Método simplificado para o desenvolvimento do
glaucoma experimental
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As dificuldades encontradas quando se
analisam as alteragbes morfoldgicas e fun-
cionais, sob o ponto de vista etiopatogénico,
presentes em olhos glaucomatosos e deter-
minadas pela hipertensdo intra-ocular, leva-
ram-nos a pesquisar um método para estabe-
lecer um modelo experimental de glaucoma.

DUKE-ELDER 2, em 1945, classificou es-
ses métodos em dois grupos:

1. Quando ocorre a produciao de uma
condicdo permanente de estase vascular.

2. Quando ocorre um bloqueio da cir-
culacdo intra-ocular de fluidos.

HUGGERTS, em 1957. utilizando-se de va-
rias técnicas para obstrugao das vias de dre-
nagem no humor aquoso em olhos de coe-
lhos, produziu hipertensao intra-ocular vor
um periodo de trés semanas.

KUPFER ¢. em 1962, obteve hipertensao
intraocular em coelhos, introduzindo um tu-
bo de polietileno nc angulo da camara ante-
rior e analisou as alteragcbOes observadas no
nervo O6ptico e retina.

CARVALHO!, em 1962, estabeleceu o
glaucoma experimental através de injecao de
uma solucdo fisiolégica contendo fragmen-
tos de algodao na camara anterior em olhos
de coelhos.

LEVY 7¢ em 1974, estabeleceu hiperten-
sao intraocular unilateral através da injegao
de quimotripsina na camara posterior em
olhos de macacos e, em 1977, através de fo-
tocoagulagdo com laser de argbnio da re-
gido do trabeculado.

QUIGLEY e ADDICKS?, em 1980, descre-
veram um método para o estabelecimento
de glaucoma experimental em macacos atra-
vés da inje¢cdo de hemadcias autdlogas fixa-
das em glutaraldeido.

ApoOs a revisao da literatura, os resulta-
dos obtidos com os métodos citados, em nos-
sas maos, nao foram satisfatérios com o
que concluimos ser importante a padroniza-
cdo de um meétodo, ndao s6 eficaz, como tam-
bém de simples execugdo, em nosso meio,
para o desenvolvimento do glaucoma expe-
rimental.

Assim sendo, procurou-se modificar em
alguns aspectos o método descrito por QUI-
GLEY e ADDICKS em 1980. com o intuito
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de simplificar e assim conseguir os objeti-
vOos propostos.

MATERIAL E METODOS

Para este trabalho de investigagdo fo-
ram utilizados 20 coelhos albinos, machos,
adultos, endogamicos, com peso entre 2.500
e 4.000 g, distribuidos em dois grupos, sub-
divididos em A e B (1.A,1.B,2.A e 2.B).

A pressao intra-ocular foi medida diaria-
riamente pela manha, com tondémetro de
Schistz. apds anestesia topica.

A hipertensao intra-ocular foi induzida
apenas no olho direito dos animais, ficando
o olho esquerdo como controle.

No grupo 1.A, o olho direito do coelho
foi mantido com hipertensao por 7 dias. No
grupo 1.B o olho direito do coelho foi man-
tido com hipertensao por 7 dias, submetido
a cirurgia fistulizante e observado por um
veriodo de 15 dias com pressdao intra-ocular
normalizada.

No grupo 2.A. manteve-se a hipertensao
intra-ocular por um periodo de 28 dias. No
grupo 2.B. o olho direito do coelho foi man-
tido com hipertensao por 28 dias. Em se-
guida. através de cirurgia fistulizante, nor-
malizou-se a pressao intra ocular e manteve
se 0 coelho em observacao por 15 dias.

Os coelhos dos grupos 1 B e 2.B foram
todos submetidos a cirurgia fistulizante com
a técnica de Scheie-Malbran.

Para a producdo de hipertensao intra-
ocular, inicialmente, fez-se a tricotomia e as-
sevsia da orelha esaquerda do coelho e, com
auxilio de um “butterfly” n* 23 e uma se-
ringa de 10 ml, previamente hevarinizados,
retirou-se 5 ml de sangue da veia marginal.
Este volume de sangue, dividido e distribui-
do em trés tubos de uma centrifuga (Excel-
sa 2, marca Fanem), foi dissolvido em 4 ve-
zes 0 seu volume em uma solugdo de saca-
rose 0,25 M, sendo, a seguir, centrifugada a
1.000 rpm, durante 30 minutos. Apds aspi-
rar o sobrenadante, o aglomerado de hema-
cias foi novamente dissolvido em 4 vezes o
seu volume em uma solugao de sacarose,
0,25 M e centrifugado a 1.000 rpm.
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O aglomerado de hemdcias assim obtido
foi suspenso em 10 vezes O seu volume em
glutaraldeido a 5% em tampao fosfato por
1 hora. ApOs este periodo de repouso, a so-
lucao foi centrifugada por 15 minutos e apo6s
a aspiragao do sobrenadante as hemadcias
precipitadas foram dissolvidas em 4 vezes 0O
seu volume em uma solucao salina a 0,9%
com a finalidade de remover o fixador.

