,8 ± 0,5 0,0544 

Brimonidina 0,2% + M.de timolol 0,5%BAK 0,005% 2,3 ± 0,5 2,4 ± 0,4 0,8621 

Maleato de Timolol 0,5%BAK 0,005% 2,3 ± 0,4 2,1 ± 0,6 0,2163 

Solução controle BAK 0,01% 2,2 ± 0,5 2,4 ±0,4  0,3466 

     *Os valores de P superiores à 0,05 não foram considerados significantes. 

 

Teste lacrimal de Schirmer  

A comparação da mensuração aquosa da lágrima pelo teste lacrimal de 

Schirmer (TLS) tipo 1, antes e após o tratamento não demonstrou alteração 

significante em nenhum dos grupos avaliados (P > 0,05). Os valores para o TLS 

(média ± DP) com os respectivos valores de P podem ser visualizados na Tabela 

4.3.   

 

 

 

 

Tabela 4.3 ï Valores do teste lacrimal de Schirmer (TLS) mensurados nos coelhos da 
raça Nova Zelândia antes e após os tratamentos, de acordo com as drogas 
testadas, expressos em média ± DP em milímetros, durante o intervalo de 
1 minuto. 



82 

 

Drogas  
TLS antes do 
tratamento 
(mm)  

TLS após o 
tratamento 
(mm) 

Valor  
de P 

Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAK 0,0075% 4,8 ± 0,9 4,4 ± 0,7 0,2878 

Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAKFREE 6,3 ± 1,3 6,1 ± 1,4 0,7287 

Brinzolamida 1% + M. de timolol 0,5% BAK 0,005% 4,5 ± 0,7 5,2 ± 0,8 0,0511 

Brimonidina 0,2% + M.de timolol 0,5%BAK 0,005% 5,6 ± 1,6 5,3 ± 1,1 0,6795 

Maleato de Timolol 0,5%BAK 0,005% 5,1 ± 1,4 5,7 ± 1,3 0,3349 

Solução controle BAK 0,01% 6,4 ± 1,1 6,6 ± 1,0 0,5716 

     *Os valores de P superiores à 0,05 não foram considerados significantes. 

 

Pressão intra -ocular  

A comparação da mensuração da pressão intraocular (PIO) antes e após o 

tratamento demonstrou alteração significativa em todos os grupos tratados com 

APG, exceto para a solução controleBAK, que continha apenas o veículo com o 

conservante. Os valores da PIO (média ± DP) com os respectivos valores de P 

podem ser visualizados na Tabela 4.4. 

 

Tabela 4.4 ï Valores da pressão intra-ocular (PIO) mensurados nos coelhos da raça 
Nova Zelândia antes e após os tratamentos, de acordo com as drogas 
testadas, expressos em média ± DP. 

Drogas  
PIO antes do 
tratamento 
(mmHg)  

PIO após o 
tratamento 
(mmHg)  

Valor  
de P 

Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAK 0,0075% 13,3 ± 1,4 11,4 ± 2,0 0,0229* 

Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAKFREE 12,3 ± 1,6 10,7 ± 1,5 0,0312* 

Brinzolamida 1% + M. de timolol 0,5% BAK 0,005% 13,9 ± 1,0 12,2 ± 0,9 0,0009* 

Brimonidina 0,2% + M.de timolol 0,5%BAK 0,005% 13,1 ± 0,9 11,4 ± 1,2 0,0034* 

Maleato de Timolol 0,5%BAK 0,005% 12,7 ± 1,9 11,1 ± 1,2 0,0363* 

Solução controle BAK 0,01% 13,2 ± 0,4 13,0 ± 1,9 0,8220 

     *Os valores de P inferiores à 0.05 foram considerados significantes. 

 

 

 

Análise histomorfométrica e imuno -histoquímica  

Densidade das células caliciformes  
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A comparação do número de células caliciformes entre os olhos tratados 

(esquerdo) e controle (direito) após 30 dias de tratamento contínuos não 

demonstraram alteração em nenhuma das drogas testadas. A contagem da 

quantidade de células caliciformes (média ± DP) com os respectivos valores de 

P podem ser visualizados na Tabela 4.5. 

As fotomicrografias representativas do aumento do número de células 

caliciformes da conjuntiva dos olhos tratados e não-tratados podem ser 

visualizadas na Figura 4.1.  

 

Tabela 4.5 ï Comparação da densidade de células caliciformes (média ± DP) entre os 
olhos esquerdo (OS) tratados e olhos direito (OD) não tratados, após 30 
dias consecutivos de tratamento nos coelhos da raça Nova Zelândia, de 
acordo com as drogas testadas. 

Drogas  OD OS 
Valor  
de P 

Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAK 0,0075% 11,6 ± 1,265 12,3 ± 1,567   0,2862 

Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAKFREE 12,3 ± 2,710 13,0 ± 3,367   0,6147 

Brinzolamida 1% + M. de timolol 0,5% BAK 0,005% 10,5 ± 2,838 10,7 ± 2,058   0,8588 

Brimonidina 0,2% + M.de timolol 0,5%BAK 0,005% 10,0 ± 2,667 11,4 ± 3,134   0,2962 

Maleato de Timolol 0,5%BAK 0,005% 12,1 ± 2,514 11,6 ± 2,633   0,6692 

Solução controle BAK 0,01% 11,2 ± 2,168 13,8 ± 5,119   0,3262 

 *Os valores de P superiores à 0,05 não foram considerados significantes. 
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Figura 4.1 ï Fotomicrografias da conjuntiva de coelhos da raça Nova Zelândia (200x) coradas 

com ácido periódico de Schiff (PAS). A densidade de células caliciformes (cabeça de seta preta) 

foram semelhantes nos olhos esquerdos tratados (B,D,F,H,J,M) aos olhos direito não-tratados  

(A,C,E,G,I,L). A e B se referem à dorzolamida 2% + maleato de timolol 0,5%BAK. C e D à 

dorzolamida 2% + maleato de timolol 0,5%BAKFREE. E e F à  brinzolamida 1% + maleato de timolol 

0,5% BAK. G e H à  brimonidina 0,2% + maleato de timolol 0,5%BAK. I e J à solução controleBAK. 

Espessura da parede vascular  


