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RESUMO

O glaucoma é uma neuropatia optica que tem como principal fator de risco
pressao intraocular elevada, que leva a perda progressiva e morte das
células ganglionares da retina, o que acarreta redugao progressiva do campo
visual e, finalmente, perda da visdo. A terapia do glaucoma baseia-se na
tentativa de reducado da pressao intraocular, por meio de medicamentos ou
de procedimentos cirturgicos. O timolol € uma droga ja consagrada para este
fim, que atua reduzindo a produg¢ao do humor aquoso. Na década de 90,
surgiram os analogos de prostaglandinas (PG) (latanoprosta, travoprosta e
bimatoprosta), hipotensores que aumentam o fluxo de drenagem do humor
aquoso pela via uveoscleral. Mais recentemente, foram lancadas as
combinagbes fixas dos andlogos de PG com o maleato de timolol. A
instilagdo crénica destes colirios pode incitar alteragbes patolégicas na
conjuntiva contribuindo para o insucesso de intervencgdes cirlrgicas, como a
trabeculectomia. A terapia tépica cronica também pode causar a redugao do
numero de células caliciformes, responsaveis pela produgdo da porgao
mucosa do filme lacrimal, o que reduz a quantidade e a qualidade da lagrima
e contribui para o desconforto ocular. Esta pesquisa testou trés combinacgoes
de analogos de PG e timolol (Ganfort® - bimatoprosta+timolol, Duo-
Travatan® - travoprosta+timolol e Xalacom® - latanoprosta+timolol) por meio
de avaliagéo histomorfométrica e imunoistoquimica. Todas as combinagées
testadas induziram algum grau de resposta inflamatoria conjuntival. A
intensidade da alteragdo de cada parametro avaliado (infiltrado inflamatério,
espessura epitelial e numero de células caliciformes) variou de acordo com a
droga utilizada. A combinagdo menos deletéria foi a bimatoprosta+timolol;
que causou infiltrado inflamatério intermediario quando comparada as outras
combinagbes, e ainda provocou maior aumento no numero de células
caliciformes. Outra parte da pesquisa foi a investigacdo do uso de
ciclosporina (Restasis®) e prednisolona (Predfort®) no poés-operatério da
trabeculectomia, que mostrou que a associagao destas drogas tem um efeito
sinérgico na inibicdo da fibrose e da reagao inflamatéria pds-cirargica,
havendo possibilidade da sua utilizacao para reduzir a aderéncia do flap
cirargico, mantendo patente a trabeculectomia por maior periodo.

Palavras-chave: glaucoma, conjuntiva, histomorfometria, imunoistoquimica,
ciclosporina, prednisolona



ABSTRACT

Glaucoma is a disease whose major risk factor is the increase of intraocular
pressure (IOP), that leads to a progressive loss of retinal ganglion cells,
causing a progressive reduction in visual field and, finally, blindness.
Glaucoma'’s therapy is focused on reducing the IOP, using drugs or surgical
techniques. Timolol is a drug already well-established for this purpose,
reducing the aqueous humor production. In the 90’s, the prostaglandin (PG)
analogues appeared (latanoprost, travoprost and bimatoprost), which are
hypotensive drugs that increase the aqueous humor outflow through
uveoscleral way. More recently commercial combination of PG analogues
and timolol were released, adding reduction of aqueous humor production
with increase in its outflow. However, chronic instillation of eye drops incites
inflammatory reaction in the conjunctiva, which can contribute to surgery
failure, such as trabeculectomy. Chronic topic therapy can also induce a
reduction in the number of goblet cells, responsible for producing the mucous
part of lachrymal film, what reduces the quantity and quality of tears and
contribute to ocular discomfort. This research tested three PG analogues and
timolol combinations (Ganfort® - bimatoprost+timolol, Duo-Travatan® -
travoprost+timolol and Xalacom® - latanoprost+timol), by histomorphometric
and imunohistochemical evaluations. All tested combinations caused some
degree of conjunctival inflammatory response.The intensity of change caused
by each one of the evaluated parameters (inflammatory infiltrate, epithelial
thickness and number of goblet cells) varied with each drug. The less
" deleterious combinatio®was the bimatoprost+timolol, that caused an
intermediary inflammatory infiltrate when compared to other drugs, and also
provoked a greater increase in number of goblet cells. Another part of this
research was the investigation of cyclosporine and prednisolone use in post-
operatory of trabeculectomy, showing that the association of these drugs has
a synergic effect inhibiting post-surgical fibrosis and inflammatory reaction.
Therefore, the combined use of cyclosporine and prednisolone can possibly
reduce surgical flap adherence, keeping this way the trabeculectomy for
longer time.

Key-words: glaucoma,, conjunctiva, histomorphometry,
immunohistochemical, cyclosporine, prednisolone
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1. INTRODUGAO
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O glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) € uma neuropatia
optica cronica, progressiva, de etiologia multifatorial, caracterizada por
alteracdes tipicas do disco 6ptico e da camada de fibras nervosas da retina,
com repercussdes caracteristicas no campo visual. E acompanhado, na
maioria das vezes, por pressodes intra-oculares (PlOs) acima de niveis
considerados estatisticamente normais. Considera-se o aumento da PIO o
principal fator de risco para a instalagéo e progressdo do glaucoma (Gordon

et al., 2002; SBG, 2009).

Segundo dados da OMS de 2002, o glaucoma é a segunda maior
causa de cegueira no mundo e a principal causa de cegueira irreversivel,
havendo cerca de cinco milhées e duzentos mil cegos por glaucoma no
mundo (Thylefors et al., 1998; Resnikoff et al., 2004). Quigley (1997)
estimava que dois milhdes e quinhentos mil pacientes fossem portadores de
glaucoma nos Estados Unidos na década passada e que mais de 130 mil

pessoas estariam legalmente cegas pela doenca.

O tratamento do GPAA e da hipertensao ocular € realizado por meio
da redugdo da PIO, e visa evitar o estabelecimento ou progressdo do dano
ao nervo optico e do defeito de campo visual- (Musch et al., 1999; Lichter et
al., 2001; Tezel et al., 2001). Em geral, a redugéo da PIO nos pacientes com

glaucoma é obtida, inicialmente, com terapia medicamentosa.

No Brasil ha poucos estudos demonstrando a prevaléncia de
glaucoma.Sendo esses estudos insuficientes no ponto de vista

epidemioldgicos pois retratam perfil regional das amostras, o que nao pode



ser extrapolado para a realidade nacional ( Sakata et al., 2007, Pévoa et al.
2001)
&

O Ocular H/perfension Treatment Study (OHTS), estudo multicéntrico
realizado com 1637 pessoas diagnosticadas como hipertensas oculares (PIO
entre 24 e 32 mmHg sem dano ao nervo éptico ou defeito de campo visual),
randomizou pacientes para tratamento medicamentoso (cujo objetivo era
promover reducdo de 20% da PIO inicial) ou observagao (sem tratamento).
Apos periodo de seguimento de cinco anos, 4,4% dos pacientes tratados
progrediram, enquanto 9,5% do grupo nao-tratado progredglm. Este estudo

CoLHAA W

concluiu que a redugao da PIO diminui o risco de pregressao para glaucoma

em pacientes com hipertensao ocular.

O OHTS também mostrou que um consideravel nimero de pacientes
requer multiplas drogas para redugao adequada da PIO. Apds cinco anos,
49% dos pacientes necessitaram pelo menos duas medicagdes para reduzir
a PIO, e 9% dos pacientes necessitaram trés medicagbes (Kass et al.,
2002). Deve-se enfatizar que a proposta de reducao pressérica no OHTS foi
modesta (apenas 20%), e que esses indices aumentariam caso fosse

estabelecida como meta uma redugéo pressorica mais significativa.

Outro estudo multicéntrico desenvolvido na década de 90 foi o Early
Manifest Glaucoma Trial (EMGT) que incluiu 255 pacientes com glaucoma
em fase inicial, seguidos durante quatro anos. Nesse estudo, os pacientes
foram divididos em dois grupos: um deles foi submetido a tratamento (cujo
objetivo era reduzir a F'5IO em 25% do valor inicial), e o segundo grupo nao

foi submetido a qualquer tratamento. O tratamento inicial foi realizado com



beta-bloqueadores (betaxolol), acrescido, se necessario, de latanoprosta ou
trabeculoplastia a laser. O EMGT mostrou que 45% dos pacientes tratados
progrediram, enquanto 62% dos ndo tratados apresentaram progressao da

doenca- (Leske et al, 1999).

O Advanced Glaucoma Intervention Study (AGIS) foi um estudo
multicéntrico, com duracdo de oito anos, que envolveu 586 olhos de
pacientes com glaucoma avangado. O AGIS revelou que o grupo de
pacientes que mant%.tgf-amPIO menor que 18 mmHg em 100% das visitas ao
longo dos 8 anos foi 0 que apresentou menores taxas de progresséao (14,4%
em 8 anos). Esse grupo, que apresentou PIO média de 12,3 mmHg,
necessitou de associagdo de duas ou mais drogas para manter a PIO abaixo
de 18 mmHg mesmo ap6s trabeculectomia ou trabeculoplastia a laser.

Assim, 33,6% dos pacientes desse grupo necessitou usar duas ou mais

medicagdes para atingir PIO menor que 18 mmHg. (AGIS, 2000).

