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RESUMO

A presente tese de doutorado esta dividida em quatro capitulos. O primeiro
capitulo, que sera enviado ao periddico Arquivos Brasileiros de Oftalmologia
Veterinaria, € uma introdugcdo onde séo fornecidas informagdes basicas na
forma de uma breve revisdo para propiciar ao leitor no¢des relacionadas a
oftalmologia de coelhos, descricdo breve e objetiva de alguns passos
importantes para quem deseja reproduzir um estudo que envolva a avaliagéo
da conjuntiva ou da superficie ocular. Aborda ainda informacdes relacionadas
a anatomia, histologia basica da conjuntiva, preparacao da imuno-histoquimica
e detalhes da avaliagdo histopatoldgica.

O segundo capitulo trata de um artigo publicado no periddico Veterinary
Ophthalmology onde foi comparada a avaliagdo da sensibilidade corneana
induzida apds o uso de dois diferentes métodos de mensuracdo da fracdo
aquosa do filme lacrimal. O animal modelo utilizado nesta pesquisa foi o coelho
doméstico. Avaliou-se as alteracdes da sensibilidade da cornea apés o uso do
teste lacrimal de Schirmer e apds o uso teste lacrimal da ponta de papel
(método proposto por Rogério Ribas Lange), e o tempo de recuperacédo da
cornea aos niveis de sensibilidade basais. Por se tratar de um teste néo
descrito anteriormente para coelhos, determinou-se ainda os valores de
normalidade para a espécie.

O terceiro capitulo trata de artigo que sera submetido ao periédico
Experimental Eye Research. No artigo foram estudadas as alteracdes
induzidas na conjuntiva de coelhos saudaveis pelo uso de formulacGes
comercias antiglaucomatosas analogas de prostaglandina associadas ou nao
a conservante. Entre as drogas utilizadas foram escolhidas formulagdes com
conservante cloreto de benzalcbnio, amoénia poliquaternaria-1, e drogas sem
adicdo de conservantes. Foram realizados testes clinicos oftalmicos para
avaliar alteracdes na presséo intraocular, sensibilidade da cérnea e producéo
lacrimal; mensuracdes histomorfométricas de espessura da parede vascular e
densidade de células caliciformes; e avaliacdo imuno-histoquimica de
macrofagos reativos, linfocitos-T reativos e endotélio vascular reativo. Todos
os parametros do estudo estdo relacionados a resposta inflamatoria da
conjuntiva durante o uso de drogas antiglaucomatosas.

O quarto capitulo descreve, a semelhanca do terceiro, um estudo das
alteracdes induzidas na conjuntiva de coelhos saudaveis, porém com
formulagces comercias beta bloqueadoras, inibidores da anidrase-carbonica e
combinagdes fixas de ambos. Entre as drogas utilizadas foram escolhidas
formulac6es com conservante cloreto de benzalcénio, e drogas sem adicao de
conservantes. Os testes realizados neste estudo foram os mesmos descritos
no capitulo trés desta pesquisa.

Palavras-chave: Oftalmologia, glaucoma, coelhos, conjuntiva, superficie
ocular.



ABSTRACT

This doctoral thesis is divided into four chapters. The first chapter, that will
be submitted to Arquivos Brasileiros de Oftalmologia Veterinéria, is an
i ntroduction which brings a basic informat.i
rel at ed staophthalnsolody,i goidting 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. CAPITULO i 1

ASPECTOS MORFOLOGICOS DA SUPERFICIE OCULAR DE COELHOS: UM
GUIA PARA A OFTALMOLOGIA COMPARADA

1.1 INTRODUCAO

Anatomia da conjuntiva do coelho

A conjuntiva é uma membrana mucosa que reveste a face interna das
pélpebras, toda a terceira palpebra e recobre a superficie anterior do olho até o
limite do limbo, ao redor da coérnea (Figura 1.1). Didaticamente € dividida em
conjuntiva bulbar (que recobre o bulbo ocular) e conjuntiva palpebral, todavia,
trata-se de uma membrana continua de revestimento, cabendo a divisdo um
aspecto meramente didatico.'? A regido de juncdo, ou reflexdo da conjuntiva

forma um fundo de sacdo?* denominado #Af -r

Figura 1.1 7 Imagens representativas da conjuntiva palpebral do olho esquerdo de um coelho
doméstico da raca Nova Zelandia, saudavel e sem lesfes. A: Corte longitudinal sobre o eixo axial

do bulbo ocular, palpebra superior e inferior de um coelho, apés fixacdo para preparacao
histol - -gica. B: Desenho esquem8tico da i magem
palpebral (seta azul), conjuntiva bulbar (seta preta) e fornice (seta vermelha). C: Exposi¢do do

férnice conjuntival superior apés leve tracao da palpebra superior do olho esquerdo. D: Em maior
magnificacdo, € possivel destacar as regides de conjuntiva palpebral (seta azul), bulbar (seta

preta) e férnice (seta vermelha).

n

i Cce

i AO0
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Os coelhos possuem cilios verdadeiros em ambas as palpebras superior e
inferior, sendo a regido central da palpebra superior a area em que se
concentram os cilios de maior comprimento. No limite da margem palpebral, o
epitélio da epiderme gradualmente se modifica em um tecido de conjuntiva,
sendo a estrutura de transicdo denominada margem, que € constituida pela
placa tarsal, glandulas tarsais e ponto lacrimal.*°

Os coelhos possuem apenas um unico ponto lacrimal que faz a drenagem
da lagrima pelo ducto nasolacrimal, e um sistema de producdo da lagrima

envolve um complexo multiglandular (Figura 1.2).

Figura 1.2 i Figura esquemética da anatomia dos anexos e sistema de producdo e drenagem
nasolacrimal de um coelho adulto da raca Nova Zelandia. A: Olho esquerdo, evidenciando a
presenca de cilios bem desenvolvidos na regido central da palpebra superior (chave vermelha),
e 0 ponto lacrimal Unico (seta azul). B: Observa-se neste cranio o trajeto do ducto nasolacrimal
(em vermelho), e o sistema multiglandular que participa da producao da lagrima, composto pela
(1) glandula superficial da terceira palpebra; (2) lobo dorsal e (3) lobo ventral da glandula
profunda da terceira palpebra; (4) glandula lacrimal; (5) lobo infra-orbital, (6) lobo orbital e (7)
lobo retro-orbital da glandula lacrimal acessoéria.

Macroscopicamente o tecido conjuntival possui aspecto avermelhado
homogéneo e brilhante nas margens palpebrais, revestindo também a
membrana nicticante (terceira palpebra) e coloracdo avermelhada tendendo a
um amarelo semitransparente brilhante ao redor do bulo ocular. A presenca de
pigmentacdo conjuntival é varidvel de acordo com a espécie animal, sendo
inexistente em coelhos albinos da Raca Nova Zelandia.®’

A aderéncia do tecido conjuntival encontra-se firmemente ligada as
palpebras e membrana nictitante, frouxamente aderida ao bulbo ocular,
encontrando-se livre na regido do fornice. Devido a estas caracteristicas,

observa-se que as inflamacgdes conjuntivais podem causar um edema (quemose)
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mais pronunciado na regido de fornice e sobre o bulbo ocular, do que
propriamente na face interna das palpebras.*

A conjuntiva facilita o livre movimento do bulbo ocular e promove uma
superficie lisa para que as palpebras deslizem sobre a cornea. A inervacao
sensorial € mediada via divisédo oftalmica do nervo trigémeo, assim como ocorre
na cornea. A vascularizacdo é predominantemente originada de ramos orbitérios
com presenca de anastomoses do sistema facial, sendo a principalmente
irrigadas pela carotida. A conjuntiva tem um importante papel na protecdo do
olho contra agentes infecciosos.*’

Uma breve revisdo da histologia da conjuntiva de coelhos podera auxiliar na
interpretacdo dos resultados observados nos capitulos referentes a 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), responsaveis pela producdo e secre¢do de mucina
(componente mucoso do filme lacrimal). Outras glandulas conjuntivais
contribuem ainda na formacéao das fracées aquosa e lipidica do filme lacrimal.*

O epitélio da conjuntiva possui um padrao estratificado cilindrico, formado
por trés a sete camadas de células, sobrepostas sobre uma membrana basal.3’
A medida que se aproximam da superficie, as células tormam-se mais
achatadas, principalmente nas proximidades do limbo, margem palpebral, onde
formam um epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizante.®’

As células caliciformes estao presentes entre as camadas superficial e média
das células epiteliais (especialmente nos férnices e na membrana nictitante, mas

ausentes no limbo).8*°
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Figura 1.3 i Sequéncia fotogréfica ilustrativa da histologia da conjuntiva (H&E). A: Corte
histolégico do olho de um coelho da raca Nova Zelandia, saudavel e sem lesdes. E possivel
observar a direita da imagem a presenca das palpebras 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; férnice (seta
preta), fazendo um angulo entre a cérnea (mais dorsal) e a conjuntiva palpebral (mais ventral); e
a conjuntiva palpebral (seta azul). C e D: Em aumento (400x), observa-se o padrdo celular
histoldgico da conjuntiva, evidenciando (1) células caliciformes, (2) camada epitelial, (3) estroma
subjacente, (4) linfdcitos e (5) capilar.

O uso da coloracdo com acido periodico de Schiff (PAS), um corante de cor
purpura (Figura 1.4), pode ser realizado como opc¢ao para evidenciar as células
caliciformes.* Trata-se de uma coloracdo usada para contrastar estruturas
contendo uma alta propor¢cdo de macromoléculas de carboidratos (glicogénio,
glicoproteina, proteoglicanos), tipicamente encontrados em tecidos conjuntivos,

muco e laminas basais.*
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Figura 1.4 7 Histologia da conjuntiva de coelho (aumento de 400x) corada com dois tipos
diferentes de corantes para observacdo das células caliciformes. A: Conjuntiva corada com
hematoxilina & eosina, evidencia a presenca de células caliciformes pelo seu arcabougo, com
aspecto transparente (seta vermelha). B: Conjuntiva corada por acido periédico de Schiff (PAS)
permite observar as células caliciformes mais facilmente, sendo identificadas pelo contraste
purpura intenso (seta preta).

Entre o epitélio e o estroma subjacente existe a presenca de uma camada
basal, onde é possivel detectar melandcitos, produtores de pigmento melanico,
que a semelhanca dos melandcitos da pele, transferem granulos de melanina
(melanosomas) para as células epiteliais adjacentes.® Nos animais albinos, como
os coelhos brancos da raca Nova Zelandia, ndo ha producéo de melanina.®

O estroma localizado abaixo da membrana basal é um tecido conjuntivo
fibrovascular que possui grande variedade de células e tecidos (muscular,
nervoso, vascular, melanocitico), bem como glandulas lacrimais acessoérias.*’
Foliculos linfaticos com centros germinativos também se encontram no estroma,
principalmente nos férnices. As células do sistema imunoldgico mais abundantes
no estroma s&o os linfocitos-B e linfécitos-T, os quais desempenham um

importante papel na resposta imunoldgica da conjuntiva.®

Resposta imunoldgica da conjuntiva

Existem diferentes tipos de agentes etioloégicos que podem causar
alteracbes na resposta fisiologica normal da conjuntiva, resultando em
alterac6es como irritacdo e inflamacéo.!

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

inerentes de cada espécie animal.'? A grande diversidade de bactérias presentes


http://jcabral.info/gooo/04G/Glossario.html#Melanocitos
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na microbiota da conjuntiva de mamiferos permanece em condi¢cdes de
homeostase com a saude ocular.’®!* Para manutencdo desta homeostase a
conjuntiva possui um sistema imuno-secretor principalmente mediado por
linfécitos (CD3+) e macrofagos, que quando preciso tornam-se ativos contra
possiveis agentes agressores.'>16

Os linfocitos correspondem a grande maioria das células presentes nestas
superficies, sdo produzidos em regifes especificas denominadas de foliculos
linfoides (Figura 1.5), apresentando capacidade de circular pelo tecido local para
promover uma protecdo especializada.’-18

A presenca de tecido linféide organizado associado a conjuntiva (TLOAC) foi
descrita anteriormente em pessoas,'® perus,?® galinhas,?® coelhos,??23
porquinhos-da-india,?* e macacos.?®> O TLOAC faz parte do sistema imunolégico
do organismo, sendo semelhantemente encontrado em tecidos que possuem
superficie mucosa como brénquios e intestinos.26

Clinicamente, os foliculos linféides observados na conjuntiva de pessoas e
animais podem aumentar na presenca de infeccbes virais, clamidofilose, e
menos frequentemente em conjuntivites bacterianas.?®?” Um estudo em pessoas
que observou a quantidade de foliculos linféides presentes na conjuntiva de
pacientes saudaveis com diferentes idades, desde recém nascidos até pessoas
idosas de 70 anos; concluiu que a variacdo média de foliculos nestes pacientes
era de zero em recém nascidos, com pico de desenvolvimento aos 10 anos de
idade, e uma reducéo lenta e progressiva ao longo da vida.?®

Em coelhos, o desenvolvimento dos foliculos linféides ocorre & semelhanca
de pessoas,?? se iniciando a partir do nascimento (sem a presenca de foliculos),
até atingir o desenvolvimento maximo, com pico proximo de 6 meses de idade,
e um consecutivo declinio ao longo da vida.