E necessdrio que esta etapa seja repeti:
da pelo menos por 7 vezes. ApOs este pro-
cessamento, as hemadcias fixadas resultantes
foram dissolvidas em igual volume de solu-
cao salina a 0,9%, sendo 0,1 ml dessa solu-
cao injetado na camara anterior do olho di-
reito dos coelhos. Para tanto, os animais
foram submetidos a anestesia geral com uma
solucao de nembutal sédico (50 mg/ml), pre-
parada na hora do exame, injetando-se 0,5
ml/kg de peso do animal na veia marginal.

O coelho imobilizado e preso a uma ca-
naleta de madeira, apés ser submetido ao
exame ocular com auxilio de um microsco-
pio cirurgico marca D.F Vasconcelos tinha
sua pressao intra-ocular de ambos os olhos,
medida com tonOmetro de Schictz. Manten-
do-se 0 olho aberto através de um blefaros-
tato, fixando-se a conjuntiva bulbar com
uma pinca de fixacao e utilizandose uma
agulha 25 x 7 adaptada a uma seringa de 1
ml, fazia-se a paracentese e aspiragao na
regiao limbica esvaziando-se totalmente a
camara anterior. A seguir, trocava-se a se-

ringa por outra, contendo a solugao de he-
madcias fixadas e injetava-se 0,1 ml.

Ao se retirar a agulha da camara ante-
rior, tamponava-se a abertura com um coto-
nete por alguns segundos, lavava-se os for-
nices conjuntivais com solugao fisiolégica,
aplicava-se pomada oftdlmica de antibiético
e corticosterdéide no olho direito e o coelho
era levado para uma gaiola individual, man-
tida em condi¢Ges normais de higiene.

Todos os resultados obtidos foram anali-
sados estatisticamente utilizando-se o teste
“t” de Student para dados pareados e, ana-
lise de variancia complementada pelo teste
de contrastes de Tukey.

Em todos os testes fixou-se em 0,05 ou
5% (a < 0,05) o nivel de rejeicao para a hi-
potese de nulidade, assinalandose com as-
terisco os valores significantes.

RESULTADOS

Os coelhos do grupo 1.A, nos quais a
hipertensao intra-ocular foi mantida por 7
dias apresentaram a pressao intra-ocular mé-
dia de 33,24 mmHg no olho direito e a pres-
sao média de 16,06 mmHg no olho esquerdo,
controle.

ApOs a andlise estatistica desses dados
através da aplicacao do teste “t” de Student
para dados pareados, observou-se que a meé-
dia de pressao intraocular do olho direito
diferiu significantemente em relagao ao olho
controle (Tabela 1).

TABELA 1
Pressao intra-ocular (mmHg) dos olhos direito e esquerdo (E) dos coelhos nos diversos grupos
Grupo 1.A Grupo 1.B Grupo 1.B Grupo 2.A Grupo 2.B Grupo 2.B’
Olho Olho Olho Olho Olho Olho
D E D E o7 D E D E D E
35,80 13,50 33,80 19,40 18,00 16,50 33,90 16,30 40,95 17,60 22,40 15,70
35,00 16,00 36,80 16,00 16,30 15,30 32,50 21,10 38,61 16,87 17,63 17,30
33,11 16,50 317,60 15,30 16,70 16,20 32,00 16,10 39,86 17,53 19,63 17,30
28,80 16,00 39,30 16,20 15,20 16,30 35,50 21,00 37,37 15,67 20,90 15,90
33,50 15,30 39,50 15,50 16,50 16,60 37,30 15,80 38,20 17,00 15,60 15,46
X 3324 16,06 37,40 16,68 16,56 16,18 34,20 18,06 39,00 16,93 20,03 16,32
DP 2,71 0,49 2,31 1,58 1,00 0,52 2,23 2,74 1,41 0,78 1,71 0,91
Teste ‘“t”’ de Student para dados pareados (Direito X Esquerdo)
Grupo 1.B — “t’”’ calculado = 14,43* Grupo 2.A — ‘“t”’ calculado = 9,48*
Grupo 1.B — (Antes CG) — “t’’ calculado = 12,70* Grupo 2.B — (Antes CG) — “‘t”’ calculado = 59,96*
Grupo 1.B’ — (Depois CG) — “t” calculado = 0,85 Grupo 2.B' — (Depois CG) -— ‘‘t”’ calculado — 3,38*
“t’ critico = t(4 gl; 0,05 = 2,78

Os coelhos do grupo 1.B, no quais a hiper-
tensao intra-ocular foi mantida por 7 dias,
apresentaram a pressao intra-ocular meédia
de 37,40 mmHg no olho direito e a pressao
intraocular média de 16,68 mmHg no olho
esquerdo, controle.