Os estudos supracitados revelam que a redugdo da PIO diminui o
risco de progressao de individuos com hipertensao ocular, glaucoma inicial e
glaucoma avangado. Além disso, sugerem que um grande numero de
pacientes requer mais de uma medicagéo para controlar adequadamente a

PIO (AGIS, 2000; Lichter et al., 2001; Kass et al., 2002).

Entretanto, qualquer tratamento medicamentoso possui efeitos
colaterais e sistémicos. As drogas tépicas disponiveis para o tratamento do
glaucoma serdo listadas a seguir e seus efeitos colaterais, topicos e

sistémicos.



1.1. TRATAMENTO MEDICAMENTOSO DO GLAUCOMA

As drogas topicas utilizadas no tratamento do glaucoma dividem-se
em: agentes autondmicos, inibidores da anidrase carbdnica e os analogos
das prostaglandinas. Os agentes autondmicos subdividem-se em drogas
atuantes no sistema colinérgico (parassimpatico) e drogas que atuam no

sistema adrenérgico (simpatico) (Shields et al., 1998).
1.1.1 Agentes autonémicos colinérgicos

Os agentes autondmicos que atuam no sistema colinérgico utilizam
como mediador fisiolégico a acetilcolina, produzem miose e promovem

aumento do escoamento de humor aquoso pela via trabecular.
1.1.1.1. Pilocarpina

A pilocarpina € um agonista colinérgico muscarinico que provoca
miose por estimular o musculo esfincter da iris e abre a malha trabecular,
causando aumento do escoamento de humor aquoso pela via convencional.
Atualmente, a pilocarpina é usada para reverter o blogueio pupilar em casos
de pacientes com glaucoma de angulo fechado. A pilocarpina reduz o fluxo
Uveo-escleral, o que antagoniza o efeito dos analogos das prostaglandinas.
Durante anos, a pilocarpina foi utilizada no tratamento do glaucoma,
perdendo espaco devido a meia-vida curta, a necessidade de grande
nimero de instilagbes diarias e aos efeitos colaterais frequentes (Barsam,

1972; Fellman e Starita, 1990; Shields et al., 1998).

O uso topico da pilocarpina relaciona-se a alteragdes graves da

superficie ocular conjuntival, podendo causar quadro extremo de penfigoide




cicatricial (Fiore et al., 1987), além de alergia na regiao palpebral e
conjuntival e hipersensibilidade induzida pela toxicidade, cursando com

conjuntivite folicular (Jackson, 1993).
1.1.2. Agentes autonémicos adrenérgicos

Ha dois tipos de receptores adrenérgicos: a e f, que utilizam como
mediadores fisiologicos a epinefrina e a norepinefrina. Os agonistas ou
estimulantes adrenérgicos, ou simpaticomiméticos, podem atuar direta ou

indiretamente nos receptores a,  ou em ambos (Shields et al., 1998).
78\
1.1.2.1. Alfa-Agonistas

Os receptores a-adrenérgicos, quando estimulados, produzem
midriase e vasoconstricgdo mediadas pelo receptor a4, além de diminuigao
da produgéo de humor aquoso pela ativagdo dos receptores a. (Shields et

al., 1998; Costa et al., 2002).
1.1.2.1.2 Brimonidina

A brimonidina & também um agonista do receptor a; , que reduz a P1O
em 20 a 25%, e deve ser instilado duas a trés vezes ao dia. As
concentragdes disponiveis para instilacdo séo de 0,15% e 0,2% e o pico de
sua acdo hipotensora ocular é observado duas horas ap6s sua

administracdo (Shields et al.,1998).

Apresenta efeitos colaterais menos freqlientes que a apraclonidina,
ocasionando alergia (10 a 15%), redugdo da presséao arterial (PA) diastdlica,

boca seca (30%), fadiga, zumbido (16%) e cefaléia (18%), com efeitos



cardiovasculares minimos- (Toris et al., 1995; Shields et al., 1998; Katz et al.,

1999).

A brimonidina & contra-indicada para uso pediatrico por induzir
depressédo do sistema nervoso central (Carlsen et al., 1999; Bowman et al.,

2004).

A brimonidina, mais recente integrante da classe dos alfa-agonistas,
apresenta como efeito colateral local a hiperemia ocular, cuja incidéncia
varia de 11,4% a 26,3% (Adkins e Balfour, 1998), alem de ardéncia ou
queimagdo ocular (24%) e alergia ocular (blefarite, blefaroconjuntivite e
conjuntivite folicular), cuja incidéncia varia de 4,2% a 11,5% (Adkins e
Balfour, 1998; Katz et al., 1999; Melamed et al., 2000). —

1.1.2.2. Beta-bloqueadores t,ﬁchLﬂ_uﬁfi—\i\ g‘l RM’\( 7)

B e

S3o0 dois os tipos de receptores [ adrenérgicos: B1 e B2. A inibigdo
dos receptores B reduz a PIO por diminuir a producdo de humor aquoso em
30 a 50%, ocasionando redugdo da PIO basal de cerca de 25% durante o
pico de agdo, duas horas apos a instilagdo, mantendo-se em cerca de 20%.
A posologia recomendada é uma a duas instilagbes diarias (Shields et

al., 1998).

As drogas pertencentes a essa classe sao denominadas
simpatoliticas, antagonistas B-adrenergicos ou beta-bloqueadores. O mais
utilizado é o timolol, mas outros exemplos incluem betaxolol, levobunolol,
carteolol e metipranolbl. O maleato de timolol 0,5% €& a droga padréo,

bloqueador ndo-seletivo dos receptores beta (B1 e B2). O betaxolol € o Unico




beta-bloqueador Biseletivo (Zimmerman et al., 1977; Radius et al., 1978;

Novak, 1987; Shields et al., 1998).

Os beta-bloqueadores apresentam inumeros efeitos colaterais
sistémicos, sendo que os mais pronunciados atingem o aparelho cardio-
respiratorios (broncoespasmo e bradicardia) e o sistema nervoso central.

(Berrospi et al., 1982 ; Reiss et al., 1983).

Reacdes de toxicidade ocular apés o uso de beta-bloqueador séo
incomuns, porém reacdes alérgicas e penfigoide cicatricial foram reportados
(Tauber et al.,1989; Fiore et al., 1987). Ardéncia e hiperemia conjuntival
frequentemente’ associados com ceratite puntata e anestesia corneana
foram descritos, além de alteragbes nas camadas do filme lacrimal, com
redugdo da produgéo lacrimal (McMahon et al., 1979; Van Burskirk, 1979,
Weissman et al., 1990), produzindo sinais e sintomas de olho seco,
queimagdo (6 a 9% com timolol, contra 30% com betaxolol) e

blefaroconjuntivite alérgica (Weissman et al., 1990).

Os efeitos de alteragdo da produgdo lacrimal foram descritos em
inimeros estudos- (Herreras et al.,1992; Nuzzi et al.,1998; Thygesen et
al.,2000). Herreras et al. (1992) associaram o uso prolongado (acima de 6
meses) de maleato de timolol 0,5% a maior incidéncia de olho seco,
caracterizado por reducdo dos valores do teste de Schirmer e do teste de
rotura do filme lacrimal (“break up test”). Além disso, o mesmo estudo
empregou citologia de impressdo, que demonstrou redugdo do numero de
células caliciformes, justificando sintomas relacionados a ceratoconjuntivite

sicca.



Outros estudos sugerem que o timolol induza inflamagao crénica na
conjuntiva, aumento da proliferagdo fibroblastica, aumento da densidade de
colageno subepitelial, diminuigdo do numero de células caliciformes e
metaplasia do epitélio conjuntival (Brandt et al.,1991; Williams et al.,1992;

Baudouin et al.,1998; Mietz et al.,2001).

1.1.3. Inibidores da anidrase carbonica
1.1.3.1. Sistémicos

Os inibidores da anidrase carbénica vém sendo utilizados no
tratamento clinico do glaucoma ha mais de 40 anos)ﬁwicialmente utilizados
apenas na apresentacdo oral. A dose recomendéda de acetazolamida
(Diamox®) é de uma capsula de 125 mg ou 250 mg a cada 6 horas, e a
dose maxima recomendada é de 1,0 g ao dia. O pico de agéo ocorre 2 horas
ap6s a ingestdo, com duragdo de até 6 horas. A acetazolamida tem como
mecanismo de agdo a inibicdo da enzima anidrase carbdnica no epitélio do
corpo ciliar, diminuindo a producédo de humor aquoso sem atuar no seu
escoamento. Dentre os efeitos colaterais induzidos pela acetazolamida
podemos citar a sonoléncia, acidose metabdlica, fadiga, depressdo, gosto
metalico, gastrite, parestesias, perda de peso, formagéo de calculo renal,

entre outros (Becker, 1954; Lichter,1981; Joyce et al.,1989).

Os intensos efeitos colaterais sistémicos dos inibidores da anidrase
carbonica motivaram o desenvolvimento de inibidores da anidrase carbbnica

topicos.



1.1.3.2. Topicos

Pertencem ao grupo de inibidores da anidrase carbénica topicos a
brinzolamida, na concentragdo de 1% e dorzolamida, na concentracdo de
2%, reduzindo a PIO por diminuirem a producao de humor aquoso. Essas
drogas promovem reducdo da PIO em 25% da pressao basal e seu pico de
acdo ocorre duas horas apoés a instilagdo (Strahlman et al.,, 1995; Silver,

1996).