Além dos linfécitos e macréfagos descritos anteriormente, o sistema imune
conjuntival possui em menor quantidade neutréfilos, os quais estéo distribuidos
entre o epitélio e estroma subjacente. A distribuicdo dos linfocitos € desigual,
sendo mais numerosos na conjuntiva bulbar e férnice do que na regido da

extremidade tarsal.?8
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Figura 1.5 7 Fotomicrografias da conjuntiva de um coelho da raga Nova Zelandia, saudavel e
sem lesdes. (H&E). A: Corte histologico da regido do fornice conjuntival (20x), evidenciando a
presenca de quatro foliculos linfoides bem desenvolvidos (setas vermelhas). B: Em destaque, é
possivel observar duas estruturas globoides, com conteddo multicelular com acentuado padrao
eosinofilico. C: Em aumento (400x), a regido de foliculos linféides predomina quase a totalidade
da figura, sendo composta por multiplos linfocitos, delimitados & margem superior pelo epitélio
da conjuntiva e células caliciformes(*).

Os foliculos linfoides primordiais, ou primarios, contém linfocitos-B maduros
0s quais sdo responsaveis pela producdo de imunoglobulinas.?® O mecanismo
de migracdo dos linfocitos ativos para o meio externo a conjuntiva ocorre pela
inducdo de linfécitos-T, os quais sdo capazes de identificar e reconhecer
organismos patdgenos na conjuntiva, sendo responsaveis pela ativacdo de

linfécitos B através da migracdo para o interior do foliculo germinativo
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linfocitario.?” A ativagdo destes linfécitos-B resulta na diferenciacéo do foliculo
de primario para secundario, que por sua vez inicia a proliferacédo de linfoblastos
e linfdcitos, capazes de se deslocarem para atingir o sitio de acdo na mucosa,

amplificando assim a resposta imunoldgica local.?’

Avaliacdo imuno -histoquimica da conjuntiva

A deteccdo da inflamagcdo da conjuntiva, realizada pela imuno-
histoquimica (IHQ), se refere ao processo de localizar antigenos especificos de
determinados marcadores, explorando o principio da ligacdo especifica
antigeno-anticorpos.?® Com o intuito de propiciar ao leitor nogdes basicas da
metodologia, seréo descritos os principais passos da preparacao do material da
imuno-histoquimica.

Para uma boa coloracdo IHQ o antigeno alvo deve permanecer insoluvel e
sua estrutura terciaria deve estar preservada, permitindo a ligacdo adequada
com o anticorpo. A exposicdo prolongada das proteinas a amostra ao fixador,
pode acarretar em alteracdes permanentes na amostra, tornado o resultado da
analise IHQ insatisfatorio ou ineficiente. Desta forma a fixacdo do material com
solucdo tamponada de formaldeido & 10% deve ser realizada corretamente,
respeitando-se o periodo de 24 a 48 horas de imersdo para um consecutivo
processamento histotécnico.?®

Os marcadores moleculares especificos da inflamacdo podem ser
caracteristicos de eventos celulares particulares, tais como proliferacdo ou morte
celular (apoptose), ou ainda ativacéo e liberacédo de determinadas substancias.°
A visualizacdo de uma interacdo antigeno-anticorpo pode ser obtida de diversas
formas, sendo a mais comum, 0 uso um anticorpo conjugado a uma enzima
peroxidase, que catalisa uma reacdo que produzira coloragdo.

A coloracdo produzida pelo anticorpo sofre precipitacdo direta no corte
histol6gico da amostra analisada, gerando a formacdo de um padrdo de cor
castanho ou avermelhado, que reflete a distribuicdo do antigeno alvo no
tecido/célula analisado.?®*® Esta coloracdo é contrastada com uma contra-
coloracéo de fundo, frequentemente de padréo azul.3°

O uso da IHQ apresenta grande vantagem pela alta sensibilidade e
especificidade dos marcadores, necessitando de pequenas quantidades de

tecido para deteccdo do antigeno, 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 possivel destacar um prolongado
processamento histotécnico ndo automatizado da amostra, que frequentemente
apresenta elevado custo. Na tentativa de obter um melhor resultado IHQ com um
custo acessivel, a técnica de arranjo em matriz de amostras teciduais, ou tissue
microarray (TMA) pode ser utilizada.3%3!

O arranjo em matriz de amostras teciduais, ou tissue microarray (TMA), &
uma técnica descrita em 1998 por Kononen com ampla aceitacdo pela literatura
mundial. Trata-se da construcdo de um bloco de parafina contendo fragmentos
cilindricos de amostras teciduais obtidos de dezenas de blocos de parafina.?

Para a construcdo de um bloco de TMA existe uma série de passos que
devem ser realizados, como a elaboracdo de um croqui gabarito, que descreve
0 posicionamento correto de cada amostra no novo bloco; a sele¢do dos locais
de coleta (dos blocos doadores), representativas da area de interesse a ser
estudada; a construcdo do bloco receptor; a obtencdo das laminas;3?33 e
finalmente a avaliacao e interpretacdo dessas para os estudos (Figura 1.6).

Figura 1.6 i Sequéncia 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 niumeros. B:
Selecao dos blocos doadores para coleta das areas representativas de interesse. C: Exemplo de
um bloco doador com duas areas 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 identificacdo do sentido da leitura. E: Processo de coloracdo imuno-
histoquimica nas laminas preparadas com o novo bloco de TMA. F: Leitura em microscopio 6ptico
das amostras.

Deteccéao de inflamacé&o da conjuntiva
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Ao entrar em contato com 0 antigeno, a conjuntiva ativa uma cascata
inflamat6ria em resposta ao patdgeno, liberando uma série de citocinas e
mediadores quimicos que promovem alteracdes vasculares, edema e
recrutamento de células do sistema imune local.3*

A resposta inflamatdria da conjuntiva ativa uma proteina CD106 no endotélio
vascular, a qual contribui ativamente para o extravasamento de linfécitos,
mondcitos, basoéfilos e eosindfilos para o sitio da inflamacgdo.3%3¢ A ativacéo
desta proteina CD106 ocorre pelo contato ou rolamento de linfécitos sobre o
endotélio dos vasos conjuntivais, podendo ser detectada na corrente sanguinea,
ou na proépria parede do vaso ou ainda no tecido extravascular adjascente.3¢ A
deteccdo da proteina CD106 é realizada imuno-histoquimicamente por um
anticorpo monoclonal de ratos denominado VCAM-1 (Vascular Cellular Adesion
Molecule).®® O anticorpo anti-VCAM-1 (Novocastra Laboratories Ltd, UK) quando
utilizado na conjuntiva de coelhos deve ser preparado na diluicdo de 1:200 para
fornecer uma coloracdo castanho na intensidade adequada para interpretacéo,

como mostrado na Figura 1.7.

Figura 1.7 i Fotomicrografia da conjuntiva saudavel (A) e com resposta inflamatéria vascular (B)
de coelhos, corada imuno-histoquimicamente com VCAM-1 (aumento 400x). A: Observe a
contracoloracdo azul, predominante em quase todo o estroma subjacente, com vasos
sanguineos nao reativos (setas pretas). B: Entre a contracoloracéo azul do estroma, destaca-se
a presenta de uma coloracdo castanha, positiva para VCAM-1, no tecido vascular (setas
vermelhas) e perivascular.

Os linfécitos reativos presentes na conjuntiva diferem em parte dos linfécitos
presentes na circulagdo sanguinea do restante do organismo, pois possuem uma
subunidade heterogénea intracelular denominada CD45, capaz de ser detectada
pela imuno-histoquimica 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 possivel detectar e diferenciar a presenca linfocitos-T
reativos, pois sdo apenas estes que expressam a isoforma CD45R0.%7:3® Para
isso, € utilizado o anticorpo anti-CD45R0O (Figura 1.8).

Grande parte da inflamacdo da conjuntiva de coelhos é mediada por
linfécitos reativos, seguidos pela participacdo de macréfagos em segundo lugar,
de forma menos expressiva,** porém ndo menos importante. Os macréfagos
reativos expressam uma proteina citoplasmatica capaz de ser detectada pelo
anticorpo monoclonal de coelhos RAM11 (Rabbit Anti-Macrophage) (Figura 1.9).
A presenca escassa de macréfagos na conjuntiva hem sempre permite a
deteccdo dos mesmos, porém a liberagéo de sua proteina citoplasmatica durante
a degranulacdo macrofagica, permite a deteccéo de sua passagem pelo estroma
subjascente,*®* por meio do contraste da coloracdo castanha positiva para

RAM11 em relacéo a contra-coloracdo azul de fundo.

Figura 1.8 i Fotomicrografia da conjuntiva saudavel (A) e com resposta de linfécitos-T reativos
(B) de coelhos, corada imuno-histoquimicamente com CD45R0O (aumento 400x). A: Observe os
linfocitos (setas pretas) ndo reativos ao CD45RO delimitados entre o epitélio e o estroma
subjacente da conjuntiva. B: A coloracdo castanha, positiva para CD45R0O, pode ser notada
sobre e ao redor dos linfécitos reativos (setas vermelhas).
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reativos (B) de coelhos, corada imuno-histoquimicamente com RAM11 (aumento 400x). A: A
contra-coloracao azul predominante do estroma adjacente foi fracamente marcada pelo anticorpo
anti-RAM11. B: A acdo de macréfagos reativos resulta em reagdo positiva para RAM11, deixando
0 estroma marcado com a coloracdo castanha (setas vermelhas).
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2. CAPITULO i 2

COMPARACAO ENTRE DA SENSIBILIDADE CORNEANA INDUZIDA PELO
TESTE LACRIMAL DE SCHIRMER E TESTE LACRI MAL DA PONTA DE
PAPEL EM COELHOS DA RACA NOVA ZELANDIA.

RESUMO

Objetivos: Avaliar e comparar as diferencas 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 raga Nova Zelandia, determinar o intervalo de tempo necessario
para que o a cérnea estimulada retorne ao estagio de normalidade da SC, e determinar o valor
médio da produgéo lacrimal de coelhos, mensurados pelos TLS e TLPP.

Material e métodos: Um total de 10 coelhos (20 olhos) foram divididos em trés etapas de testes
com intervalo de 24 horas entre os testes. Para cada etapa foi mensurado o limiar de toque da
coérnea (LCT) necessario para provocar um reflexo de piscar, durante um intervalo cronoldgico
sequencial, de forma a criar uma curva de LTC (sensibilidade) nos seguintes momentos: tempo
zero (referente a primeira mensuracdo imediatamente antes do teste lacrimal); 1 minuto
(segunda mensuracdao realizada apos o teste lacrimal); e consecutivamente nos intervalos 6, 11,
16 e 26 minutos apds. As tres etapas descritas foram: (1) Condi¢éo controle - avaliagdo LTC
durante os intervalos de tempo, sem realizacdo de teste lacrimal; (2) Condi¢do TLPP + LTC, e
(3) Condicao TLS + LTC. Apés a realizagdo dos testes, foi criado uma curva de LTC média nas
diferentes condi¢bes estudadas.

Resultados : O aumento do LTC foi significante apds o TLS até o periodo de 16 min, indicando
que o TLS pode resultar em desconforto corneano. N&o foram observadas diferencas entre o
LTC para o TLPP e para a condi¢éo controle, indicando que o TLPP causa minimo desconforto.
A média + desvio padrdo (DP) do TLS foi 5,2 £ 1,0 mm/min e do TLPP foi 13,8 + 1,5 mm/min.
Discussao : A fracdo aquosa da lagrima de coelhos pode ser mensurada de forma eficiente pelo
TLPP. Este estudo estabeleceu pela primeira vez os valores de referéncia do TLPP nesta
espécie. A semelhanca ente o LTC observado no TLPP e na condi¢gdo controle demonstra que
este teste foi bem tolerado pelos animais. Considerando o conforto do TLPP (em relacdo ao
TLS), a acuracia, e 0 baixo custo, o TLPP pode ser uma alternativa de método utilizado para
mensurar a producéo lacrimal em coelhos.

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

lacrimal de Schirmer, producéo lacrimal.
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2.1 INTRODUCAO

Os meédicos veterinarios oftalmologistas possuem grande interesse na
mensuracdo da producdo lacrimal em animais, especialmente em espécies
mamiferos, pois existe uma forte ligacéo entre a quantidade de lagrimas presente
no olho e a saude ocular. A baixa producéo da lagrima (lacrimacéo), lubrificacdo
inadequada ou mudancas na qualidade do filme lacrimal esta associada a uma
série de doencas da cérnea e da conjuntiva.l?

A avaliagdo da producao lacrimal € muito importante para o diagnostico de
muitas oftalmopatias, sendo especialmente utilizada para o diagnostico da
ceratoconjuntivite seca.® Existe uma diversidade de testes oftalmicos utilizados
para mensurar a quantidade da fragdo aquosa da lagrima, como o teste lacrimal
de Schirmer (TLS),*® teste lacrimal de Schirmer modificado (TLSmM),® teste
lacrimal fenol vermelho (TLFV),” ! e recentemente desenvolvido o teste lacrimal
da ponta de papel (TLPP).1%1 Na medicina veterinaria, a escolha do teste
lacrimal adequado est& relacionada diretamente ao tipo de espécie animal que
serd avaliada.