ApOs terem sido submetidos a cirurgia
fistulizante no olho direito e observados du-
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rante 15 dias, a pressao intra-ocular média
do olho direito foi de 16,56 mmHg e a pres-
sao intra-ocular meédia do olho esquerdo,
controle, foi de 16,18 mmHg.

A andlise estatistica mostrou que a mé-
dia da pressao intra-ocular do olho direito
nao foi significantemente maior que a ob-
servada no olho esquerdo (Tabela 1).



Os coelhos do grupo 2.A, nos quais a
hipertensao intra-ocular foi mantida por um
periodo de 28 dias, apresentaram a pressao
intra-ocular média de 34,20 mmHg no olho
direito e a pressao intra-ocular média de
18,06 mmHg no olho esquerdo, controle.

A andlise estatistica através da aplica-
cao do teste “t” de Student para dados pa-
reados mostrou que a média da pressao in-
tra-ocular do olho direito foi significante-
mente maior do que a observada no olho
controle (Tabela 1).

Os coelhos do grupo 2.B, nos quais a
hipertensao intra ocular foi mantida por um
periodo de 28 dias, apresentaram pressao
intra-ocular média de 39,00 mmHg no olho
direito e 16 93 mmHg no olho esquerdo, con-
trole. Apds terem sido submetidos a cirur-
rria fistulizante no olho direito e observados
durante 15 dias, a pressao intra-ocular meé-
dia do olho direito foi de 20,02 mmHg e a
pressao intra-ocular média do olho esquerdo,
controle foi de 16,32 mmHg.

A andlise estatistica mostrou que a mé-
dia da pressao intra-ocular do olho direito
diferiu significantemente daquela observada
no olho controle (Tabela 1).

Quando se fez o estudo estatistico para
as diferencas (D-E) dos vdrios grupos, veri-
ficou-se que a andlise de variancia, comple-
mentada pelo teste de contrastes de Tukey,
mostrou que a média da pressao intra-ocular
do grupo 1.B foi significantemente maior do
que a observada nos grupos 2.A e 2.B, en-
quanto que o grupo 2.A mostrou uma mé-
dia da pressao intra-ocular significantemen-
te maior do que a do grupo 2.B.

DISCUSSAO

Numerosos modelos experimentais de
glaucoma ja foram testados em vdrios ani-
mais e discutidos exaustivamente (DUKE-
ELDER 2, 1945; HUGGERTS, 1957; FLOCKS 3
e col, 1959; CARVALHO!, 1962; ZIMMER-
MAN 10 e col.,, 1967, GAASTERLAND & KUP
FER 4, 1974; LEVY 7.3, 1977, QUIGLEY & AD-
DICKS?, 1980). Entretanto, ao se compulsar
a literatura, constatou-se que, em nosso
meio, poucos sao os trabalhos onde se pro-
cura incentivar a pesquisa em animais com
a finalidade de desenvolver estudo do glau-
coma.

Assim sendo, modificou-se o0 método es-
tabelecido por QUIGLEY & ADDICKS?®, 1980,
para a producgao de glaucoma experimental,
pois, observou-se que quando da preparagao
da solugao de hemadcias fixadas em glutaral-
deido, seguindo rigorosamente esse método
e apOs a injecao desta solugao na cadmara

anterior dos olhos dos coelhos, em muitos
deles ocorria um processo inflamatério in-
tra-ocular intenso, surgindo a necessidade de
sacrifica-los e consequentemente, elimina-los
da pesquisa. Contudo, quando se retirou
completamente o glutaraldeido usado para
fixacao do material, dissolvendo-se o aglome-
rado de hemadcias em solucao salina e repe-
tindo-se esta etapa maior numero de vezes
que o0 preconizado por QUIGLEY & AD-
DICKS?Y, 1980, obteve se uma solugao final
que nao determinou um processo inflamato-
rio intenso quando injetada na camara an-
terior dos olhos dos coelhos, mas apenas
uma reacao discreta, transitdéria e restrita
ao segmento anterior.

RESUMO

A injec@o na camara anterior de olhos de coelhos,
de hemadcias autdlogas fixadas em glutaraldeido deter-
mina um aumento constante e duradouro da presséao
intra-ocular.

A técnica cirurgica utilizada determina uma dimi-
nuicdo estatisticamente significante da pressdo intra-
ocular.

SUMMARY

Prolonged and controlled high intraocular pressure
was artificially produced in rabbit eye by injection of
autologous fixed red blood cells into the anterior cham-
ber.

The surgical technique used determines a statisti-
cally significant decrease of the intraocular pressure.
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