Os inibidores topicos da anidrase carbdnica apresentam alguns
efeitos colaterais locais, incluindo irritagdo e ardéncia ocular a instilagao,
mais intensa cc;m o uso de dorzolamida 2% (63%) quando comparado a
brinzolamida 1% (20%) (Tsukamoto et al., 2005). Ha descri¢do de aumento
da espessura corneana secundario ao uso de inibidores topicos da anidrase
carbénica (Cvtkovic et al, 2003, 1997). Conjuntivite folicular e edema
palpebral foram também descritos com o uso de tais farmacos (Balfour et al.,

1997; Cvtkovic et al., 2003).

1.1.4 PROSTAGLANDINAS

As prostaglandinas, juntamente com leucotrienos, prostaciclina e
tromboxano A, fazem parte do grupo dos eicosandides, que sdo substancias
derivadas de acidos graxos poli-insaturados, principalmente o &cido
araquidonico (Campbell e Halushka, 1996).

As PGs e seus derivados representam uma abordagem diferente para

o tratamento medicamentoso do glaucoma, pois sdo horménios locais, ao



contrario dos outros medicamentos utilizados, que sao
agonistas/antagonistas do sistema autonémico ou inibidores de enzimas que
sdo estranhos ao organismo (Bito, 2001).

Embora o mecanismo preciso para o aumento da drenagem Uveo-
escleral ndo esteja totalmente esclarecido, os analogos de PGs parecem
ativar a cascata de transdugdo molecular e aumentar a sintese de
metaloproteinases no corpo ciliar (Weinreb et al., 1997). A aplicacao topica
da PGF,. e de seus analogos parece modificar o musculo ciliar, alargando e
descomprimindo os espacos preenchidos por tecido conectivo entre os
feixes musculares (Nilsson et al., 1989; Tamm et al., 1990) e remodelando a
matriz extracelular (Weinreb et al., 1997; Ocklind, 1998; Sagara et al., 1999),
aumentando dessa forma o escoamento Uveo-escleral em primatas ( Gabelt
e Kaufman, 1989) e humanos (Toris et al., 1993).

Estas sdo a Unica classe de colirios antiglaucomatosos cuja poténcia
hipotensora como monoterapia pode atingir 40% de redugéo da PIlO basal.
Sua posologia confortavel (uma instilagdo diaria) favorece a fidelidade ao

tratamento (Linden et al., 2001).

Em relacdo a efeitos colaterais sistémicos, os analogos da PG
parecem ser drogas seguras, embora esta observacdo necessite de
confirmacgdo através de resultados de estudos a longo prazo. Podem
provocar efeitos adversos leves a moderados incluindo nausea, dor
abdominal, tontura, fadiga, ondas de calor, sudorese, ansiedade e cefaléia.

( Easthope et al., 2002).



Os analogos da PG podem alterar a coloragdo do olho, aumentando a
quantidade de pigmento da iris, particularmente em pacientes com iris de cor
mista, isto é, azul acastanhado, cinza acastanhado, verde acastanhado ou
amarelo acastanhado (Alm e Stjernschantz, 1995). Entre os mais sérios
efeitos colaterais induzidos pelos analogos da PG estao a quebra da barreira
hemato-ocular e o desenvolvimento de edema macular cistéide (EMC)
(Ayyala et al., 1998; Lima et al., 2000; Arcieri et al.,2005).

Dentre os efeitos colaterais locais relatados apés o uso de analogos
de PGs, a hiperemia conjuntival € o mais freqliente, podendo estar presente
em até 50% dos usuarios, dependendo da droga utilizada (Feldman et al.,
2003).

A hiperemia conjuntival secundaria ao uso de analogos de PGs, além
de provocar desconforto estético, dificulta a aceitacdo do tratamento.
Postula-se que a mesma seja decorrente de processo inflamatério
conjuntival, desencadeado pela composi¢cao quimica dos medicamentos ou
ainda que seja secundaria a uma vasodilatagdo, porém 0s mecanismos

envolvidos ainda ndo estao elucidados. ( 9 7

Russ et al. (2007) avaliaram alteragdes induzidas em conjuntivas de
coelhos em andlogos de prostaglandinas e maleato de timolol e
demonstraram que anélogos de prostaglandinas induzem alteragbes
menores no epitélio conjuntival de coelho que maleato de timolol. No grupo
tratado com o timolol, houve um aumento significativo da espessura epitelial
e um aumento de densidade de colageno subepitelial. Este achado pode ser

secundario ao edema das células epiteliais, ou a presenca de um infiltrado



inflamatério, também encontrada em maior intensidade nos olhos tratados
com maleato de timolol, e pode explicar em parte a ocorréncia de sintomas
de olho seco em pacientes utilizando maleato de timolol. Varios estudos
demonstraram também que o timolol pode induzir uma redug@o no numero
de células caliciformes e um padrédo de cristalizagdo associada com

queratoconjuntivite sicca (Herreras et al.,1993; Baudouin et al., 1994).

g aJ
1.1.5 ASSOClAgC)Eg(/& DROGAS

Segundo o 3o Consenso da Sociedade Brasileira de Glaucoma, quando
uma droga iniciélmente prescrita ndo é capaz de diminuir a PIO em mais de
10%, aconselha-se substitui-la por outra droga que possa apresentar um
melhor efeito hipotensor; e quando apresenta efeito hipotensor insuficiente
(ainda que maior que 10%), deve-se acrescentar uma segunda droga na
prescricdo  (SBG, 2009). Estima-se que nos Estados Unidos
aproximadamente 50% dos pacientes com glaucoma primario de angulo
aberto (GPAA) necessitam de uma segunda droga nos primeiros dois anos
de tratamento (Kobelt-Nguyen et al.,1998). Outros estudos clinicos
concluiram que 40% dos hipertensos oculares e 75% dos pacientes
glaucomatosos necessitam de duas ou mais medicacdes para atingir a PIO
alvo nos primeiros dois anos de acompanhamento (Lichter et al. ,2001).

A associacdo de drogas hipotensoras oculares deve obedecer a
algumas normas basicas que irdao determinar o sucesso do tratamento.
Como regra geral, a p.rescrigéo deve se basear num esquema terapéutico

que seja eficaz e que apresente menor complexidade possivel para facilitar a
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aderéncia ao tratamento proposto. Dados comprovam que 28% a 55% dos
pacientes ndo seguem adequadamente o regime terapéutico determinado
pelo médico (Olthoff et al.,2005). A falta de aderéncia ao tratamento se
constitui em uma das principais causas de faléncia do tratamento clinico. O
uso irregular e esporadico, a descontinuidade de uso e a utilizagdo dos
colirios somente nos dias que antecedem o retorno sdo alguns fatores
relacionados a falta de aderéncia. Esses fatores podem explicar a
progressiva perda visual que ocorre em um ndmero significativo dos
pacientes sob tratamento. A correta associagado de drogas desempenha um

papel fundamental para o sucesso do tratamento clinico (Patel et al.,1995)

A combinacdo de drogas deve apresentar efeito hipotensor clinicamente
significativo, e as drogas devem ter, de preferéncia, mecanismos de acao
diferentes com o objetivo de alcancar o efeito sinérgico. Assim, sempre que
possivel, deve-se associar uma droga que reduza a produgao do humor
aquoso com outra que aumente o escoamento do humor aquoso. Como
exemplo adequado de associagdo, podemos citar aquela de maleato de
timolol — que age diminuindo a produgdo do humor aquoso — com um dos
analogos das prostaglandinas, que age aumentando o escoamento do

humor aquoso pela via uveoescleral.

Combinagdes fixas de drogas em forma de colirio tém sido langadas
no mercado com o intuito de simplificar o tratamento e melhorar a eficacia

clinica das drogas hipotensoras oculares (Arcieri et al.,2007).



No Brasil, existem as combinagbes fixas de: latanoprost + timolol
(Xalacom® - PharmaciaPfizer), travoprost + timolol (Duo-Travatan® -Alcon),
bimatoprost + timolol (Ganfort® - Allergan), dorzolamida/timolol (Cosopt® -
MSD), brinzolamida +timolol (Azorga® - Alcon) e brimonidina/timolol
(Combigan® - Allergan). De maneira geral, as diferentes associagoes fixas
existentes no mercado apresentam eficacia estimada entre 30% e 35% (em
relagdo a PIO inicial) e tém sido amplamente utilizadas, algumas vezes
sendo prescritas sem a consideragdo de alguns critérios ou uma devida
ponderagao dos aspectos positivos e negativos relacionados a essa escolha.
Entre os pontos positivos da associacao fixa, encontramos a necessidade de
um menor numero de gotas, melhorando a aderéncia ao tratamento, a
menor quantidade de preservativos utilizada, a diminuicdo do efeito
“washout” da segunda gota instilada e, em alguns casos, um menor custo do

tratamento final.