O teste lacrimal de Schirmer (TLS) é o teste mais utilizado em todo o mundo,
sendo amplamente utilizado em seres humanos'? e em uma grande quantidade
de espécies animais como cdes,*!? gatos,'* cavalos,'® chinchilas,® furGes,®
capivaras,!’” macacos,'®° porcos?® e coelhos.?! Na experiéncia dos autores,
algumas espécies animais podem apresentar um discreto a leve desconforto
ocular durante o TLS, demonstrando sinais variaveis 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-
india, por exemplo.®

Em espécies animais que possuem o comprimento palpebral reduzido e que
o0 TLS néo se aplica, a utilizagdo 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 mensuragéo da fracéo
aguosa do filme lacrimal, porém, em espécies animais que possuem um
comprimento da fissura palpebral muito reduzido, como em saguis por exemplo,
a realizacao destes dois testes pode se tornar um grande desafio, necessitando

em alguns casos do auxilio de uma pinca tipo Adson-Brown para a insercao do
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teste no fornice palpebral do animal.'® Na tentativa de solucionar este problema
observado na execucdo 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
endodéntico padronizado (Roeko Color 7 tamanho 30; Langenau, Alemanha)
que pode ser facilmente inserido no férnice conjuntival.l® Este teste foi
desenvolvido para ser utilizado em espécies animais que possuem olhos muito
pequenos, com consequente comprimento palpebral reduzido e baixa producao
lacrimal. Foi descrito anteriormente em saguis com resultados satisfatérios,° e
mais recentemente em outras espécies animais como canario-da-terra (Sicalis
flaveola), curi6 (Sporophila angolensis), tartaruga-de-orelha-vermelha
(Trachemys scripta elegans), rato (Rattus norvegicus) e camundongo (Mus
musculus).10:11

Durante a execucao destas pesquisas, foi observado que os animais do
estudo ndo evidenciavam um desconforto ocular durante o TLPP da mesma
forma em que fora observado durante o TLS. Considerando estas observacoes,
0 objetivo desta pesquisa foi comparar as diferencas da sensibilidade corneana
induzida pelos dois diferentes testes lacrimais: TLS e TLPP em coelhos brancos
da raca Nova Zelandia. Durante a avaliagcdo da sensibilidade da cérnea, também
foi proposto determinar o intervalo de tempo necessario para que a cornea
estimulada viesse a se recuperar do estimulo a um estagio de normalidade, e
também determinar o valor médio da producéo lacrimal em coelhos mensurados
pelos TLS e TLPP.

2.2 MATERIAL E METODOS
Animais

Neste estudo foram utilizados 20 olhos de dez coelhos saudaveis (cinco
machos e cinco fémeas), sendo todos da raca Nova Zelandia com seis meses
de idade. Os animais foram selecionados aleatoriamente em uma criacao
comercial. Todos os procedimentos realizados com os animais foram conduzidos
de acordo com as normas do Comité de uso de animais em experimentacao
animal da Universidade Federal do Parana, 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 fisico geral e avaliacao
parasitolégica, antes da avaliacdo oftalmica, de forma a excluir aqueles que
pudessem apresentar qualquer indicagcdo de doenca sistémica. As estruturas
oculares localizadas no segmento anterior foram avaliadas com o auxilio de um
transiluminador e um biomicroscépio com lampada de fenda (Hawk Eye; Dioptrix,
L6 Uni on ). Odfcoahoscgee apresentaram lesdes oculares ou sistémicas
foram excluidos deste estudo. Para evitar as diferencas entre diferentes
observadores, um Unico pesquisador foi o responsavel por realizar todos os

testes oftalmicos.

Testes oftalmicos

A avaliacdo oftalmica 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 inser¢do do teste lacrimal no fornice da
conjuntiva palpebral, tomando-se o cuidado em manter os animais em condigéo
de conforto durante as mensuracfes. A umidade relativa do ar (70%) e a
temperatura do ambiente (22,5%) foram controladas durante a pesquisa.

A mensuracdo da fragcdo aquosa da lagrima foi realizada utilizando-se os
seguintes métodos: teste lacrimal de Schirmer tipo | (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, Sdo Paulo, SP, Brasil) e o TLPP
utilizando-se de uma ponta de papel absorvente endoddntica padronizada estéril
(Roeko Color - size 30; Langenau, Alemanha).?

O teste da sensibilidade da cornea foi mensurado considerando-se o limiar
de toque da cérnea (LTC) necessario para provocar um reflexo de piscar. Este
LTC foi mensurado por um Unico pesquisador utilizando-se um estesibmetro de
Cochet-Bonnet (Luneau Ophtalmologie, Chartres Cedex, Franca) durante um
intervalo cronoldgico sequencial, de forma a criar uma curva de intervalos de
LTC (sensibilidade) nos seguintes momentos: tempo zero (referente a primeira
mensuragao realizada imediatamente antes do teste lacrimal); 1 minuto
(segunda mensuracao realizada imediatamente apos o teste lacrimal); e
consecutivamente nos intervalos de 6, 11, 16 e 26 minutos ap0s. Em cada um
dos animais, foram avaliados ambos os olhos (esquerdo e direito). Com a

finalidade de evitar discrepancias durante a mensuracéo 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 sequéncia cronolégica dos intervalos em cada olho.

B

Figura 2.1 1 Olho esquerdo de um coelho albino da raga Nova Zelandia, macho, de seis meses
de idade. A: Teste lacrimal de Schirmer inserido no férnice da palpebra inferior. B: Teste lacrimal
da ponta de papel inserido no férnice da palpebra inferior do mesmo animal.

Os testes foram conduzidos em trés etapas diferentes, com um intervalo de
24 horas entre cada etapa, para se evitar possiveis interferéncias entre os testes,
uma vez que os mesmos coelhos participaram em cada uma das etapas.

A sequéncia ordenada dos procedimentos realizados neste estudo foi: (1)
Condicao controle - avaliacdo do limiar de toque da cornea (LTC) durante os
intervalos de tempo, sem a realizacdo de um teste lacrimal; (2) Condicdo de
avaliacdo do TLPP e LTC, e (3) condicao de avaliagdo do TLS e LTC. Apos a
realizagéo de cada teste, os valores referentes a cada coelho foram registrados

de forma a criar uma curva de LTC médio nas diferentes condi¢des estudadas.

Analise estatistica

Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk para demonstrar que 0s
erros dos valores da amostra encontravam-se distribuidos dentro da
normalidade. Consecutivamente, foi realizado um pos-teste de Tukey HSD
sendo considerado significante os valores com P < 0,05. Todas as analises foram
realizadas utilizando-se o software SAS v.9.2 (SAS Institute, Cary, NC, USA). Foi

ainda analisado o coeficiente de correlagdo de Pearson entre as variaveis
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guantitativas do TLPP e TLS por meio do software SPSS 11.0 (Statistical Product
and Service Solutions, NY, USA).

2.3 RESULTADOS

Testes lacrimais

N&o houve diferenca estatistica 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 padrédo 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
meédia geral entre ambos os olhos do TLS foi de 5,2 £ 1,0 mm/min, com amplitude
de 4 a 7 mm/min (variancia = 1,18).

O valor médio com seu desvio padréo 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 (variancia = 2,26).

O coeficiente de correlagdo de Pearson entre o TLS médio (5,2 £ 1,0
mm/min) e o TLPP médio (13,8 £ 1.5 mm/min) suporta a hipétese de que ndo ha
correlacao entre ambas as variaveis (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 7 Diferenca entre os valores médios do teste lacrimal da ponta de papel (TLPP) e teste
lacrimal de Schirmer (TLS) realizado em 10 coelhos albinos da raca Nova Zelandia, mensurados
durante um minuto.

Sensibilidade corneana

Condicao controle

A média geral + desvio padrdo do LTC na condic&o controle foi de 2,62 +
0,68 cm. Uma comparacédo entre os valores médios de LTC observados nos
intervalos de tempo ndo apresentou uma diferenga significante (P > 0,05). Todos
os valores mensurados em cada um dos intervalos da sequéncia cronoldgica nas

condi¢des controle, TLPP e TLS podem ser observados na Tabela 2.1.

TLPP e LTC

N&o houve diferenca significante entre os olhos esquerdo e direito em
nenhuma das avaliacdbes mensuradas (P > 0,05) entre os intervalos. O valor
meédio do LTC mensurado antes do TLPP (tempo zero) foi de 2,73 + 0,77 cm,
nao sendo observado diferencga significante entre o valor de LTC na condicao
controle no mesmo periodo 2,63 + 0,63 cm (P = 0,8437). Imediatamente apds o
TLPP (1 minuto) a média com seu desvio padréo foi de 2,95 + 0,78 cm, néo
sendo observado novamente diferenca significante na comparacéo do LTC para
0 mesmo periodo na condi¢do controle 2,63 + 0,65 cm (P = 0,1227). Os demais
valores de LTC observados durante toda a sequéncia cronoldgica do exame (6,
11, 16 e 26 minutos) nao demonstraram diferenca significante quando

comparados aos respectivos periodos da condi¢ao controle (P > 0.05).

TLSeLTC

N&o houve diferenca significante entre os olhos esquerdo e direito em
nenhuma das avaliacdes mensuradas (P > 0,05) entre os intervalos. O limiar de
toque da cornea (LTC) mensurado no tempo zero foi de 2,73 £ 0,72 cm, néo
apresentando diferenca significativa entre o mesmo momento na condi¢cdo
controle 2,63 + 0,63 cm (P > 0,05) e na condi¢géo do TLPP 2,73 £ 0,72 cm (P =
0,6263). O LTC de 3,68 + 0,52 cm observado imediatamente apods o TLS (1
minuto) foi significativamente maior que o valor observado durante o0 mesmo

intervalo na condicao 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 condi¢ao controle 2,63 + 0,70 cm (P <
0,0001) e durante o TLPP 2,73 = 0,75 cm (P < 0,0001). Na mensuracao 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 condic¢do controle 2,63 £ 0,70 cm (P = 0,0001)
e TLPP 2,65 = 0,71 cm (P = 0,0002). Aos 16 minutos pos TLS, a LTC média foi
de 3,08 = 063 cm, sendo considerada superior ao mesmo valor observado na
condig&o controle 2,60 £ 0,75 (P = 0,0350) porém sem diferenca significante
entre o TLPP de 2,68 £+ 0,69 (P = 0,0742). Por fim, 26 minutos ap6s o TLS, a
LTC de 2,89 £ 0,54 cm ndo apresentou diferencas entre o mesmo periodo
observado na condicéo 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 condi¢des avaliadas (Figura
2.2).

Tabela 2.1 7 Valores médios (em cm) do limiar de toque da cérnea (LTC)
mensurados nas condicdes de controle, condicdo de teste
lacrimal da ponta de papel (TLPP) e condi¢édo de teste lacrimal de
Schirmer (TLS), estudados em coelhos da raga Nova Zelandia
(Oryctolagus cuniculus) numa sequéncia cronolégica.

Limiar de toque da cérnea (cm) em cada sequéncia cronoldgica (min)

Condicdes

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 7 Curva do limiar de toque da cérnea (LTC) médio mensurado pela Estesiometria (cm)
nos diferentes intervalos de tempo (min.) em 10 coelhos saudaveis da raga Nova Zelandia, nas
condicdes de Controle, condicdo de teste lacrimal da ponta de papel (TLPP) e condicdo de teste
lacrimal de Schirmer (TLS). Quanto maior o LTC maior a sensibilidade corneana ao togue. *Indica
diferenca significante entre o TLS e ambos TLPP e condicdo controle. **Indica diferenca
significante entre TLS e a condi¢&o controle apenas.

2.4 DISCUSSAO

Os testes utilizados para avaliagdo quantitativa da lagrima foram
exaustivamente estudados durante as Ultimas décadas, tanto na medicina
guanto na medicina veterinaria. Existe uma ampla literatura referente a estudos
que relacionaram os testes lacrimais a reducao da sensibilidade da cornea e a
ceratoconjuntivite seca.?*?’ Até o momento, nenhuma pesquisa anterior avaliou
o desconforto ocular promovido pelos testes lacrimais, apds a sua realizacao,
portanto ndo existe na literatura uma curva de sensibilidade descrita apés a
utilizacdo de um teste lacrimal.

Em um estudo recente que correlacionou a sensibilidade da cornea com a
quantidade de lacrimacgé&o reflexa em oito tipos diferentes de espécies animais,
incluindo o coelho, o coeficiente de correlacdo de Pearson evidenciou uma

correlacdo pequena, porém significante. Todavia, 0s autores consideraram este
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baixo valor como ndo importante. Ainda neste estudo, 0s autores criaram uma
modificacao diferente do TLS, adaptando o comprimento do teste para cada uma
das espécies em estudo, de acordo com o comprimento da pélpebra de cada
animal. Nos coelhos do estudo, foi observado uma reducéo significativa da
sensibilidade da cornea associada ao declinio da producéo lacrimal de 38,4%
entre os animais testados pelos métodos de TLS-I e TLS-11.28

Acreditamos que as variacdes da sensibilidade e do desconforto corneano
promovido durante o teste podem ser importantes fatores durante sucessivas
avaliacdes do TLS. A realizacdo do TLS é relativamente simples, porém, por
vezes, durante o TLS, o animal pode se mexer deslocando a tira de papel do
teste da posicdo adequada antes do término de 1 minuto. Desta forma, um novo
TLS deveria ser repetido para avaliagcdo. Considerando que o TLS pode
estimular o reflexo de lacrimacéo, a realizacdo de um teste sequencial apés um
teste ndo bem sucedido poderia resultar em um aumento induzido da producgéo
lacrimal, promovendo valores de TLS erroneamente maiores.

Durante a realizacdo 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 reacdes ndo foram
observados nos mesmos animais testados pelo TLPP em nenhum dos intervalos
de tempo. Isto poderia justificar o fato do TLPP ndo apresentar diferenca na
avaliacdo do LTC em relacéo a condi¢ao controle e do TLS resultar um aumento
do LTC quando comparado ao TLPP e a condi¢éo controle. Considerando estes
fatos, foi possivel concluir que o TLPP néo 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 cornea
(LTC) por pelo menos 16 minutos apés o teste. Desta maneira, quando um TLS
for realizado em coelhos, o LTC nao deve ser mensurado até que o periodo 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, ndo ha
uma interferéncia deste teste no LTC, podendo, portanto ser mensurada a

sensibilidade da cornea imediatamente apds o TLPP.
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Uma limitac&o do nosso estudo foi que ha uma lacuna do valor do LTC entre
o intervalo de tempo de 16 a 26 minutos para o TLS, portanto 0 momento exato
em que a sensibilidade da cornea retornou ao normal ndo pbéde ser precisamente
determinado. Isto podera ser mais bem explorado em uma pesquisa futura.