Aléem dos efeitos colaterais sistémicos e locais ja descritos
anteriormente, o uso crénico de medicagdes topicas antiglaucomatosas pode
causar disturbios da superficie ocular como alergia, ceratite puntata e olho

seco (Shields et al., 1996).
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2. AVALIACAO DA SUPERFICIE

OCULAR

Em pacientes tratados com medicacao tépica, a conjuntiva age como
uma membrana semipermeavel que, juntamente com a cérnea, permite a
absorcéo das drogas hipotensoras oculares. Por outro lado, a conjuntiva
responde as agressdes com inflamacgao, cicatrizacao, queratinizacao e

neovascularizacao (Brandt et al.,1991).
2.1. Anatomia Conjuntival

A conjuntiva é formada por duas porgdes: a bulbar, em contato com o
globo e fracamente aderida a capsula de Tenon, e a palpebral, que recobre
as palpebras e esta firmemente aderida ao tarso (Krachmer et al., 1997). Na
superficie conjuntival podem-se observar células conjuntivais ndo-secretoras
e secretoras. As células conjuntivais nao-secretoras sao oriundas do epitélio
colunar estratificado. Sua morfologia pode variar conforme sua camada de
origem. As células epiteliais secretoras s&o as celulas caliciformes,
mucossecretoras, que correspondem a 10% das células do epitélio
conjuntival. Sdo mais numerosas proximo a conjuntiva tarsal e bulbar

inferonasal.

O suprimento sanguineo da conjuntiva palpebral € o mesmo das
palpebras, ou seja, deriva dos ramos faciais da artéria carétida externa
(facial, superficial, temporal e infraorbital) e de ramos da artéria oftalmica

(dorsal, nasal, frontal, supra-orbital e lacrimais), derivados da artéria carétida



interna. O suprimento da conjuntiva bulbar deriva das artérias ciliares
anteriores, ramos da artéria oftalmica. A inervagao sensorial da-se atraves
dos ramos lacrimal, supra-orbital, supratroclear e infra-orbital, ramos da

divisédo oftalmica do V par craniano (Krachmer, Mannis e Holland, 1997).

Figura 1: Fotomicrografia com aumento de 400 x demonstrando
conjuntiva bulbar (seta a esquerda) e palpebral (seta a direita).
Coloragao HE. Fonte: Krashmer e Spalton, 1996.
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2.2.Técnicas para avaliagao da conjuntiva g
2.2.1. Biépsia conjuntival

Trata-se de procedimento realizado em casos de conjuntivite crénica
ou desordens incomuns como penfigoide cicatricial, sindrome oculoglandular
de Parinaud, ceratoconjuntivite limbica superior e tumores linféides
conjuntivais. E contra-indicada em pacientes com glaucoma devido a
indugédo de cicatrizagdo e fibrose no local, o que pode comprometer o

sucesso de uma futura cirurgia fistulante (Singh et al., 2005).

A bibpsia conjuntival permite a avaliagédo de camadas superficiais e
profundas, incluindo o estroma conjuntival, onde podemos observar a
presenca de vasos e existéncia ou nao de infiltrado inflamatério. (Krashmer

et al.,1997).

O material pode ser fixado em solugdes distintas conforme o destino
do material: formalina (para histologia), glutaraldeido (microscopia
eletrénica) e solucdo salina (para congelagdo ou imunohistoquimica).
(Wilhelmus et al., 2000). Quanto as coloragdes, pode-se utilizar o método de
hematoxilina-eosina (HE), principal técnica de coloracdo de tecidos para
estudo de histologia basica. A hematoxilina € basdfila, ou seja, tem afinidade
por substancias basicas. Assim, ela costuma corar o nucleo e o reticulo
endoplasmatico rugoso, locais onde ha grande quantidade de proteinas
(basicas pelo seu grupamento amina). A eosina € aciddfila, tendo afinidade
pelo citoplasma, fibras colagenas e outras substancias acidas das celulas

(Wilhelmus et al., 2000).



[

A presenca de polissacarideos ou muco pode ser determinada pela
técnica do PAS (Periodic Acid-Schiff), que permite identificar polissacarideos
simples ou associados a proteinas (Krachmer et al., 1997).

P
/

2.2.2. Citologia conjuntival ou esfregaco conjuntival

Para obtengcédo do material destinado a citologia conjuntival, utiliza-se
a espatula de Kimura ou utiliza-se uma pequena escova (“citobrush®). Apos a
coleta do material, este é imediatamente disposto sobre uma lamina de vidro
ou colocado em solugdo tamponada contendo papel filtro, que absorvera as
células sobrenradantes. A fixagdo é feita rapidamente para evitar
ressecamento do material e, empregando-se coloragées como GIEMSA ou
PAS, é possivel observar células caliciformes e um grande numero de

células epiteliais queratinizadas e também desorganizadas, pois o raspado

quebra as jungbes celulares existentes no epitélio. Restos celulares e muco
'|

"\também podem ser observados (Scarpi, 1996; Tseng, 1985).
2.2.3. Citologia de impressao

A citologia de impresséao utiliza o acetato de celulose (papel filtro) para
colheita de material, posicionando a face rugosa do filtro milipore sobre a
conjuntiva, que é pressionada com um bastdo de vidro por alguns segundos
(Tseng, 1985; Kraschmer et al., 1997).

Para detectar alteragdes celulares como queratinizagao e aumento na

. estratificagéo celular e avaliar a densidade de células caliciformes, utilizam-

| se as mesmas coloracdes utilizadas na biépsia conjuntival: hematoxilina —



eosina e PAS (Scarpi,1996). Este procedimento pode ser considerado uma
bidpsia ndo-invasiva, possibilitando mapear altera¢des topograficas celulares

e anormalidades de superficie conjuntival (Tseng, 1985; Singh et al., 2005).

2.3. CONSEQUENCIAS DAS ALTERAGOES CONJUNTIVAIS

SOBRE O SUCESSO DA CIRURGIA FISTULANTE

Ha evidéncias crescentes de que as medicagbes antiglaucomatosas
topicas afetam adversamente a superficie ocular e influenciam
negativamente o resultado da cirurgia fistulante (Addicks et al., 1983; Lavin
et al.,1990; Brandt et al., 1991; Prata Junior e Reis, 1993; Baudouin et al.,
1994). Sugere-se que uma reacdo inflamatéria conjuntival cronica induzida
pelas medicagbes exacerbaria o processo cicatricial, fato pouco desejavel

apos a realizacdo de uma cirurgia fistulante.

Lavin (1990), em estudo retrospectivo com 47 pacientes submetidos a
trabeculectomia, comparou a taxa de sucesso da cirurgia em pacientes
tratados com colirios por tempo curto antes da cirurgia (menos de duas
semanas) com pacientes tratados por mais de um ano com terapia mdultipla.
A taxa de insucesso foi significativamente maior no grupo submetido a
tratamento multiplo (20,9%) (p=0,001) do que no grupo tratado por menos de
duas semanas (2%). A faléncia ocorreu em média trés meses apds o
procedimento, e o periodo de seguimento médio foi 27 meses em ambos 0s

grupos.

Prata Junior e Reis (1993), em analise retrospectiva de 284

trabeculectomias realizadas em pacientes com glaucomas primarios,
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analisaram o sucesso da cirurgia fistulante em pacientes usuarios cronicos
de medicacdo antiglaucomatosa topica (média de 26,520 meses)
comparado a pacientes virgens de tratamento. Constataram maior taxa de
sucesso (96,3%) no grupo que nao foi tratado anteriormente do que no
grupo submetido a tratamento tdpico prolongado (83,9%), com diferenca
estatisticamente significante, sugerindo que o uso de medicagdes pode

predispor ao insucesso da cirurgia.

Broadway (1994) avaliou 124 pacientes submetidos a trabeculectomia
seguidos por pelo menos seis meses. Os pacientes foram divididos em
quatro grupos -de acordo com o tratamento anterior: grupo A (sem
medicagdo ou usuéarios de colirios por periodo menor que seis meses),
grupo B (beta-bloqueador), grupo C (beta-bloqueador associado a midtico) e,
grupo D (beta-bloqueadores, midticos e simpaticomiméticos). A taxa de
sucesso do grupo de usuarios de beta-bloqueadores (93%) foi similar ao
grupo que usou medicagdo por tempo curto (90%), e maior que as taxas de
sucesso do grupo beta-bloqueador + miéticos (72%) e dos usuarios de trés
medicacées (beta-bloqueador, miético e simpaticomimético) (45%). O autor
concluiu que o uso prolongado de medicagdes antiglaucomatosas topicas

constitui fator de risco para faléncia de trabeculectomia.
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3. JUSTIFICATIVA

Estudos prévios com pacientes glaucomatosos que receberam
tratamento medicamentoso tépico mostraram que tanto os agentes
hipotensivos quanto seu conservante (cloreto de benzalcdénio) causam
aumento do numero de células inflamatérias e fibroblastos na substancia
propria da conjuntiva e reduzem o numero de células caliciformes, induzindo
alteragdes da superficie ocular como olho seco. A duragéo do tratamento e a
quantidade de medicagado administrada estao relacionadas com a gravidade
dos efeitos colaterais. Além disso, existem evidéncias crescentes sugerindo
que estas a!treragf)es podem aumentar o risco de faléncia da

trabeculectomia. Entretanto, grande parte da informacao neste tépico foi

publicada antes do advento dos analogos de prostaglandinas.
P i

Devido ao uso crescente dos analogos das prostaglandinas e suas

associagoes e a escassez de estudos que avaliem as alteragdes conjuntivais

induzidas pelos mesmos,'(devido @& necessidade de esclarecimento dos

mecanismos envolvidos na génese da hiperemia conjuntival induzida por
essas medicacdes, houve interesse em desenvolver o presente estudo, que
visa estudar as alteragbes conjuntivais induzidas por analogos das

prostaglandinas (latanoprosta 0,005%, bimatoprosta 0,03% e travoprosta

0,004%) associados ao maleato de timolol 0,5%.
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4. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

1.

2.

AR

= b
3.

4.

Avaliar a reacdo inflamatéria na conjuntiva de coelhos
submetidos a tratamento ocular tépico com latanoprosta
0,005%, bimatoprosta 0,03%, travoprosta 0,004%

associados ao maleato de timolol 0,5%.

Avaliar a quantidade de células caliciformes na conjuntiva de
coelhos submetidos ao tratamento ocular topico com
latanoprosta 0,005%, bimatoprosta 0,03%, travoprosta

0,004% associados ao maleato de timolol 0,5%.

Avaliar o epitélio da conjuntiva de coelhos submetidos ao
tratamento ocular tépico com latanoprosta 0,005%,
bimatoprosta 0,03%, travoprosta 0,004% associados ao

maleato de timolol 0,5%.

Avaliar a eficacia através dos parametros: fibrose,lnt]meros de
vasos reativos ao processo inflamatoério,grau de infiltrado
inflamatorio, espessura epitelial) no controle da inflamagéao
pos-operatoria da trabeculectomia em coelhos submetidos
previamente a tratamento ocular topico com bimatoprosta

0,03%, da prednisolona 1%, da ciclosporina 0,01% e da

associacao de ambas.




5. MATERIAL E METODOS

Este estudo experimental em animais,randomizado,mascarado,
no periodo de novembro 2008 a outubro de 2009, foi realizado pelo grupo de
Oftalmologia Comparada da UFPR, associacéo criada para desenvolvimento
de trabalhos de pesquisas de nivel extensdo universitaria, mestrado e
doutorado, possuindo padroes validados de acordo com as condigbes
técnicas nacionais e internacionais, sendo registrado pela Coordenacéo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

Foram incluidos sessenta coelhos albinos da raca Nova Zelandia
(oryctolagus cuniculus). O estudo foi realizado no Setor de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Parana e aprovado pela Comissao de Etica no
Uso de Animais (Protocolo no 038/2008), seguindo as normas para uso de
animais em pesquisa estabelecidas pela Association for Research in Vision

and Ophthalmology (ARVO).

Os animais foram mantidos no biotério dessa instituicdo em viveiro
padrao para coelhos, ou seja, acomodados em gaiolas (dez coelhos por
gaiola), alimentados com uma dieta regular sem restricdbes em relagao a
quantidade de comida ou dgua consumidas. A temperatura ambiente era de
aproximadamente 20° (18 a 23°) e os animais foram mantidos sob ciclo
controlado de 12 horas em ambiente claro sob iluminacéo de lampadas

fluorescentes e 12 horas em ambiente escuro.



5.1. Critérios de inclusdo

Incluiram-se no estudo apenas animais do sexo feminino com idade
em torno de 90 dias e peso entre 1750g e 2300g, saudaveis e sem
alteragdes oculares detectaveis ao exame externo. Todos os animais foram
vacinados previamente com um acaricida e endoparasiticida denominado
lvomec® (0,5 ml) (lvermectina, Merial Brasil, Campinas, S&o Paulo, Brasil) e
tomaram complemento vitaminico ADE (0,5 ml) (Pfizer Satide Animal, Sao
Paulo, Brasil), segundo as normas do biotério.

- 5.2. Critérios de exclusao M\_/Ub\/

Foram excluidos animais de sexo masculino e com idade acima de 90
dias e com peso fora da faixa estabelecida. Os animais portadores de
doengas sistémicas e/ou oculares foram excluidos do estudo.

5.3. Constituigdo dos grupos
Os grupos foram constituidos aleatoriamente, por tabela de aleatoriedade do
Windows Excel® , alocando populagées de 10 animais em cada grupo. O
olho esquerdo de cada animal recebeu diariamente, durante trinta dias, uma
gota de colirio da combinacgéo fixa de maleato de timolol 0,5% associado a
um analogo de prostaglandina. A instilagdo da associacdo foi realizada as

17 horas, tempo que antecedia o inicio do ciclo noturno dos animais.

O grupo 1 recebeu a combinagéo fixa de maleato de timolol 0,5% e
bimatoprosta 0,03% (Ganfort® - Allergan); o grupo 2, a combinacdo fixa de

maleato de timolol 0,5% e travoprosta 0.004% (Duo-Travatan® - Alcon) e o




grupo 3, a combinagdo fixa de maleato de timolol 0,5% e latanoprosta
0.005% (Xalacom® - PharmaciaPfizer),constituindo os grupos que seriam
analisados os aspectos inflamatérios da conjuntiva pos uso de combinagdes

fixas.

Para a analise dos protocolos com ciclosporina 0,05% (Restasis®),
predinisolona 1% (Predfort®) e da associagdo de ambas no pos-operatorio
de trabeculectomia, os grupos 4, 5 e 6 receberam colirio de bimatoprosta
0,03% (Lumigan® - Allergan). Os olhos direitos serviram como controle e

ndo receberam nenhuma medicagao.

Todas as medicacoes testadas foram instiladas na posologia de uma

gota ao dia por 30 dias as 17 horas.

5.4. METODOS
Com o objetivo de avaliar alteragbes histolégicas iniciais, ap6és um
periodo de trinta dias de tratamento, nos grupos 1, 2 e 3 os coelhos foram
submetidos a eutanasia e subseqtiente enucleacao bilateral.

Os grupos 4, 5 e 6 foram submetidos a trabeculectomia (TREC) sem
antimetabdlitos, em todos os animais, por um mesmo cirurgido (HR), que
ndo participou da leitura dos parametros avaliados. Os animais foram
divididos aleatoriamente (tabela de aleatoriedade Windows Excel®) em trés
grupos de dez animais. Os trés protocolos de pés-operatério, durante sete
(07) dias, eram: acetato de prednisolona 1%, quatro vezes ao dia (grupo 1),
ciclosporina 0,05%, duas vezes ao dia (grupo 2) ou associacao de acetato
de prednisolona 1% quétro vezes ao dia com ciclosporina 0,05% duas vezes

ao dia (grupo 3). Todos os grupos receberam antibioticoterapia com colirio
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de gatifloxacina 0,03% (Zymar®), quatro vezes ao dia. Apés uma semana,
os animais foram submetidos a eutanasia .

Os olhos, apdés a eutanasia, foram imediatamente fixados com
formaldeido 10%, durante 24 horas. Ap6s a fixacdo os olhos foram
seccionados e passaram por processamento padréo de desidratagao com
alcool de graduacéo crescente, até alcool absoluto 90%, aclaragéo com xilol
e posterior inclusdo em parafina (Bacha Jr. e Wood, 1991). Os cortes do
bloco parafinado realizados com microtomo foram entdo corados com
Hematoxilina-Eosina (HE) e Acido Periodico de Schif (PAS) e submetidos a
imunoistoquimica com os seguintes marcadores: anti-fator VIII (Sigma, St.
Louis, MO, diluigdo 1:100), anti-actina de musculo liso (ICN Biochemicals,
diluicdo 1:10) e anti-interleucina 6 (no grupos 4,5 e 6).

Nas laminas empregadas para avaliagéo e quantificagéo de processo
inflamatério, contagem de nimero de vasos, medida do didmetro vascular e
espessura do epitélio, utilizou-se a coloragdo de HE com um aumento de
400 vezes. A coloragdo de PAS foi empregada para avaliagao das células
caliciformes.

5. 4.1. Avaliagdo histomorfométrica e imunoistoquimica

Para a analise histomorfométrica (HE e PAS), os olhos de cada
animal depois da fixagdo foram avaliados macroscopicamente, dividindo os
globos oculares em duas metades iguais (lateral e medial). As duas metades
foram submetidas a desidratacéo, diafanizacdo e impregnacao em parafina
com histotécnico marca Leica®, modelo TP 1020. Para a confecgdo dos

blocos de parafina utilizou-se o inclusor Leica®, modelo EG1160. Estes



blocos foram cortados com micrétomo, marca Leica® modelo RM2145, a 5
para obtencdo dos cortes histolégicos. Estes cortes foram pescados em
lamina de vidro com albumina, corados com hematoxilina-eosina e PAS,

montados com laminula de vidro de 24x90 mm Entellan, Merck®.

As laminas coradas em hematoxilina-eosina foram analisadas sob o
ponto de vista morfoldégico qualitativo, sendo que foram selecionados 60

cortes histoldégicos, um para cada animal do estudo, com qualidade técnica 7

|
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adequada para a realizacao da analise quantitativa.
—

Para a analise quantitativa, os cortes corados em hematoxilina-
eosina previamente selecionados foram avaliados, e com a ajuda da objetiva
de 4x e uma ce;neta de retroprojecao azul, foi entdo feita a captura de uma
imagem por segmento (total de 10 imagens capturadas em cada olho)
através de microscopio Olympus BX50 acoplado a camera Sony (P100,
Sony Brasil, Manaus, Brasil) e software Image Proplus 4.5° (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD). Em cada imagem capturada foram
realizadas 4 medidas morfométricas lineares, de epitélio conjuntival de 200
um de comprimento e 5 um de espessura, utilizando-se o software Image
Proplus® (40 medidas em cada um dos olhos) para avaliar os parametros

propostos.

A medida de segmentos lineares de mesmo tamanho permitiu a
mensuragcao dos seguintes parémetros: didmetro dos vasos sanguineos,

numero de células caliciformes e inflamatérias e espessura do epitélio




conjuntival, que foram mensurados usando ferramentas virtuais do
programa.