A sensibilidade da cornea aumenta de acordo com a intensidade do
estimulo.?® Tanto o TLPP quanto TLS produziram um reflexo de lacrimacgéo
durante o teste, pois a presenca das tiras de papel que cada teste foi suficiente
para estimular a sensibilidade da conjuntiva e da cérnea; porém, o TLPP resultou
em um estimulo menor que o TLS.

O limiar de toque da cdrnea (LTC) nao foi mensurado durante a realizacdo
dos testes lacrimais. Nesta pesquisa realizou a mensuragdo do LTC apls a
resposta do estimulo (1 minuto) e nos intervalos consecutivos citados
anteriormente, sendo possivel concluir que o LTC apés o TLPP apresentou uma
pequena variagdo sem importancia estatistica, ao passo que o TLS evidenciou
um aumento significante.

O estudo do TLPP e do TLS foi realizado em um grupo homogéneo de
coelhos, pois esta espécie de animal é frequentemente utilizada como modelo
experimentacéo para avaliacdo da sensibilidade corneana em outros estudos3%-
32 sendo historicamente utilizada em uma série de estudos oftalmoldgicos. Ainda
sim, o uso de animais de laboratorio em um grupo homogéneo e em condicdes
controladas poderia oferecer melhores condi¢cdes de controle das variaveis de
confuséo. 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.01?

O TLPP foi facilmente realizado nos coelhos deste estudo pois o material da
ponta de papel endodbntica é mais rigido e consistente que a tira de papel do
TLS, o que facilita muito na inser¢cdo do TLPP no férnice da pélpebra inferior.
Este método foi desenvolvido anteriormente para uso em espécies animais que
possuem olhos muito pequenos e ou que apresentem um comprimento da fissura
palpebra pequeno.t® Desta forma, conclui-se que o TLPP possa ser utilizado em
animais que apresentem olhos maiores de forma satisfatoria.

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).2?



40

Nosso estudo estabeleceu pela primeira vez o valor de referéncia do TLPP
em coelhos da raca Nova Zelandia. 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 deteccdo de uma pequena
variacdo da producéo lacrimal mais facilmente que no TLS.

Considerando a facilidade de uso do TLPP, a sua preciséo e o baixo custo,
acredita-se que este teste possa ser utilizado em coelhos, assim como
possivelmente em outras espécies animais, como uma Oop¢ao para a
mensuracao da producéo lacrimal com minimo desconforto ocular ou alteracao
do LTC.
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3. CAPITULO i 3

COMPARACAO DAS ALTERACOES CLINICAS E HISTOLOGICAS DA
CONJUNTIVA DE COELHOS INDUZIDAS PELO USO TOPICO DE
ANALOGOS DE PROSTAGLANDINA COM E SEM CONSERVANTES.

RESUMO

Objetivos:  Avaliar e comparar alteracdes induzidas na conjuntiva de coelhos tratados
topicamente com analogos de prostaglandina (APG) contendo cloreto de benzalcénio (BAK),
amoénia poliquaternaria (PQ) e sem conservantes (BAKFREE), avaliando testes clinicos,
histomorfométricos e imuno-histoquimicos.

Material e métodos: Um total de 60 coelhos (120 olhos) foram divididos em seis grupos, tratados
diariamente durante 30 dias com: latanoprostaBAX, bimatoprostaBAK, travoprostaBAK,
travoprosta®Q, tafluprostaBAKFREE e solugdo controleBAX, Apenas o olho esquerdo foi tratado, sendo
o direito usado como controle. Avaliou-se o teste lacrimal de Schirmer (TLS), sensibilidade da
coérnea (SC) e a presséo intra-ocular (PIO) antes e apés o tratamento. Foi mensurada pela
histomorfometria da conjuntiva o nimero de células caliciformes do epitélio e a espessura da
parede vascular (EPV) do estroma subjacente. Avaliou-se ainda marcadores imuno-
histoquimicos de inflamag¢do como macrofagos reativos (RAM11), endotélio vascular reativo
(VCAM-1) e linfocitos reativos (CD45R0).

Resultados : N&o foram observadas alteracdes na SC e TLS. A PIO reduziu em todos os olhos
tratados com APG, néo variando no tratamento com a solu¢éo controleBAX, O nimero de células
caliciformes aumentou apdés o tratamento em todos os APG, exceto na solugdo controleBAk, A
EPV aumentou apés o tratamento com travoprosta®K, bimatoprosta®”X, e latanoprostaB*k. O
aumento da resposta macrofagia foi observado em todos os grupos que possuiam BAK como
conservante. A inflamagéo do endotélio vascular foi detectada apenas apés o tratamento com
travoprostaBAk. O aumento de linfocitos reativos foi observado apds o tratamento com
travoprostaBAX, bimatoprostaB”X, latanoprostaB”K e tafluprostBAKFREE,

Discussao . Os APG parece exercer um efeito protetor sobre as células caliciformes durante o
curto periodo de tratamento que contenha BAK na formulacdo. As drogas APG associadas ao
BAK e o0 uso isolado do BAK pode induzir alteracdes na conjuntiva de coelhos, resultando em
aumento da resposta inflamatéria vascular e estimulacéo celular de macréfagos e linfécitos
reativos, porém sem alteragéo importante para a SC e TLS durante 30 dias de tratamento.
Palavras -chave: Tratamento do glaucoma; inflamacéo da conjuntiva, cloreto de benzalcdnio,

histomorfometria, imuno-histoquimica.
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3.1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (World Health
Organization) o glaucoma é a primeira enfermidade mais importante responsavel
pelo desenvolvimento de cegueira na populacdo mundial.! Frequentemente a
primeira opgdo de terapia para 0s pessoas com glaucoma constitui de um
tratamento clinico com o uso de drogas antiglaucomatosas. O uso destas drogas
via tépica ocular pode ser necessario muitos anos, e muitas vezes durante toda
a vida do paciente, sendo comum o desenvolvimento de alteracdes da superficie
ocular e inflamacéo da conjuntiva durante este periodo.?*

A superficie ocular reage de forma especifica a uma grande variedade de
agressores externos, tais como poluicdo do ar, alteracbes climaticas,
contaminagdo com agentes infecciosos, alérgenos e ao tratamento topico com
drogas oftalmicas.*>’

Os efeitos adversos observados na conjuntiva ap6s o uso de drogas
oftalmicas (colirios) pode ser uma consequéncia da acao da prépria droga sobre
a conjuntiva, decorrente da presenca de determinados tipos de conservantes nas
formulagdes, ou ainda, da acao conjunta de ambos. O conservante mais utilizado
nas formulacdes oftdlmicas € o cloreto de benzalcénio i benzalkonium chloride
(BAK), gue apresenta uma acao antimicrobiana pelo seu efetivo poder
detergente sobre a parede celular da membrana bacteriana.? Os efeitos toxicos
deste conservante estdo bem relatados na literatura médica oftalmica 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 neurolégica da cérnea e conjuntiva.®
11

O efeito detergente do BAK pode resultar em diminuicdo da quantidade de
células caliciformes da conjuntiva, sendo descrito como um dos responsaveis
pela inducdo a alteracdo da estabilidade do filme lacrimal, que por sua vez
contribui para intensificar a inflamacao ocular, aumento a liberacdo de linfocitos
reativos, macrofagos reativos e células de Langerhans durante a terapia
cronica.?13

Entre as principais classes de drogas utilizadas atualmente para o

tratamento clinico do glaucoma encontram-se 0os agentes colinérgicos, beta
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bloqueadores, agonistas alfa adrenérgicos, inibidores da anidrase carbonica,
anélogos de prostaglandina (APG) e combinagdes fixas destas drogas
associadas ao maleato de timolol,'4%® 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 adicdo de conservante (bakfree). Alguns
destes estudos relataram uma redugdo da prevaléncia de sinais clinicos de
desconforto ocular em pessoas que fizeram o uso de drogas bakfree por
periodos prolongados de tratamento.’-1°

A presenca do BAK nas formulacdes oftdlmicas esteve relacionada ao
desenvolvimento de alteracBes da superficie ocular, que a longo prazo pode
resultar em inflamacéo da conjuntiva, acometendo a funcéo fisiolégica normal
celular e imunolégica local.’®?? Alguns destes efeitos adversos foram
anteriormente estudados em ensaios clinicos com pessoas sob terapia
antiglaucomatosa, avaliando-se alteragdes em determinados testes oftalmicos;
outros utilizando cultivo celular, e outros com uso de animais como modelo
experimental. Até agora, ndo ha 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 alteracdes da morfologia celular da
conjuntiva, deteccdo imuno-histoquimica de marcadores de inflamacédo e
avaliacdo de modificacbes de testes oftalmicos especificos.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar e comparar o efeito do uso de
diferentes APG comercializados para terapia do glaucoma em pessoas,
associados e ndo ao conservante, sobre a conjuntiva de coelhos saudaveis,
para deteccdo de alteracBes em determinados testes oftalmicos, modificacbes
histomorfométricas e detec¢do imuno-histoquimica de mediadores inflamatorios

da conjuntiva, apos o tratamento tépico continuo durante 30 dias.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Animais

Todos os procedimentos que envolveram a utilizacdo de animais vivos
foram conduzidos de acordo com as fANor mas p
Of t al mol - gi c &twtément for the RISE Of Afimals in Ophthalmic and
Vision Research) e de acordo com as exigéncias aprovadas pela Comité de Etica
no uso de animais no Setor de Ciéncias Agrarias CEUA-SCA da Universidade
Federal do Parana.

Foram selecionados aleatoriamente sessenta coelhos brancos da raca
Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus) de um criador comercial local. Todos os
animais (25 machos e 35 fémeas) apresentaram peso médio aproximado (2,5
Kg) e idade média de cinco meses.

Os coelhos foram transportados em gaiolas apropriadas para o Vivario de
Oftalmologia Experimental da Universidade Federal do Parand (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 clinica e oftalmologicamente, realizando-se um
exame fisico completo dos individuos.

Durante a fase de adaptacdo ao ambiente experimental, os coelhos
permaneceram sob adaptacdo por 10 dias sem tratamento, acomodados em
gaiolas com agua filtrada e comida a vontade (racdo comercial de coelho e feno
de alfafa e/ou verduras frescas). No oitavo dia de adaptagcdo, em um momento
anterior ao inicio do tratamento, foram realizados testes oftalmicos especificos
para determinar parametros de interesse do estudo. Ao término do décimo dia
de adaptacdo, deu-se inicio ao tratamento propriamente dito, que fora mantido
durante 30 dias consecutivos, de acordo com a droga de cada grupo
experimental.

Os parametros clinicos oftalmicos mensurados antes do tratamento foram
novamente mensurados ao término do tratamento, mantendo-se 0 mesmo
horéario de avaliacdo realizado no momento inicial.

As drogas utilizadas nesta pesquisa foram selecionadas de acordo com as
apresentacdes farmacoldgicas comerciais (colirios) de analogos de

prostaglandina (APG) associados com o conservante cloreto de benzalcénio
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(BAK), ou com amodnia poliquaternaria-1 (PQ) ou ainda sem associacdo 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 Industria
Farmacéutica, Sdo Paulo, SP, Brasil), bimatoprosta 0,03%8BAK 0.005% (| umigan®
Allergan Induastria Farmacéutica Ltda., Guarulhos, SP, Brasil), travoprosta
0,0049%BAK 0.015% (Travatan® Alcon Laboratérios do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP,
Brasil), travoprosta 0,004%PQ 0.001% (Travatan® Alcon Laboratérios do Brasil
Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil), tafluprostaBAKFREE (Saflutan® MSD - Merck Sharp
& Dohme Ltda., Guarulhos, SP, Brasil) e uma solugdo controleBAk 0.01% (solucédo
salina associada ao cloreto de benzalcénio 0,01%, Ophthalmos Farmacia
Oftalmolégica de Manipulacdo, Sdo Paulo, SP, Brasil). Todos os grupos foram
tratados apenas no olho esquerdo, instilando-se uma gota da droga diariamente,
em horarios fixos as 8 horas da manha. O olho direito serviu como controle para
o tratamento, n&o recebendo medicacéo. Todas as drogas utilizadas podem ser

visualizadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 i Drogas oftdlmicas utilizadas para o tratamento do olho esquerdo de
coelhos brancos da raca Nova Zelandia, de acordo com o respectivo
namero de animais (N) e o nome comercial do produto.

Drogas N Nome comercial
Latanoprosta BAK0.02% 10 Xalatark
Bimatoprosta BAK 0,005% 10 Lumigard
Travoprosta BAK 0,015% 10 Travatan®
Travoprosta PQ 0.001% 10 Travatan*
Tafluprosta BAKFREE 10 Saflutart
Solucéo controle BAK 0.01% 10 BAK**%

*N&o ha diferencas entre o nome comercial do Travatan® associado ao conservante cloreto de benzalconio
(BAK) e ao Travatan® associado ao conservante de amonia poliquaternaria (PQ)

**BAK = cloreto de benzalconio

- Xalatan® (Pfizer Industria Farmacéutica, Sdo Paulo, SP, Brasil)

- Lumigan® (Allergan Industria Farmacéutica Ltda., Guarulhos, SP, Brasil)

- Travatan® (Alcon Laboratérios do Brasil Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil)

- Travatan® (Alcon Laboratérios do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil)

- Saflutan® (MSD - Merck Sharp & Dohme Ltda., Guarulhos, SP, Brasil)

i Cloreto de Benzalconio (Ophthalmos Farmécia Oftalmol6gica de Manipulacdo, S&o Paulo, SP, Brasil).

O WNEF
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Testes oftalmicos

Foram avaliados um total de 120 olhos de 60 coelhos saudaveis. 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 biomicroscépio com lampada de fenda (Hawk Eye; Dioptrix,
L6Uni on, Odgtesesnoftén)icos foram realizados por um Unico avaliador
(LL), para evitar diferencas de interpretacdo interobservador. Os coelhos foram
avaliados individualmente, contidos com auxilio de toalhas enrolada ao redor do
corpo, tomando-se o cuidado para manter o animal sem desconforto.

Quando a cabeca do animal era manualmente estabilizada, havia-se um
cuidado para nao se realizar compressao sobre a regido do pescoc¢o, na tentativa
de prevenir mensuracgdes errbneas da pressao intraocular (P10). A sequéncia de
realizacdo dos testes oftalmicos foi pré-determinada em: (1) Inspec¢éo ocular; (2)
mensuracdo da sensibilidade da cornea por meio da estesiometria; (3) teste
lacrimal de Schirmer (TLS) e (4) mensuragdo da PIO por tonometria. Os
parametros 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 cérnea (SC)

A avaliacdo da sensibilidade central da cornea foi realizada em ambos os
olhos em todos os coelhos por meio da utilizagédo de um estesibmetro de Cochet-
Bonnet (Luneau Ophtalmologie, Chartres Cedex, Franca). Este instrumento
possui um monofilamento de nailon com espessura pré-definida (0,12 mm), o
qual é aplicado perpendicularmente sobre a superficie central da cornea,
variando-se o teste entre diferentes comprimentos de fio. A mensuracao foi
obtida por meio da observacdo do estimulo produzido pelo toque do filamento
sobre a cOrnea, o qual é necessario para desencadear o reflexo de piscar.

Neste estudo, somente a regido central da cérnea foi avaliada pelo toque,
realizando-se uma mensuragdo repetida por trés vezes em um mesmo
comprimento de fio. Caso o animal ndo apresentasse o estimulo, o valor do
comprimento do filamento era reduzido em 0,5 cm, repedindo-se as
mensuracdes, até que cada coelho viesse a responder com o reflexo do

fechamento palpebral.
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A avaliacdo do teste permite comparar o comprimento de fio necessario
para causar a resposta ao estimulo (mensurado em centimetros), com a

sensibilidade da area central corneana.

Teste lacrimal de Schirmer (TLS)

Para mensuracdo do teste lacrimal de Schirmer (TLS) tipo 1, o qual
mensura a produgéo basal e parte da producéo reflexa da fracdo aquosa do filme
lacrimal, foram utilizadas tiras de papel estéril de TLS padronizado (Ophthalmos
- Farmacia Oftalmologica de Manipulacéo, Sao Paulo, SP, Brasil) em ambos os
olhos de todos animais. A fracdo aquosa da lagrima foi mensurada em milimetros

durante sessenta segundos.

Presséo intraocular (PI1O)

A presséo intraocular (P10) foi mensurada em todos os olhos, utilizando-se
um tonémetro de rebote digital (Tonovet®, Lumic International, Baltimore, MD,
USA). Néo foi utilizado colirio anestésico para a mensuracdo da PIO e o sistema
de avaliacdo do tonbmetro foi calibrado para o modo personalizado para
espécies de animais indefinidos. Este tipo de tonémetro usa uma probe
eletromagnética que fornece um valor médio calculado entre 6 mensuragdes
consecutivas, utilizando-se a regido corneana central para estimativa da P1O

média.23:24

Eutanasia e coleta de amostras

Apds o tratamento ininterrupto durante 30 dias, os animais foram
eutanasiados de acordo com as normas do Coédigo de Etica do Médico
Veterinario, por meio de injecdo intravesona em bolus de anestésico
pentobarbital (200 mg/Kg). Apds o 6bito, foram coletados os olhos inteiros e o
tecido periocular (palpebras), sendo imediatamente fixadas em solucdo de
formol a 10% tamponada, na propor¢cédo de volume 1:10, permanecendo em

imerséo durante 24 horas para fixacgéo.
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Andlise histomorfométrica e imuno  -histoquimica

Apbés a fixacao, os olhos foram seccionados em seu eixo longitudinal sendo
submetido ao processamento histotécnico padrao (Faria, 2013). Os cortes do
bloco parafinado foram realizados com espessura de 5 um, sendo montados em
laminas de vidro (Starfrost adhesive slide, Waldemar Knittel GmbH, Hamburg,
Alemanha) sendo corados com corante de HE (Hematoxilina-Eosina) e PAS
(acido periddico de Schiff).

A andlise histomorfométrica quantitativa da conjuntiva foi realizada para
avaliar a presenca de infiltrado inflamatério, contagem do namero de células
caliciformes e mensuracao da espessura da parede vascular (EPV). A avaliacdo
qualitativa dptica foi realizada em seguimentos lineares de conjuntiva de 200 pum.
Para a analise morfométrica quantitativa utilizou o software Image Pro-Plus
verséo 4 (IP4) (Media Cybernetics, Silver Spring, MD).

A avaliacdo imuno-histoquimica foi realizada com captacdo de imagens
com magnificagdo de 400x, utilizando o mesmo software. Cada imagem, foi
virtualmente gradeada (150 X 200 Wm) realizando-se uma analise detalhada
especifica da regido epitelial e do estroma subjacente da conjuntiva. As
mensuracdes realizadas foram desenvolvidas por um Unico avaliador, para evitar
divergéncias inter-observador.

A andlise imuno-histoquimica (IHQ) foi realizada com trés anticorpos
distintos para a deteccdo de: (1) macrofagos reativos, com um anticorpo
monoclonal de coelho - rabbit anti-macrophage - RAM11 (DakoCytomation, CA,
EUA, na diluicdo 1:800); (2) linfocitos-T reativos, com anticorpo anti-CD45RO
(BD Biosciences Pharmingen, EUA, na diluicdo 1:800) e (3) inflamacé&o vascular,
gue marca moléculas de adesédo nas células do endotélio vascular reativo -
reactive vascular cellular adhesion molecule - VCAM-1 (Novocastra Laboratories
Ltd, Inglaterra, na diluicdo 1:200). Estes trés marcadores foram escolhidos por
apresentar alta afinidade pelos sitios de acdo em situacao de inflamacéo cronica
que curse com reacdo de macrofagos, linfocitos e alteracdes no endotélio

vascular em coelhos.

Analise Estatistica
Os resultados foram espressos em média + desvio padréo (DP). Os testes

oftalmicos foram analisados em cada droga utilizada, comparando-se o0s
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resultados obtidos antes e apds o tratamento (média = DP) dos olhos esquerdo
(tratados) e dos olhos direito (controle) usando um teste-t com significancia de
5%. A analise histomorfométrica e os valores de IHQ foram comparados apenas
no periodo pés-tratmento. Para isso foi realizado teste One-way ANOVA, com
nivel de significancia de 5%, para comparar as variaveis continuas numericas.
Caso fosse detectado significancia estatistica, os dados foram submetidos ao
pos-teste de Tukey-Kramer (Statview V; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). As
diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando o valor de
P < 0,05.

3.3 RESULTADOS
Testes Oftalmicos
Sensibilidade da cérnea

A comparacao da sensibilidade da cornea (SC) avaliada antes e apds o
tratamento ndo apresentou alteragdo significante para nenhuma das drogas
testadas (P> 0,05). Todos os valores da SC (média + DP) com 0s respectivos

valores de P podem ser visualizados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 7 Valores da sensibilidade da cornea (SC) observados nos coelhos da raca
Nova Zelandia antes e apds os tratamentos, de acordo com as drogas
testadas, expressos em média £ DP.

SC antesdo SC ap6s o

Drogas tratamento  tratamento Valor
de P
(cm) (cm)
LatanoprostaBAK 0.02% 22+0,3 2004 0,2317
BimatoprostaBAK 0,005% 23%0,5 2,7+0,5 0,1194
TravoprostaBAK 0.015% 26+04 26+0,3 0,6764
TravoprostaPQ 2,0+£0,5 23+0,3 0,1589
TafluprostaBAKFREE 24+04 25+0,4 0,7947
Solugao controleBAK 25+0,5 23+0,6 0,7924

*Os valores de P superiores a 0,05 ndo foram considerados significantes.

Teste lacrimal de Schirmer
A comparacdo da mensuragdo aquosa da lagrima pelo teste lacrimal de
Schirmer (TLS) tipo 1, antes e apds o tratamento ndo demonstrou alteragéo

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 7 Valores do teste lacrimal de Schirmer (TLS) mensurados nos coelhos da
raca Nova Zelandia antes e apds os tratamentos, de acordo com as drogas
testadas, expressos em média + DP em milimetros, durante o intervalo de

1 minuto.

TLS antes do TLS apés o Valor

Drogas tratamento tratamento
de P

(mm) (mm)
LatanoprostaBAK 0.02% 6,8+0,7 4,8+0,9 0,6182
BimatoprostaBAK 0.005% 6,820 6,021 0,3942
TravoprostaBAK 0.015% 7,0+3,3 8,1+3,7 0,4916
TravoprostaP? 59+0,9 6,6+1,2 0,1480
TafluprostaBAKFREE 58+1,0 53+1,0 0,2993
Solucao controleBAK 6,4+1,5 6,1+0,5 0,7885

*Os valores de P superiores a 0,05 ndo foram considerados significantes.

Pressao intra -ocular

A comparacdo da mensuracao da pressao intraocular (P10) antes e apés o
tratamento demonstrou alteracéo significativa em todos os grupos tratados com
APG, exceto para a solucdo controleBAX, que continha apenas o veiculo 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 7 Valores da presséo intra-ocular (PIO) mensurados nos coelhos da raca
Nova Zelandia antes e apds os tratamentos, de acordo com as drogas
testadas, expressos em média + DP.

PIO antes do PIO apos o]

Drogas tratamento tratamento gslg
(mmHg) (mmHg)
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% 125+1,3 09,3+1,3 <0,0001*
TravoprostaP® 125+1,0 10,4+1,0 0,0001*
TafluprostaBAKFREE 12,6 £1,7 109+1,1 0,0166*
Solucao controleBAK 124+23 12,0+1,2 0,7404

*Os valores de P inferiores & 0.05 foram considerados significantes.
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Andlise histomorfo métrica e imuno -histoquimica
Densidade das células caliciformes

A comparacgdo do numero de células caliciformes entre os olhos tratados
(esquerdo) e controle (direito) apos 30 dias de tratamento continuos
demonstraram um aumento significativo em todas as drogas testadas, exceto
para a solucédo controleBX, 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 numero de células
caliciformes da conjuntiva dos olhos tratados e nao tratados podem ser
visualizadas na Figura 3.1.

Tabela 3.5 17 Comparacgéo da densidade de células caliciformes (média + DP) entre os
olhos esquerdo (OS) tratados e olhos direito (OD) nao tratados, apos 30
dias consecutivos de tratamento nos coelhos da raca Nova Zelandia, de
acordo com as drogas testadas.

Valor
Drogas oD (ON) 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*
Solucao controleBAK 12,8+ 6,017 14,8 +5,848 0,6085

*Os valores de P inferiores & 0,05 foram considerados significantes.
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Figura 3.1 1 Fotomicrografias da conjuntiva de coelhos da raca Nova Zelandia (200x) coradas
com acido periddico de Schiff (PAS). A densidade de células caliciformes (cabeca de seta preta)
foram maiores nos olhos esquerdos tratados (B,D,F,H,J,M) do que nos olhos direito ndo-tratados
(A,C,E,G,I,L). A e B se referem a droga latanoprostaB*, C e D a bimatoprosta®k. E e F a
travoprostaB”k, G e H a travoprostaP?. | e J a tafluprostaBAKFREE | e M & solucdo 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), apés 30 dias de
tratamento  continuos. 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 solucéo
controle®B”X, ndo houve diferenca 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 T Comparagédo da espessura da parede vascular (EPV) entre os olhos
esquerdo (OS) tratados e olhos direito (OD) nao tratados, apds 30 dias
consecutivos de tratamento nos coelhos da raca Nova Zelandia, de
acordo com as drogas testadas. Valores (média + DP) expressos em pm.