A avaliagao imunoistoquimica foi realizada através da técnica do
tissue microarray (TMA) artesanal, em que amostras de todos os casos
foram incluidas em blocos multiamostrais de parafina, sendo que os casos
tém sua identificagdo controlada por um mapa do tipo plano cartesiano

(figura 2).

i (WS
a__\‘?) Figura 2 < Tissue Microarray (TMA) do estudo

Laminas do bloco especial de TMA foram cortadas para a
realizacdo da imunohistoquimica sendo submetidas ao processo pela
téecnica da imunoperoxidase. Foi realizada a desparafinizagdo com xilol
quente (37°C), a deéidratagéo com banhos sucessivos de alcool e a
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rehidratagdo com agua, em laminas de conjuntiva que foram selecionados
como controle dos anticorpos primarios a serem testados. Todos os casos
foram corados em duplicata, utilizando-se uma lamina como controle
negativo do mesmo tecido. Utilizou-se o élcool metilico e H.O para o
primeiro bloqueio da peroxidase endégena e a agua destilada e H2O para o
segundo bloqueio. Procedeu-se com a incubagdo com os anticorpos

priméarios padronizado para este estudo, com os seguintes marcadores:

Anti-fator VIII (Sigma, St. Louis, MO, diluigao 1:100)
Anti-actina de musculo liso (ICN Biochemicals, diluigdo 1:10)

Anti-interleucina 6 (AdbSerotec, diluigao 1:10)

Foi realizada a analise desses marcadores através da captagao de
imagens com magnificagdo de 400x, utilizando o mesmo software. Cada
imagem, incluindo epitélio e lamina propria, foi virtualmente gradeada (150 X
200 um) utilizando o programa Pro Image-plus® 4.5 para Windows®, foram
feitas 5 medidas da espessura da epitélio conjuntival (50 medidas por animal
experimental),dos trés subcampos mais préoximos ao epitélio para que fosse
possivel uma andlise mais especifica da regiao subepitelial da conjuntiva e
ndo de sua lamina prépria em cada slide. Essas medidas, que eram
fornecidas automaticamente, em micrémetros, pelo programa, foram

transferidas para uma planilha de dados do Windows Excel®.

Os responsaveis pela leitura das laminas (NVF e PR) nao tiveram
conhecimento sobre as identificagbes dos grupos. Foram realizadas
duas(02) medidas dos parametros por cada examinador e em seguida

confirmada pelo segundo, para entdo estabelecer a concordéancia dos
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valores encontrados e realizadas a média dos parametros, conforme padrao
descrito por Russ et al. (2007), unico estudo brasileiro que descreve estas

medidas e reproduz as mesmas condigbes.

5.5. Analise estatistica

Para as variaveis numéricas oriundas da analise histomorfométrica
(nimero de células inflamatdrias, espessura epitelial, nimero de células
caliciformes) o teste One-Way ANOVA fo aplicado seguido por teste post
hoc de Tukey-Kramer. Valores de P inferiores a 0,05 foram considerados

significantes.

Para as variaveis oriundas da analise imunoistoquimica, como a
avaliacdo qualitativa do grau de fibrose, empregou-se o Teste Exato de
Fisher. Utilizou-se o programa StatView (SAS Institute Inc., Cary, NC,EUA)

para o processamento dos testes estatisticos.
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6- Artigo 01
Alteragoes conjuntivais induzidas por combinacoes

fixas de analogos de prostaglandinas e maleato de

timolol: aspectos inflamatoérios.

Nubia Vanessa Lima de Faria, Palloma Rose, Paulo Augusto Mello, Liicia Noronha,

Fabiano Montiani-Ferreira, Heloisa Helena Russ, Sebastido Cronemberger

RESUMO
OBJETIVO: Comparar as alteragbes histolégicas e imunoistoquimicas
induzidas por combinacdes fixas de maleato de timolol e analogos de
prostaglandinas na conjuntiva de coelhos. METODOS: Trinta olhos
esquerdos de coelhos, divididos em trés grupos, foram tratados durante
trinta dias com as seguintes associagdes de drogas: bimatoprosta 0,03% +
timolol 0,5%, travoprosta 0,004% + timolol 0,5% e latanoprosta 0,005% +
timolol 0,5%. Os olhos direitos serviram como controle e ndo receberam
nenhuma medicacdo. Ao final do experimento, apdés a enucleagao, as
conjuntivas foram avaliadas através de histomorfometria (nUmero de células
inflamatorias e caliciformes, espessura epitelial), e imunohistoquimica
(anticorpo anti-actina para avaliar o grau de fibrose). RESULTADOS:
Histomorfometricamente, verificou-se infiltrado de células inflamatérias em
todos os olhos tratados. Um aumento no numero de células caliciformes foi
observado com o uso. de todas as combinagbes fixas de analogos de

prostaglandinas associados a maleato de timolol em comparagéo com o




grupo confrole. Todos os olhos (tratados e controles) demonstraram algum
grau de marcacao pela anti-actina (grau de fibrose). Nos olhos controle esse
grau variou de minimo a leve. Nos olhos tratados com travoprosta+timolol foi
observado maior grau de fibrose (mediana 3), seguido pelo grupo
bimatoprosta+timolol (mediana 2.5) e em seguida pelo grupo
latanoprosta+timolol (mediana 2). Essas diferengas, apesar de mostrarem
uma tendéncia numérica, nao foram significativas. A combinacdo
travoprosta+timolol provocou fibrose mais intensa. O uso da
bimatoprosta+timolol provocou um padrao de reagao intermediario entre as
outras drogas, causando um maior aumento do numero de células
caliciformes no epitélio conjuntival do que as outras combinacdes fixas.
Houve diferenga' estatisticamente significativa na comparagdo do numero de

células caliciformes dos olhos tratados com bimatoprosta+timolol (16,11

+ 2/42) e os tratados com latanoprosta+timolol (13,18 + 1,60) (p=0,016).
CONCLUSAO: Verificou-se que todas as combinacdes fixas de analogos de
prostaglandinas + timolol causam reagdo na conjuntiva, aumentando o

infiltrado inflamatorio.

Palavras-chave: glaucoma, combinacgdes fixas, conjuntiva, inflamagao,

histologia, imunoistoquimica
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To compare the histological and immunohistochemical
changes induced by fixed combinations of timolol maleate and prostaglandin
analogues in the rabbit conjunctiva. METHODS: Thirty left eyes of rabbits,
divided into three groups, were treated for thirty days with the following
combinations of drugs: bimatoprost 0.03% + timolol 0.5%, travoprost 0.004%
+ timolol 0.5% and latanoprost 0.005 + timolol 0.5%. The right eyes served
as controls and received no medication. At the end of the experiment, after
enucleation, the conjunctivas were assessed through histomorphometry
(number of inflammatory and goblet cells, epithelial thickness) and
immunohistochemistry (anti-actin antibody to assess the degree of fibrosis).
RESULTS: Histomorphometrically, there was infiltration of inflammatory cells
in all the treated eyes. An increased number of goblet cells was observed
with the use of all fixed combinations of prostaglandin analogues associated
with timolol maleate in comparison with the control group. The combination
travoprost + timolol resulted in more intense fibrosis. The effect of
bimatoprost + timolol caused an intermediate reaction pattern among the
other drugs, fostering a higher numbers of goblet cells in the conjunctival
epithelium, more than the other fixed combinations. There was a statistically
significant difference in the comparison of the number of goblet cells of eyes
treated with bimatoprost + timolol (16.11 + 2.42) and of those treated with

latanoprost + timolol (13.18 £ 1.60) (P = 0.016).
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CONCLUSION: It was found that all fixed combinations of prostaglandins
analogues + timolol induce reaction in the conjunctiva, increasing the
inflammatory infiltrate.

Keywords: glaucoma, fixed combination, conjunctiva, inflammation,

histology, immunohistochemistry
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Introdugao

Glaucoma é uma neuropatia 6ptica, progressiva, cronica, multifatorial
e frequentemente associada ao aumento da presséo ocular (PIO) e que
requer tratamento a longo prazo com medicacdo topica hipotensora
(Quigley, 1998). Muitas classes de drogas estdo atualmente disponiveis para
tratar o glaucoma, incluindo agentes colinérgicos, beta-bloqueadores,
agonistas alfa adrenérgicos, inibidores da anidrase carbdnica, e mais
recentemente os analogos de prostaglandinas (PG), bem como, as
combinacdes fixas (FC) de agonistas alfa adrenérgicos, inibidores de
anidrase carbénica ou analogos de prostaglandinas associados a maleato
de timolol 0,5% (Souza Filho et al.,2003). Analogos de PG aumentam o
fluxo uveoscleral e podem reduzir a pressao intra-ocular em até 40% do seu
valor inicial. (Brubaker, 2001; Parrish et al., 2003; Linden et al., 2001).
Efeitos sistémicos secundarios induzidos por analogos de PG topicos séo
raros. Sao relatados como efeitos secundarios locais causadas por essas
drogas: hiperemia conjuntival que pode ser vista em 40% dos pacientes
(Leal et al., 2004), o dobro da encontrada nos pacientes usuarios de timolol
(Jaanus, 1997), além de hiperpigmentacédo de iris, hiperpigmentacao
periorbicular, crescimento excessivo dos cilios (Kook and Lee, 2000; Pfeiffer
et al., 2001; Alm et al., 2008).