Drogas EPV do OD EPV do OE Valor
(um) (pm) 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*
TravoprostaP? 5,264 + 1,239 5,917 +£1,175 0,2426
TafluprostaBAKFREE 4,793 + 1,227 4,094 + 1,165 0,2080
Solucao controleBAK 4774 +£1,715 4,484 + 1,482 0,7821

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

A analise imuno-histoquimica (IHQ) para deteccdo de macrofagos reativos
(anti-RAM11) comparada entre os olhos esquerdo (tratados) e direito (controles),
apos 30 dias de tratamento demonstrou um aumento da resposta ao anticorpo
RAM11 nos olhos tratados com latanoprostaBAk0.02% —himatoprostaBAK0.005%
travoprostaBAK0.015% e golucdo controleBAX. Para a travoprosta®@ e
tafluprostaBAKFREE 'ngo houve diferenca 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 7 Comparacdo das areas reativas para o anticorpo anti-RAM11 entre os
olhos esquerdo (OS) tratados e olhos direito (OD) néo tratados, apos 30
dias consecutivos de tratamento nos coelhos da raca Nova Zelandia, de
acordo com as drogas testadas. Valores (média + DP) expressos em
somatério de areas em umz,

RAM11 no OD RAM11 no OS Valor

Drogas (um2) (um?) de P

Latanoprosta®A<%92% 4531 953 + 1969,919 8453,661 + 3571,881  0,0042*
BimatoprostaPAx 0005% 719 129 + 885,751 1822,712 + 923,220 0,0138*

TravoprostaBAK 0.015% 153,846 + 103,660 661,52 + 290,920 <0,0001*
Travoprosta™ 1552,545 + 1178,785 1990,188 + 1308,868  0,4423
TafluprostaPAKFREE 1121,01 + 713,045 1622,037 + 974,298 0,2059

Solugdo controle®Ak 2119,253 + 673,626  5936,106 + 1237,987  0,0003*
*Os valores de P inferiores a 0,05 foram considerados significantes.
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Figura 3.2 1 Fotomicrografias da conjuntiva de coelhos da raca Nova Zelandia (400x) apds 30
dias de tratamento, corados com anticorpo anti-RAM11. A e B se referem a droga
bimatoprosta®*X. C e D a latanoprosta®*k. E e F a travoprosta™. G e H a tafluprostaBAKFREE,
Observe que a densidade da resposta imune (areas castanhas) foram mais intensas nos olhos
esquerdos (B, D) do que nos olhos direitos (A, C), em contraste com a contracoloracdo de eosina
(&reas azuis), ndo apresentando diferenca em (F,H) e (E,G).
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A resposta da conjuntiva ao anticorpo anti-CD45RO, para detecdo de
linfécitos reativos, foi comparada entre os olhos esquerdo (tratados) e direito
(controles), ap6s 30 dias de tratamento. Os olhos tratados com
latanoprostaBAK0.02%, bimatoprostaBAK0.005%, travoprostaBAK0.015% e
tafluprostaBAKFREE gpresentaram aumento da resposta ao anticorpo CD45RO
quando comparados aos olhos controle. N&o foi observada diferencga significativa
entre os olhos esquerdo e direito tratados com travoprosta®@ e solucédo
controleBAK (Tabela 3.8). A resposta anti-CD45R0O pode ser melhor visualizada

na Figura 3.3.

Tabela 3.8 1 Comparacdo das areas reativas para o anticorpo anti-CD45R0O entre os
olhos esquerdo (OS) tratados e olhos direito (OD) nao tratados, apés 30
dias consecutivos de tratamento nos coelhos da raca Nova Zelandia, de
acordo com as drogas testadas. Valores (média + DP) expressos em
somatério de areas em pmz.

Drogas C(E;?)RO no OD gl?nélz?RO no OS (\j/:lgr
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*
TravoprostaP@ 37,305 + 21,223 52,035 + 29,27 0,2139
TafluprostaBAKFREE 333,925 + 170,599 638,338 + 226,759  0,0032*
Solucao controleBAK 73,377 £ 47,682 123,892 £ 57,972 0,1708

*Os valores de P inferiores a 0,05 foram considerados significantes.
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Figura 3.3 1 Fotomicrografias da conjuntiva de coelhos da raca Nova Zelandia (400x) apds 30
dias de tratamento, corados com anticorpo anti-CD45RO. A e B se referem a droga
travoprostaB”k. C e D a bimatoprostaBAk0.005%_E e F a travoprosta®@. G e H a solugdo controleBAX.
Observe que a densidade da resposta imune (&reas castanhas) foi maior nos olhos esquerdo (B,
D) que nos olhos direito (A, C), em contraste com a contracoloragdo de eosina (areas azuis), ndo
apresentando diferenca entre (E e F) e (G e H).
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A resposta da conjuntiva ao anticorpo anti-VCAM, para detecdo de
inflamacdo do endotélio vascular, foi comparada entre os olhos esquerdo
(tratados) e direito (controles), apds 30 dias de tratamento. Apenas o0s olhos
tratados com travoprostaBAKO.05% gpresentaram aumento da resposta ao
anticorpo quando comparados aos olhos controle. Nao foi observada diferenca
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 Comparacgéo das areas reativas para o anticorpo anti-VCAM entre os olhos
esquerdo (OS) tratados e olhos direito (OD) néo tratados, apés 30 dias
consecutivos de tratamento nos coelhos da raca Nova Zelandia, de acordo
com as drogas testadas. Valores (média + DP) expressos em somatdério de
areas em um2,

Drogas VCAM no OD VCAM no OS Valor
(pm2) (Lm2) 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*
TravoprostaP? 195,765 + 197,387 255,326 + 240,933 0,5529
TafluprostaBAKFREE 281,990 + 262,987 448,348 + 176,748 0,1142
Solucao controleBAK 157,001 £ 196,961 206,664 + 228,882 0,7226

*Os valores de P inferiores & 0,05 foram considerados significantes.
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Figura 3.4 1 Fotomicrografias da conjuntiva de coelhos da raca Nova Zelandia (400x) apéos 30
dias de tratamento, corados com anticorpo anti-VCAM. A e B se referem a droga travoprosta®AK.
C e D a TravoprostP?. E e F a solucdo controleBAK, Observe que a densidade da resposta imune
(&reas castanhas) foi maior no olho esquerdo (B) que no direito (A), em contraste com a
contracoloracdo de eosina (areas azuis), ndo apresentando diferenca entre as comparacgdes de
(CeD)e(EeF).
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3.4 DISCUSSAO

Neste estudo, foi demonstrado que a terapia tépica com drogas analogas
de prostaglandina (APG), comumente utilizadas em pacientes com glaucoma,
podem induzir alteracBes na superficie ocular de coelhos saudaveis por meio da
modificacdo do padrédo celular normal. Estas alteracdes ndo resultaram em
variacdo na sensibilidade da cornea (SC) e néo variaram o teste lacrimal de
Schirmer (TLS).

Aparentemente, os conservantes utilizados nas formulacfes oftalmicas
para evitar a contaminacao do produto ou para aumentar a permeabilidade das
drogas sobre a conjuntiva tém sido considerados 0s principais suspeitos para o
desenvolvimento de reacdes adversas.'®162526 Todavia, nos estudos mais
atuais, uma série de evidéncias tém demonstrado que 0s conservantes nao sao
0S Unicos agentes envolvidos no processo que desencadeia a cascata da
resposta inflamatéria da superficie ocular, durante a terapia prolongada com
drogas antiglaucomatosa. As proprias drogas em si, podem resultar em
alteracdes e danos em pacientes usuarios, seja pelo efeito cumulativo, pela
frequéncia de uso e duracao do tratamento ou ainda por uma predisposi¢cao do
paciente que pode apresentar outra doenca ocular pre-existente.?’ Na tentativa
de reduzir os efeitos adversos dos conservantes, uma série de drogas estao
sendo formuladas sem a adi¢do de conservantes, o que certamente representa
uma inovacgao importante para reducéo de parte dos efeitos adversos.?®

A diminuicdo da SC foi descrita anteriormente em seres humanos tratados
com latanoprostaBAK, bimatoprosta®AX e travoprosta®K,® porém o resultado da
SC pode variar caso a caso, como observado em outro estudo onde outros
pacientes tratados com latanoprosta®AX ndo apresentaram alteragéo significativa
da SC.2021 Uma limitacédo da analise da SC pela estesiometria, talvez seria que,
o resultado observado sofre uma variacédo intra e inter-individual consideravel na
interpretacdo dos resultados, o que poderia dificultar a comparacdo entre
diferentes estudos realizados por diferentes pesquisadores.?®

Considerando a absorcdo conjuntival e ocular das drogas, € 6bvio
pressupor que os olhos tratados com drogas antiglaucomatosas deveriam
apresentar uma reducéo na PIO.%° A reducdo da PIO foi observada todos os
olhos dos coelhos tratados com APG, exceto para a solugdo controleBAX, que foi

semelhante a observada em coelhos relatada pela literatura.??
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A presenca de células caliciformes na conjuntiva participa ativamente da
manutencdo da estabilidade do filme lacrimal. Os processos inflamatérios e
estimulos toxicos a conjuntiva podem resultar em uma importante reducéo da
quantidade de células caliciformes,3! porém, apés a retirada do estimulo
causador, foi descrito que estas apresentam boa capacidade de regeneracéo.?
A reducdo do numero de células caliciformes apdés o uso de terapias
antiglaucomatosas, tanto a curto quanto a longo prazo de tratamento, esteve
relacionada a presenca do conservante BAK nestas formulagées.432

Em nossa pesquisa, 0 numero de células caliciformes apresentou um
aumento significante apds os 30 dias de tratamento em todos 0s grupos que
receberam APG, associados ou ndo ao BAK. Este aumento, contraditorio a parte
da literatura, também foi observado em pessoas tratadas com latanoprosta
durante 30 dias, porém seguido por um decrécimo do namero de células
caliciformes ao longo de seis meses de acompanhamento.®* Este mesmo
achado foi detectado em coelhos, apés o oito dia de tratamento com
travoprostaB?X, e apdés 30 dias de tratamento com latanoprostaBAk e
bimatoprostaBAK 15

Em outro estudo, foi observado que os efeitos de redugcédo da quantidade
de mucina e células caliciformes decorrentes da inflamagcdo e toxicidade
promovida pelo BAK foi menor nos grupos que receberam latanoprostaBK, do
gue nos grupos que receberam apenas o BAK isoladamente.'* E considerando
ainda o uso prolongado de APG, foi descrito que o cultivo de células da
conjuntiva de seres humanos® e de coelhos®® apresentaram boa tolerancia ao
tratamento com TafluprostBAKFRE durante terapia prolongada, sem uma
citotoxicidade evidente. O que nos remete a crer que a presenca do BAK é
responsavel pelo desenvolvimento das lesdes descritas anteriormente, e que a
curto prazo, os APG podem atuar exercer algum efeito protetor a células
caliciformes.®

A inflamacdo dos vasos sanguineos frequentemente altera a morfologia
celular do endotélio vacular,®®3” causando um aumento da espessura da parede
vascular (EPV). Nesta pesquisa o aumento da EPV da conjuntiva dos coelhos
esteve presente nos tratamentos com latanoprosta®Ak0.02% himatoprostaBAK0.005%
e travoprosta®Ak®05% sem variacdo da EPV nos olhos tratados com travoprostaP®

e tafluprostaBAKFREE  Esta observacdo corrobora com outros estudos que
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demonstraram que a tafluprosta®*€FREE ndo promove alteragGes importantes
tanto em vasos sanguineos quanto linfaticos durante o tratamento.3® Os APG
gue causaram aumento da EPV foram aqueles os quais estavam associados ao
conservante BAK, fazendo-nos crer que o efeito do BAK sobre a superficie da
conjuntiva poderia ser o responsavel pelo desenvolvimento destas alteracfes
observadas em nossa pesquisa. Outros estudos observaram que o tratamento
com drogas antiglaucomatosas contendo BAK, durante 30 dias, pode resultar em
grande inflamagdo da conjuntiva,?’ e o uso de drogas livres de conservante
poderia ser uma alternativa para preservar a saude ocular. Curiosamente, a
solucéo controleBAX utilizada em nossa pesquisa ndo resultou em alteracdo na
EPV, como observado nas drogas APGPBAK, Talvez o efeito sinérgico do BAK com
a droga APG tenha atuado como um potencializador da resposta pré-inflamatéria
vascular, resultando em maior edema do endotélio vascular, aumentando desta
forma a EPV nos olhos tratados com APGBAX,

Durante a inflamagé&o vascular, ocorre a ativagdo de moléculas de adeséo
celular no endotélio dos vasos,*? que por sua vez contribui para o aumento da
permeabilidade vascular e estravasamento de linfocitos, mondcitos basofilos e
eosindfilos. A deteccdo de moléculas de adeséao celular (VCAM-1) foi observada
apenas nos olhos tratados com travoprostaB®4k 0.015%  pPara as demais drogas,
houve uma relativa tendéncia no aumento da resposta ao VCAM-1, todavia sem
comprovacado estatistica. Russ et al (2007) obteveram uma resposta vascular
mais evidente na conjuntiva de coelhos tratados com latanoprostaBAK0.02%
durante 30 dias, porém nao foi realizada uma pesquisa para detec¢éo especifica
de moléculas de adeséo celular (VCAM-1).15 Dentre as drogas estudadas, a
travoprosta é a droga que apresenta maior concentragcdo de BAK®015% Talvez,
durante um periodo mais prolongado de tratamento, as demais drogas
associadas ao BAK, incluindo a solugdo controleBAX poderiam resultar em
alteracdes vasculares mais expressivas. Uma limitacdo da pesquisa € que a
avaliacdo para detecdo de moléculas de adesao foi realizada apenas apos 30
dias de tratamento, ndo sendo possivel determinar se as demais drogas
apresentaram um aumento significativo nos primeiros dias de tratamento,
seguidos por uma reducao da resposta vascular, ou se 0 aumento da resposta
vascular, apesar de lento e progressivo, néo foi suficiente para ser considerado

estatisticamente significante. Para melhor compreenséo da resposta inflamatoria
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aguda e cronica do endotélio vascular, outros estudos precisam ser
desenvolvidos.

Estudos histoldgicos e de citologia de impressao da conjuntiva de pessoas
demonstraram que os olhos de pacientes tratados com drogas
antiglaucomatosas aumentam a resposta celular a inflamagé&o.®34-43 A fase
inicial da inflamac&o foi caracterizada por uma resposta que cursa com
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, edema, e é seguida pela
fase tardia com infiltracdo de células inflamatoérias, especialmente linfécitos e
macréfagos. 3644

O aumento da resposta a inflamacao mediada por macrofagos reativos na
conjuntiva dos coelhos tratados com APGBAX e a auséncia de resposta para as
drogas tafluprostaBAKFREE e travoprastaP?, que ndo continham BAK, sugerem que
a presenca do BAK pode ter sido responsavel pelo aumento da resposta
macrofagica (anti-RAM11). Semelhante as observagées de Liang et al (2012),3¢
acreditamos que o conservante BAK presente nestas formulacbes, mesmo em
concentracdes variadas em cada droga, foi o responsavel por promover parte da
inflamacdo da conjuntiva, devido ao seu efeito citotoxico local e talvez por
exercer uma ac¢ao direta sobre os proprios macrofagos. Um estudo rescente,
realizado in vitro, refere que o BAK apresenta uma efeito direto sobre os
macrofagos, capaz de estimular o aumento da fagocitose e a liberacdo de
citocinas.*® Este trabalho concluiu que a exposi¢do prolongada ao BAK, mesmo
em baixas concentracdes, durante uma terapia cronica foi considerado um fator
estimulante responsavel pela ativacdo de macréfagos na inflamacéo.4°

Uma comparacao entre a resposta inflamacao da conjuntiva de pessoas
tratadas com drogas antiglaucomatosas por periodos prolongados e pessoas
saudaveis sem tratamento demonstrou um aumento do nimero de linfocitos-T e
linfécitos-T de memdria nos pacientes que receberam tratamento.*®

A estimulacdo de linfocitos-T reativos (resposta anti-CD45R0) detectada
na conjuntiva dos coelhos tratados com travoprostaBAK 0.015% - himatoprostaBAk
0.005% - tafluprostaBAKFREE e |atanoprostaBAk 0.02% sygere que os préprios APG
possam influenciar na resposta linfocitaria, uma vez que ambos APGBAK e
APGBAKFREE raegyltara em alteracdes estatisticamente significantes. Porém o
mecanismo envolvido nesta resposta ainda precisa ser melhor compreendido. A

presenca do BAK na travoprostaBAk 0.015% que estimulou linfécitos-T (resposta
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significativa anti-CD45R0) e travoprosta® que ndo alterou a resposta, sugere
que o conservante BAK também contribua para desencadear a inflamacao.

Um estudo que comparou o efeito da tafluprostaBAKFREE  com
latanoprost®Ak0.02% e com apenas o conservante BAK, demonstrou um aumento
discreto de linfocitos CD45+ na conjuntiva tratada com tafluprosta, e um aumento
espressivo dos linfocitos CD45+ para latanoprosta e para BAK.'” Este estudo
sugeriu que o BAK isolado ou associado a APG exerce um efeito direto pro-
inflamatério sobre a superficie ocular.!” Em nossa pesquisa, a solucéo
controleBAK apresentou uma tendéncia a aumentar a ativacdo de linfécitos-T
reativos, porém sem importancia estatistica. Acreditamos que o uso prolongado
desta solucdo®*X, num periodo superior aos 30 dias realizados, poderia resultar
em uma resposta semelhante a observada por Liang, et al (2008),'” todavia a
metodologia empregada para avaliacdo no trabalho foi diferente.

Russ et al (2007)* observaram a presenca de um infiltrado inflamatério
moderado na conjuntiva de coelhos tratados com APG, porém sem grandes
alteracdes histopatologicas do estroma conjuntival, e Galletti et al (2013)*’
constataram eteitos citotoxicos do BAK sobre o epitélio da superficie e ocular,
concluindo que este conservante pode interferir na resposta imune da conjuntiva.

O uso de APG durante 30 dias de tratamento resultou em alteracdes
inflamatoérias na conjuntiva de coelhos, apresentando uma resposta mais
deletéria da inflamacdo quando a droga esteve associada ao conservante BAK,
do que quando este ndo estava presente. Um periodo mais prolongado de
tratamento podera fornecer maiores informacdes sobre a intensidade da lesées
avaliadas neste estudo, todavia 0 uso de drogas antiglaucomatosas com outros
tipos de conservante ou sem adicéo deve contribuir para uma melhor satde da

superficie ocular.
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4. CAPITULO i 4
COMPARACAO DAS ALTERACOES CLINICAS E HISTOLOGICAS DA
CONJUNTIVA DE COELHOS INDUZIDAS PELO USO TOPICO DE BETA
BLOQUEADORES, INIBIDORES DA ANIDRASE CARBONICA, ALFA -
AGONISTAS E COMBINACOES FIXAS DE AMBOS, COM E SEM
CONSERVANTES.

RESUMO

Objetivos:  Avaliar e comparar alteracdes induzidas na conjuntiva de coelhos tratados
topicamente com alfa-agonistas, beta bloqueadores, inibidores da anidrase carbbnica e
combinacdes fixas de ambos, contendo cloreto de benzalcénio (BAK), e sem a presenca de
conservantes (bakfree), avaliando testes clinicos, histomorfométricos e imuno-histoquimicos.
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%BAX, dorzolamida
2% + maleato de timolol 0,5%BAKFREE prinzolamida 1% + maleato de timolol 0,5% BAK, brimonidina
0,2% + maleato de timolol 0,5%84X, e solu¢é@o controleBAX. Apenas o olho esquerdo foi tratado,
sendo o direito usado como controle. Avaliou-se o teste lacrimal de Schirmer (TLS), sensibilidade
da cornea (SC) e a presséo intra-ocular (PIO) antes e apos o tratamento. Foi mensurada pela
histomorfometria da conjuntiva o nimero de células caliciformes do epitélio e a espessura da
parede vascular (EPV) do estroma subjascente. Avaliou-se ainda marcadores imuno-
histoquimicos de inflamag¢do como macrofagos reativos (RAM11), endotélio vascular reativo
(VCAM-1) e linfocitos reativos (CD45R0).

Resultados : N&o foram observadas alteracdes na SC e TLS. A PIO reduziu em todos os olhos
tratados com as drogas, exceto para a solugéo controleBAX, O nimero de células caliciformes e
a EPV néo vairou em nenhum dos tratamentos realizado. O aumento da resposta macrofagica
foi observado em todos os grupos que possuiam BAK como conservante. A inflamacdo do
endotélio vascular ndo foi detectada em nenhuma das drogas. O aumento de linfcitos reativos
foi observado apenas na conjuntiva dos coelhos tratados com a associacdo de dorzolamida 2%
+ maleato de timolol 0,5%8BAK,

Discussdo . Os inibidores da anidrase carbdnica, beta bloqueadores e combinacdes fixas
utilizados neste estudo parecem exercer uma resposta inflamatéria da conjuntiva pouco evidente
aos testes clinicos oftalmicos, porém com alteragdo da resposta macrofagica. A estimulagéo de
macréfagos reativos esteve relacionada a presenca do conservante BAK nas formulacdes. As
alteracdes vasculares ndo foram detectadas de forma importante, sendo a estimulacido da
resposta de linfécitos-T reativos mais nitida apenas na associagao de dorzolamida 2% + maleato
de timolol 0,5%B4K, sugerindo certa toxicidade desta associacdo, durante os 30 dias de
tratamento.

Palavras -chave: Tratamento do glaucoma; inflamacéo da conjuntiva, cloreto de benzalconio,

histomorfometria, imuno-histoquimica .
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4.1 INTRODUCAO

O glaucoma é a segunda enfermidade mais importante na populacdo
mundial, que pode resultar em déficite visual significativo, progredindo na maior
parte dos casos ndo tratados para a cegueira.l? A terapia instituida a pessoas
com glaucoma constitui da utilizagdo terapéutica de formulacdes
antiglaucomatosas durante muitos anos, o que por sua vez, pode resultar em
alteracdes da superficie ocular e inflamacgédo da conjuntiva.3#

A superficie ocular reage de forma especifica a uma grande variedade de
agressores externos, tais como poluicdo do ar, alteracdes climéticas,
contaminacdo com agentes infecciosos, alergia e ao tratamento tépico com
drogas oftalmicas.*’

Os efeitos adversos observados na conjuntiva apdés o uso de drogas
oftdlmicas (colirios) pode ser consequéncia da ac¢do da prépria droga sobre a
conjuntiva, decorrente da presenca de determinados tipos de conservantes nas
formulacdes, ou ainda, da acdo conjunta de ambos. O conservante mais utilizado
nas formulagdes oftalmicas € o cloreto de benzalcénio i benzalkonium chloride
(BAK).8 Os efeitos toxicos deste conservante estdo bem relatados na literatura
médica oftdlmica 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 neurol6gica da
cérnea e conjuntiva.’1!

O efeito detergente do BAK pode resultar em diminuicdo da quantidade de
células caliciformes da conjuntiva, sendo descrito como um dos responsaveis
pela inducdo a alteracdo da estabilidade do filme lacrimal, que por sua vez
contribui para intensificar a inflamacgao ocular, aumento a liberacéo de linfocitos
reativos, macréfagos reativos durante a terapia crénica.*>*3

Entre as principais classes de drogas utilizadas para o tratamento clinico
do glaucoma encontram-se 0s agentes colinérgicos, beta bloqueadores,
agonistas alfa adrenérgicos, inibidores da anidrase carbdnica, analogos de
prostaglandina (APG) e combinacdes fixas destas drogas associadas ao maleato
de timolol,'*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 adicao de conservante (backfree),
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com aparente reducao da prevaléncia de sinais clinicos de desconforto ocular
em pessoas.!41’

A presenca do BAK nas formulacdes oftdlmicas esteve relacionada ao
desenvolvimento de alteracdes da superficie ocular, que a longo prazo pode
resultar em inflamacé&o da conjuntiva, acometendo a funcéo fisiolégica normal
celular e imunoldgica local.l’?® Alguns destes efeitos adversos foram
anteriormente estudados em ensaios clinicos com pessoas sob terapia
antiglaucomatosa, avaliando-se alteracoes em determinados testes oftalmicos;
outros utilizando cultivo celular, e outros com uso de animais como modelo
experimental. Até agora, ndo ha um estudo controlado que tenha sido realizado
em coelhos, avaliando o efeito do uso de inibidores da anidrase carbonica, beta
bloqueadores e combinacdes fixas de ambos com e sem conservante,
mensurando na mesma pesquisa as alteracbes da morfologia celular da
conjuntiva, deteccdo imuno-histoquimica de marcadores de inflamacédo e
avaliacdo de modificactes de testes oftalmicos especificos.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar e comparar o efeito do uso de destas
drogas comercializadas para terapia do glaucoma em pessoas, associados ou
nao ao conservante, sobre a conjuntiva de coelhos saudaveis, para deteccao de
alteracbes em determinados testes oftalmicos, modificagdes histomorfométricas
e detec¢do imuno-histoquimica de mediadores inflamatérios da conjuntiva, apos

o tratamento tépico continuo durante 30 dias.

4.2 MATERIAL E METODOS

Animais
Todos os procedimentos que envolveram a utilizacdo de animais vivos
foram conduzidos de acordo com as fANor mas p
Of t al mo Ida ARV@ @tatément for the Use of Animals in Ophthalmic and
Vision Research) e de acordo com as exigéncias aprovadas pela Comissao de
Etica no uso de animais no Setor de Ciéncias Agrarias CEUA-SCA da
Universidade Federal do Parana.
Foram selecionados aleatoriamente sessenta coelhos brancos da raca

Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus) de um criador comercial local. Todos os
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animais (27 machos e 33 fémeas) apresentaram peso médio aproximado (2,5
Kg) e idade média de 5 meses.

Os coelhos foram transportados em gaiolas apropriadas para o Vivario de
Oftalmologia Comparada da Universidade Federal do Parana (criado e
desenvolvido especialmente para esta pesquisa) onde cada grupo permaneceu
durante 40 dias. Antes de se iniciar 0 tratamento, os animais foram
desverminados e reavaliados clinica e oftalmologicamente, realizando-se um
exame fisico completo dos individuos.

Durante a fase de adaptacdo ao ambiente experimental, os coelhos
permaneceram sob adaptacdo por 10 dias sem tratamento, acomodados em
gaiolas com agua filtrada e comida a vontade (ragdo comercial de coelho e feno
de alfafa e/ou verduras frescas). No oitavo dia de adaptacdo, em um momento
anterior ao inicio do tratamento, foram realizados testes oftalmicos especificos
para determinar par@metros de interesse do estudo. Ao término do décimo dia
de adaptacdo, deu-se inicio ao tratamento propriamente dito, que fora mantido
durante 30 dias consecutivos, de acordo com a droga de cada grupo
experimental.

Os parametros clinicos oftdlmicos mensurados antes do tratamento foram
novamente mensurados ao término do tratamento, mantendo-se o mesmo
horéario de avaliacao realizado no momento inicial.

As drogas utilizadas nesta pesquisa foram selecionadas de acordo com as
apresentacdes farmacolégicas comerciais (colirios) de beta bloqueadores,
inibidores da anidrase carb0nica, alfa-agonistas e combinacdes fixas associados
com o conservante cloreto de benzalcénio (BAK), ou sem associacdo 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 Laboratérios do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP,
Brasil), Brimonidina 0,2% + maleato de timolol 0,5%8BAK 0.005% (Combigan®
Allergan Industria Farmacéutica 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 solugdo controleBAK 0.01% (solucdo salina associada ao cloreto de
benzalcénio 0,01%, Ophthalmos Farmacia Oftalmolégica de Manipulagédo, S&o
Paulo, SP, Brasil). Todos os grupos foram tratados apenas no olho esquerdo,
instilando-se uma gota da droga a cada 12 horas, em horarios fixos as 8 horas
da manha e 20 horas. O olho direito serviu como controle para o tratamento, ndo
recebendo medicacdo. Todas as drogas utilizadas podem ser visualizadas na
Tabela 4.1.

Tabela 4.1 7 Drogas oftalmicas utilizadas para o tratamento do olho esquerdo de
coelhos brancos da raca Nova Zelandia, de acordo com o respectivo
namero de animais (N) e o nome comercial do produto.