Nos pacientes tratados com medicagao tépica, a conjuntiva age como
uma membrana semi-permeavel que, juntamente com a cérnea, permite a
absorcéao de hipotensorés oculares (Broadway et al., 1994). Por outro lado, a

conjuntiva responde ao tratamento crénico de drogas antiglaucomatosas
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com: inflamagdo, cicatrizagdo, queratinizacdo e neovascularizagao, que
podem afetar diretamente a sua arquitetura e fungdo (Brandt et al., 1991).

Alguns estudos tém revelado que as principais medicacdes topicas utilizadas
no tratamento do glaucoma aumentam o numero de fibroblastos e ceélulas
inflamatdrias na substancia prépria da conjuntiva e induzem a metaplasia
epitelial, ocasionando mudangas na sua estrutura. Altas concentragdes de
macrofagos, linfocitos, mastécitos e fibroblastos, além de redugéo na
densidade de células caliciformes na conjuntiva foram alteragbes referidas
em pacientes em tratamento crénico com beta-bloqueadores (Baudouin et
al., 1999). Estas alteragdes celulares podem causar instabilidade do filme
lacrimal, deixando a cornea e a conjuntiva mais expostas a agentes externos

(Pisella et al., 2004).

Alguns trabalhos descrevem as alteragbes conjuntivais relacionadas
ao uso das drogas antiglaucomatosas topicas mais antigas, porém, pouco se
sabe a respeito dos efeitos conjuntivais das novas geragbes de colirios,
principalmente dos analogos de prostaglandinas (Baudouin et al., 2008). A
maioria das pesquisas foi realizada com a latanoprosta, o analogo de
prostaglandina disponivel ha mais tempo no mercado, porém informagées
sobre os efeitos de outros analogos mais recentes, como a bimatoprosta e a

travoprosta, ainda sao insuficientes (Parrish et al., 2003; Russ et al., 2007).

A presente investigacdo buscou avaliar as alteragbes estruturais e
inflamatoérias  induzidas pelas combinagbes fixas de analogos de

prostaglandinas (latanoprosta, travoprosta e bimatoprosta) e maleato de
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timolol.
Materiais e Métodos

Trinta coelhos da raga Nova Zelandia, fémeas, com idade de 4 meses
e peso de 1.5kg, foram divididos em trés grupos de dez. O olho esquerdo de
cada animal recebeu diariamente, durante trinta dias, uma gota de colirio da
combinacéo fixa de maleato de timolol 0,5% associado a um dos seguintes
analogos de prostaglandina. O grupo 1 recebeu bimatoprosta 0,03%; o
grupo 2, travoprosta 0.004% e o grupo 3, latanoprosta 0.005%. Os olhos
direitos serviram' como controle e ndo receberam nenhuma medicag¢ao. Apos
trinta dias, todos os coelhos foram submetidos a eutanasia e subsequente
enucleacéo bilateral. Os olhos foram imediatamente fixados com formaldeido
a 10%, durante 24 horas. Ap6s a fixagado, os olhos foram seccionados e
passaram por processamento padrdao de desidratagdo com alcool de
graduacdo crescente, até alcool absoluto 100%, aclaragdo com xilol e
posterior inclusdo em parafina (Bacha Jr. e Wood, 1991). Os cortes do bloco
parafinado realizados com microtomo foram entdo corados com
hematoxilina-eosina (HE) e Acido Periédico de Schif (PAS) e submetidos a
imunoistoquimica (IHQ) com o seguinte marcador: anti-actina (ICN
Biochemicals, diluicdo 1:10) As laminas de HE, PAS, anti-actina foram
fotografadas sob magnificagdo de 400x e analisadas com o software Image
Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Foram selecionados
dois pontos de cada lamina, correspondentes a conjuntiva bulbar mais

proxima ao limbo (Figura 3).
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Figure 3— Fotografia de lamina histoloégica corada com HE, evidenciando as duas
areas de conjuntiva bulbar préximas ao limbo ventral e dorsal (circulos), que foram

avaliadas microscopicamente

Cada imagem, incluindo epitélio, lamina prépria, foi virtualmente
gradeada (150 X 200 ym) e os trés subcampos mais préximos ao epitélio
foram entdo avaliados para que fosse possivel uma analise mais especifica
da regido subepitelial da conjuntiva e ndo de sua lamina propria em cada

slide (Figura 4).
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Figura 4 - Interface do programa Image Pro-Plus 4.5, mostrando uma
avaliagdo de lamina por gradeamento (para mensuracao dos parametros
foram selecionados os trés quadrantes mais proximos ao epitélio conjuntival,

indicados pela elipse). -
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Os seguintes parametros foram avaliados na histomorfometria:
nimero de células inflamatérias (HE), espessura epitelial (HE), numero de
células caliciformes (PAS). Na IHQ foram observados: avaliagéo qualitativa
do grau de fibrose (fibroblastos marcados pela actina), que foi classificado

como minimo (1), leve (2), moderado (3) e severo (4).

A estatistica para as varidveis numéricas oriundas da analise
histomorfométrica (nimero de células inflamatorias, espessura epitelial,
numero de células caliciformes) o teste One-Way ANOVA foi aplicado, com
nivel de significancia de 5%, seguido por teste post hoc de Tukey-Kramer. A
avaliagdo de variaveis categoricas ordinais (grau de fibrose no marcador
anti-actina) foi feita por meio de andlise de estatistica descritiva e teste Exato
de Fischer. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Parana (Protocolo no 038/2008) e seguiram as
normas da ARVO (Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and

Vision Reasearch).



42

Resultados

Observou-se aumento no numero de células inflamatérias
(monomorfonucleares) conjuntivais em todos os grupos, quando
compararam-se olhos controle com olhos tratados.Analisando os olhos
tratados entre os grupos ndo houve diferencga significativa (Tabela 1, Figura

5).
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Fotomicrografias de conjuntivas (magnificagcéo de 400x) coradas

Figura 5 —

com HE, evidenciando:o aumento do numero de células inflamatoérias nos

olhos tratados com bimatoprosta+timolol (B), travoprosta+timolol (C) e

latanoprosta+timolol (D), em relagdo ao olho sem tratamento (A)




A espessura epitelial conjuntival mostrouz@’ em todos os olhos

tratados. Esse aumento foi mais intenso no grupo tratado com
latanoprosta+timolol (19,44+2,83 para 26,55 + 4,75) (p=0,0004), seguido do

de travoprosta +timolol (18,74 + 2,08 para 23,88 + 3,94) (p=0,0032) e por

ultimo, do de bimatoprosta+timolol (19,56 +1,97 para 22,24 + 3,02)
(p=0,0305) . Quando comparado os trés grupos, a diferenga entre eles,nao

foi estatisticamente significante (Grafico 1 e Figura 6).




Espessura epitelial

Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

Bimatoprosta+Timolol Travoprosta+ Timolol Latanoprosta+Timolol

Gréafico 1 — Espessura epitelial da conjuntiva de coelhos, comparando os
olhos controle aos tratados, entre os trés grupos de tratamento:
bimatoprosta+timolol (G1), travoprosta+timolol (G2) e latanoprosta+timolol
(G3). Note o aumento na espessura epitelial , com significancia
estatistica,em todos os grupos tratados em relagdo aos seus respectivos
controles. Avaliagdo histolégica realizada com HE.(*) significancia estatistica
p<0,05.
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Figura 6 — Fotomicrografias evidenciando o aumento da espessura epitelial
nos olhos tratados com bimatoprosta+timolol (B), latanoprosta+timolol (C) e
travoprosta+timolol (D), em relagdo ao olho sem tratamento (A). A maior

espessura é observada no grupo tratado com latanoprosta+timolol.



todos os grupos.

O ndmero de células caliciformes por campo, aumentou nos olhos

tratados, quando comparado com o de olhos controles (10,00 + 0,44), em
Houve diferenga estatisticamente significativa na

comparagao dos olhos tratados com bimatoprosta+timolol (16,11 + 2,42) e

os tratados com latanoprosta+timolol (13,18 + 1,60) (p=0,016) (Figuras 7).
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Figura 7 - Fotomicrografias de conjuntivas (magnificacao de 400x) coradas
com PAS, evidenciando o aumento mais intenso do numero de células
caliciformes nos olhos tratados com bimatoprosta+timolol (B) e
travoprosta+timolol (D),.e menor nos olhos tratados com latanoprosta+timolol

(C), em relagao ao olho sem tratamento (A).



Todos os olhos (tratados e controles) demonstraram algum grau de

marcagao pela anti-actina musculo liso (grau de fibrose). que foram
avaliadas qualitativamente em: ausente (0), leve (2), moderado (3) e severa
(4). Nos olhos controles, esse grau variou de minimo a leve (0-1). Nos olhos
tratados com travoprosta+timolol, foi observado maior grau de fibrose (grau
3-4), seguido pelo grupo bimatoprosta+timolol (grau 2-3) e, em seguida, pelo
grupo latanoprosta+timolol (grau 1-2). Essas diferencas, apesar de
mostrarem uma tendéncia numérica, nao foram estatisticamente

significativas pelo Teste Exato de Fisher (Gréfico 2 e Figura 8).

(_{

-

A
)
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Grau de fibrose
n
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Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

Bimatoprostat Timolol Travoprosta+ Timolol Latanoprostat Timolol

Grafico 2 - Grau de fibrose da conjuntiva de coelhos, comparando os olhos
controle aos tratados, entre os trés grupos de tratamento:
bimatoprosta+timolol (G1), travoprosta+timolol (G2) e latanoprosta+timolol
(G3). Note o maior grau de fibrose no grupo tratado com travoprosta-+timolol.