N Nome
Drogas :
comercial
Dorzolamida 2% + maleato de timolol 0,5%BAK 0.0075% 10 Cosopt?
Dorzolamida 2% + maleato detimolol 0,5%BAKFREE 10 Cosopt?

Brinzolamida 1% + maleato de timolol 0,5% BAK 0.005% 10 Azorgd
Brimonidina 0,2% + maleato de timolol 0,5%58AK0.005% 10 Combigaf
Maleato de timolol 0,5%BAK 0.005% 10 TimoptoP

Solugéo controle BAK0.01% 10 BAK**

*N&o ha diferencas entre o nome comercial do Cosopt® associado ao conservante cloreto de benzalcdnio
(BAK) e ao Cosopt® sem conservante (BAKFREE)

**BAK = cloreto de benzalcénio

17 Cosopt® colirio (MSD - Merck Sharp & Dohme Ltda., Guarulhos, SP, Brasil).

27 Cosopt® colirio (MSD - Merck Sharp & Dohme France, Paris, France).

31 Azorga® colirio (Alcon Laboratérios do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil).

47 Combigan® colirio (Allergan Industria Farmacéutica Ltda., Guarulhos, SP, Brasil).

51 Timoptol® colirio (MSD - Merck Sharp & Dohme Ltda., Guarulhos, SP, Brasil).

61 Cloreto de Benzalconio (Ophthalmos Farmécia Oftalmolégica de Manipulagédo, Sao Paulo, SP, Brasil).

Testes oftalmicos

Foram avaliados um total de 120 olhos de 60 coelhos saudaveis. 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 biomicroscépio com lampada de fenda (Hawk Eye; Dioptrix,
L6Uni on, Odteswnoftan)icos foram realizados por um Unico avaliador
(LL), para evitar diferengas de interpretagéo interobservador. Os coelhos foram
avaliados individualmente, contidos com auxilio de toalhas enrolada ao redor do

corpo, tomando-se o cuidado para manter o animal sem desconforto.
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Quando a cabeca do animal era manualmente estabilizada, havia-se o
cuidado para nao se realizar compressao sobre a regido do pescoco, na tentativa
de prevenir mensuracgdes erroneas da pressao intraocular (P10). A sequéncia de
realizacdo dos testes oftalmicos foi pré-determinada em: (1) Inspecéo ocular; (2)
mensuracao da sensibilidade da coérnea por meio da estesiometria; (3) teste
lacrimal de Schirmer (TLS) e (4) mensuragdo da PIO por tonometria. Os
parametros 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 cornea (SC)

A avaliacdo da sensibilidade central da cornea foi realizada em ambos os
olhos em todos os coelhos por meio da utilizacdo de um estesibmetro de Cochet-
Bonnet (Luneau Ophtalmologie, Chartres Cedex, Franca). Este instrumento
possui um monofilamento de nailon com espessura pré-definida (0,12 mm), o
qual é aplicado perpendicularmente sobre a superficie central da cornea,
variando-se o teste entre diferentes comprimentos de fio. A mensuracao foi
obtida por meio da observacdo do estimulo produzido pelo toque do filamento
sobre a cOrnea, 0 qual é necessério para desencadear o reflexo de piscar.

Neste estudo, somente a regido central da cérnea foi avaliada pelo toque,
realizando-se uma mensuracdo repetida por trés vezes em um mesmo
comprimento de fio. Caso o animal ndo apresentasse 0 estimulo, o valor do
comprimento do filamento era reduzido em 0,5 cm, repedindo-se as
mensuracdes, até que cada coelho viesse a responder com o reflexo do
fechamento palpebral.

A avaliacdo do teste permite comparar o comprimento de fio necessario
para causar a resposta ao estimulo (mensurado em centimetros), com a

sensibilidade da area central corneana.

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

mensura a produgao basal e parte da producéo reflexa da fracdo aquosa do filme
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lacrimal, foram utilizadas tiras de papel estéril de TLS padronizado (Ophthalmos
- Farmécia Oftalmolégica de Manipulacdo, S&o Paulo, SP, Brasil) em ambos os
olhos de todos animais. A fracdo aquosa da lagrima foi mensurada em milimetros

durante sessenta segundos.

Pressao intraocular (PI1O)

A presséo intraocular (P10) foi mensurada em todos os olhos, utilizando-se
um tonémetro de rebote digital (Tonovet®, Lumic International, Baltimore, MD,
USA). Néo foi utilizado colirio anestésico para a mensuracdo da PIO e o sistema
de avaliagdo do tonémetro foi calibrado para o modo personalizado para
espécies de animais indefinidos. Este tipo de tonémetro usa uma probe
eletromagnética que fornece um valor médio calculado entre 6 mensuracées
consecutivas, utilizando-se a regido corneana central para estimativa da P1O

média.

Eutanasia e coleta de amostras

Apds o tratamento ininterrupto durante 30 dias, os animais foram
eutanasiados de acordo com as normas do Coédigo de Etica do Médico
Veterinario, por meio de injecdo intravesona em bolus de anestésico
pentobarbital (200 mg/Kg). Apds o oObito, foram coletados os olhos inteiros e o
tecido periocular (palpebras), sendo imediatamente fixadas em solucdo de
formol a 10% tamponada, na proporcédo de volume 1:10, permanecendo em
imerséo durante 24 horas para fixacao.

Andlise histomorfométrica e imuno  -histoquimica

Apos a fixacao, os olhos foram seccionados em seu eixo longitudinal sendo
submetido ao processamento histotécnico padrao (Faria, 2013). Os cortes do
bloco parafinado foram realizados com espessura de 5 um, sendo montados em
laminas de vidro (Starfrost adhesive slide, Waldemar Knittel GmbH, Hamburg,
Alemanha) sendo corados com corante de HE (Hematoxilina-Eosina) e PAS
(acido periédico de Schiff).

A anélise histomorfométrica quantitativa da conjuntiva foi realizada para
avaliar a presenca de infiltrado inflamatério, contagem do ndmero de células

caliciformes e mensuracdo da espessura da parede vascular (EPV). A avaliacdo
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qualitativa 6ptica foi realizada em seguimentos lineares de conjuntiva de 200 pm.
Para a analise morfométrica quantitativa utilizou o software Image Pro-Plus
versao 4 (IP4) (Media Cybernetics, Silver Spring, MD).

A avaliacdo imuno-histoquimica foi realizada com captacdo de imagens
com magnificacdo de 400x, utilizando o mesmo software. Cada imagem, foi
virtualmente gradeada (150 X 200 Wm) realizando-se analise detalhada
especifica da regido epitelial e do estroma subjacente da conjuntiva. As
mensuracodes realizadas foram desenvolvidas por um Unico avaliador, para evitar
divergéncias inter-observador.

A analise imuno-histoquimica (IHQ) foi realizada com trés anticorpos
distintos para a deteccdo de: (1) macréfagos reativos, com um anticorpo
monoclonal de coelho - rabbit anti-macrophage - RAM11 (DakoCytomation, CA,
EUA, na diluicdo 1:800); (2) linfécitos-T reativos, com anticorpo anti-CD45RO
(BD Biosciences Pharmingen, EUA, na diluicdo 1:800) e (3) inflamagé&o vascular,
que marca moléculas de adesdo nas células do endotélio vascular reativo -
reactive vascular cellular adhesion molecule - VCAM-1 (Novocastra Laboratories
Ltd, Inglaterra, na diluicdo 1:200). Estes trés marcadores foram escolhidos por
apresentar alta afinidade pelos sitios de acdo em situacéo de inflamacéo cronica
que curse com reacdo de macrofagos, linfocitos e alteracdes no endotélio

vascular em coelhos.

Analise Estatistica

Os resultados foram espressos em média + desvio padrao (DP). Os testes
oftalmicos foram analisados em cada droga utilizada, comparando-se o0s
resultados obtidos antes e apds o tratamento (média = DP) dos olhos esquerdo
(tratados) e dos olhos direito (controle) usando um teste-t com significancia de
5%. A analise histomorfométrica e os valores de IHQ foram comparados apenas
no periodo pés-tratamento. Para isso foi realizado teste One-way ANOVA, com
nivel de significancia de 5%, para comparar as variaveis continuas numéricas.
Caso fosse detectado significAncia estatistica, os dados foram submetidos ao
pos-teste de Tukey-Kramer (Statview V; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). As
diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando o valor de
P < 0,05.
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4.3 RESULTADOS

Testes Oftalmicos
Sensibilidade da cornea

A comparacao da sensibilidade da cérnea (SC) avaliada antes e apos o
tratamento ndo apresentou alteragdo significante para nenhuma das drogas
testadas (P> 0,05). Todos os valores da SC (média £ DP) com 0s respectivos

valores de P podem ser visualizados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 7 Valores da sensibilidade da cornea (SC) observados nos coelhos da raca
Nova Zelandia antes e apés os tratamentos, de acordo com as drogas
testadas, expressos em média + DP.

SC antesdo SC ap6s o

Drogas tratamento tratamento Valor
de P
(cm) (cm)
Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAK0.0075% 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% BAK0.005% 22 + (0,8 2,8+0,5 0,0544
Brimonidina 0,2% + M.de timolol 0,5%8AK0.005% 2 3 + (0,5 24+04 0,8621
Maleato de Timolol 0,5%BAK 0.005% 23+04 2,1+0,6 0,2163
Solugédo controle BAK 0.01% 22+0,5 2,4 £0,4 0,3466

*Os valores de P superiores a 0,05 ndo foram considerados significantes.

Teste lacrimal de Schirmer

A comparacdo da mensuracdo aquosa da lagrima pelo teste lacrimal de
Schirmer (TLS) tipo 1, antes e apds o tratamento ndo demonstrou alteracdo
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 7 Valores do teste lacrimal de Schirmer (TLS) mensurados nos coelhos da
raca Nova Zelandia antes e apds os tratamentos, de acordo com as drogas
testadas, expressos em média £ DP em milimetros, durante o intervalo de
1 minuto.
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TLS antes do TLS apés o

Drogas tratamento tratamento gslgr
(mm) (mm)

Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAK00075% 4.8 + 0,9 44+0,7 0,2878
Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAKFREE 6,3+1,3 6,1+14 0,7287
Brinzolamida 1% + M. de timolol 0,5% BAK 0.005% 45+0,7 52+0,8 0,0511
Brimonidina 0,2% + M.de timolol 0,5%BAK 0.005% 56+1,6 53+11 0,6795
Maleato de Timolol 0,5%BAK 0.005% 51+14 5713 0,3349
Solugao controle BAK 0.01% 64+1,1 6,6+1,0 0,5716

*QOs valores de P superiores a 0,05 ndo foram considerados significantes.

Pressao intra -ocular

A comparacdo da mensuracao da pressao intraocular (P10) antes e apés o
tratamento demonstrou alteracéo significativa em todos os grupos tratados com
APG, exceto para a solucdo controleBAX, que continha apenas o veiculo 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 7 Valores da pressao intra-ocular (PIO) mensurados nos coelhos da raca
Nova Zelandia antes e ap6s os tratamentos, de acordo com as drogas
testadas, expressos em média + DP.

PIO antes do PIO apés o

Drogas tratamento tratamento (\j/ZIgr
(mmHg) (mmHg)

Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAK 0.0075% 133+14 11,4+ 2,0 0,0229*
Dorzolamida 2% + M. de timolol 0,5%BAKFREE 123+1,6 10,7+15 0,0312*
Brinzolamida 1% + M. de timolol 0,5% BAK 0,005% 139+1,0 12,2+0,9 0,0009*
Brimonidina 0,2% + M.de timolol 0,5%8AK 0.005% 13,1+0,9 11,4+1,.2 0,0034*
Maleato de Timolol 0,5%BAK 0.005% 12,7+19 11,1+£1,2 0,0363*
Solucao controle BAK 0.01% 13,2+0,4 13,0+1,9 0,8220

*Os valores de P inferiores & 0.05 foram considerados significantes.

Andlise histomorfométrica e imuno  -histoquimica

Densidade das células caliciformes
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A comparacao do numero de células caliciformes entre os olhos tratados

(esquerdo) e controle (direito) apos 30 dias de tratamento continuos néo

demonstraram alteracdo em nenhuma das drogas testadas. A contagem da

guantidade de células caliciformes (média = DP) com os respectivos valores de

P podem ser visualizados na Tabela 4.5.

As fotomicrografias representativas do aumento do numero de células

caliciformes da conjuntiva dos olhos tratados e n&o-tratados podem ser

visualizadas na Figura 4.1.

Tabela 4.517 Comparacéo da densidade de células caliciformes (média + DP) entre os
olhos esquerdo (OS) tratados e olhos direito (OD) néo tratados, apos 30
dias consecutivos de tratamento nos coelhos da raga Nova Zelandia, de

acordo com as drogas testadas.

Drogas oD (0N} ;I/:Igr

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
Solugao controle BAK 0.01% 11,2+2,168 13,8+5,119 0,3262

*Os valores de P superiores & 0,05 n&o foram considerados significantes.
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Figura 4.1 7 Fotomicrografias da conjuntiva de coelhos da raca Nova Zelandia (200x) coradas
com &cido periédico de Schiff (PAS). A densidade de células caliciformes (cabeca de seta preta)
foram semelhantes nos olhos esquerdos tratados (B,D,F,H,J,M) aos olhos direito ndo-tratados
(A,C,E,G,I,L). A e B se referem a dorzolamida 2% + maleato de timolol 0,5%8. C e D a
dorzolamida 2% + maleato de timolol 0,5%BAKFREE, E e F & brinzolamida 1% + maleato de timolol
0,5% 84K, G e H a brimonidina 0,2% + maleato de timolol 0,5%8B4X. | e J a solucéo controleBAK,

Espessura da parede vascular