Avaliagdo imunoistoquimica realizada com anti-actina



Figura 8 — Fotomicrografias de conjuntivas (magnificagcdo de 400x) marcadas
com anti-actina, evidenciando o aumento no numero de fibroblastos nos
olhos tratados com travoprosta+timolol (B), latanoprosta+timolol (C) e

bimatoprosta+timolol (D), em relacao ao olho sem tratamento(A).
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DISCUSSAO

O tratamento do glaucoma com drogas tépicas tem sido associado a
alteracdes inflamatérias da superficie ocular, que inclui um aumento na
deposicdo de colageno subepitelial, redugdo do nimero de células
caliciformes e aumento do nimero de mastécitos, fibroblastos, linfocitos e
macrofagos em substancia propria. Alem dos efeitos das alteragoes
conjuntivais, também ocorre um atraso na regeneracgao epitelial da cornea e
instabilidade do filme lacrimal, devido a uma redugao da por¢ao mucosa da
lagrima. Estas alteragbes causam desconforto no momento da instilagéo do
colirio e se tornam um risco potencial de insuficiéncia de filtrar em
procedimentos cirtrgicos, como a trabeculectomia (Broadway et al, 19942,
Mietz et al, 2001; Pisella et al, 2004). Um estudo realizado por Baudouin et
al. (1999) avaliou a conjuntiva, através de biopsia, dos pacientes tratados a
longo prazo com drogas antiglaucomatosas e encontrou uma elevada
concentracao de macrofagos, linfécitos, mastécitos e fibroblastos, além de
uma redugao no numero de células caliciformes.

No presente estudo observou-se um aumento no numero de células
inflamatorias em olhos tratados com associacoes fixas de maleato de timolol
e analogos de prostaglandinas. No entanto, também ocorreu um aumento no
nimero de células caliciformes em todos os grupos (latanoprosta + timolol,
travoprosta + timolol e bimatoprosta + timolol). Este aumento provavelmente
esta associado a analogos de prostaglandinas, e ndo ao timolol, uma vez
que estudos anteriores ja demostraram que os beta-bloqueadores induzem

uma redugdo no numero de células caliciformes e na producgdo lacrimal
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(Shimazaki et al., 2000). Russ et al. (2007) também observaram um
aumento no numero de células caliciformes conjuntivais em coelhos tratados
com analogos de prostaglandinas, o que nao ocorreu naqueles tratados com
timolol. Qutro fato a ser considerado € o resultado de um estudo que
demonstrou que a hiperplasia de células caliciformes da conjuntiva esta
associada a ambientes poluidos, indicando que este aumento pode ser uma
resposta ocular a agressé@o externa (Novaes et al., 2007). O aumento de
células caliciformes provocadas por analogos da prostaglandina pode ser
associado com um efeito protetor da superficie ocular, mas também poderia
ser um reflexo de uma maior poténcia de agressdo destas drogas. Russ et
al. (2007) observaram um infiltrado inflamatério menos severo nos grupos
tratados com analogos de prostaglandinas do que no grupo tratado com
timolol. A nossa investigagdo demonstrou um aumento significativo no
numero de células inflamatérias em todos os olhos tratados, mas nao houve
diferenca no grau de reagdo inflamatéria incitado comparando as trés
combinacdes. Este aumento &, provavelmente, mais relacionado com timolol
do que analogos de prostaglandinas. Outra consideragdo a ser feita € a
presenga de cloreto de benzalconio (BAK) nestas formulages. BAK € o
conservante mais comum usado em colirios antiglaucomatosos. (Pisella et
al., 2004). Muitos estudos tem relacionado o efeito de toxicidade celular e
inflamacdo da superficie ocular causada pela terapia oftalmica topica com
BAK (Guenoun et al., 2005). Comparagbes entre o timolol puro e o
preservado com BAK mostraram um nivel mais baixo de efeitos toxicos no

primeiro grupo, e indugdo de infiltrado inflamatério no grupo tratado com o



conservante (Baudouin et al., 1999). Estudos in vitro demonstraram que

nenhum dos analogos de prostaglandinas parece induzir a estimulagao
direta das vias inflamatérias envolvendo moléculas de ades&o ou antigenos
de classe Il. Este padrao de toxicidade parece estar relacionada com BAK.

Um efeito pretetor inflamatério das prostaglandinas foi proposto por
Guenoun et al. (2005), que notou, in vitro, que as prostaglandinas revelaram
uma tendéncia para menor toxicidade, quando comparadas ao BAK.
Cvenkel e lhan (2002) realizaram citometria de fluxo para verificar os niveis
de HLA-DR (moléculas expressas por macréfagos, linfocitos B) em
impressées conjuntivais de pacientes sem sinais clinicos de inflamacgao,
tratados com drogas antiglaucomatosas (latanoprosta, betaxolol e timolol)
com BAK como conservante. Observaram que todos os olhos tratados,
independentemente da droga, demonstraram um aumento da expressao de
HLA-DR, o que indica que a terapia topica com BAK a induz inflamacao da
conjuntiva subclinica. Broadway et al. estudaram as modificacdes oculares
em pacientes tratados por mais de trés anos, com drogas
antiglaucomatosas,isoladas ou combinadas (beta-bloqueadores, miéticos e
simpatomiméticos), em dois estudos realizados em 1994. Estes estudos
demonstraram uma redugéo no numero de células caliciformes, aumento do
nimero de macréfagos e linfocitos no epitélio conjuntival, e aumento do
nimero de fibroblastos, macrdfagos, mastocitos e linfécitos em substancia
propria, além de metaplasia epitelial com alteragdes da estrutura no epitélio.

O aumento da espessura epitelial observado no presente estudo é

consistente com resultados relatados na literatura.Em uma experiéncia
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realizada em coelhos por Mietz et al. (2001), foi notado que os olhos
tratados com timolol preservado foram marcados com anticorpo anti-actina,
um anticorpo dirigido as proteinas do citoesqueleto celular de fibroblastos.

Na nossa investigacéo, o subepitélio dos olhos tratados de todos os
grupos: foi corado com o mesmo anticorpo. Nao houve diferenca significativa
entre os grupos, mas uma tendéncia numérica de mais intenso grau de
reacdo no grupo tratado com travoprosta + timolol. A proliferagao de
fibroblastos mais intehsa neste grupo pode estar relacionada com a

concentragdo mais elevada de BAK no colirio.

CONCLUSAO

A avaliagdo do infiltrado inflamatério em olhos tratados, na presente
investigagcdo, ndo revelou qualquer diferenca no numero de células
inflamatérias, comparando as trés combinagbes fixas. A combinagao
travoprosta + timolol demonstrou um maior grau de fibrose. A combinagao
fixa de bimatoprosta + timolol foi a que acarretou maior aumento no numero
de células caliciformes. A combinacdo de latanoprost + timolol parece
provocar uma maior reagdo vascular, pois os olhos tratados com estas
drogas apresentaram a vascularizagdo mais intensa, além de ser

responsavel pelo aumento importante da espessura epitelial.



7- ARTIGO 02

TRATAMENTO DA REACAO INFLAMATORIA

CONJUNTIVAL COM CICLOSPORINA,
PREDNISOLONA E ASSOCIAGAO DE CICLOSPORINA
E PREDNISOLONA NO POS-OPERATORIO DE

TRABECULECTOMIA EM COELHOS

Nibia Vanessa Lima de Faria, Palloma Rose, Paulo Augusto Mello, Licia Noronha,

Fabiano Monfiani-Ferreira, Heloisa Helena Russ, Sebastido Cronemberger

RESUMO
OBJETIVO :Esta investigacao objetiva comparar diferentes protocolos para
controle da inflamagao utilizando drogas de aplicagdo tépica no pos-
operatério de trabeculectomia (TREC) em coelhos submetidos previamente
a terapia medicamentosa antiglaucomatosa. METODOS: Trinta coelhos
tiveram o olho esquerdo tratado com uma gota diaria de bimatoprosta
0,03%, durante 30 dias. Foram entdo submetidos & TREC e divididos em

trés grupos (G1, G2 e G3). O grupo 1 recebeu acetato de prednisolona 1%

(Predfort® ) quatro vezes ao dia; o grupo 2, ciclosporina 0,05% ( Restasis®)

I

duas vezes ao dia; e o grupo 3 recebeu a associagdo de acetato de_ (| -,
- .f'] }n
prednisolona quatro vezes ao dia e ciclosporina duas vezes ao dia durante.
=
Todos os animais receberam também colirio antibiético a base de
gatifloxacina 0,03%, (Zymar ®) quatro vezes ao dia . Apos os sete dias da

57
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cirurgia todos os animais foram eutanasiados. A histomorfometria foi
realizada através de hematoxina-eosina (HE), avaliando-se espessura do
epitélio conjuntival, didametro dos vasos sangilineos e area vascular
(perimetro dos vasos sanguineos). A imunohistoquimica (IHQ) foi realizada
por meio de trés marcadores: anti-actina, fator VIl e interleucina-6, para
avaliar o nivel de fibrose, neovascularizacdo e infiltrado inflamatdrio,
respectivamente. RESULTADOS: O grupo 3 (associagao de
ciclosporina+prednisolona) apresentou menor espessura epitelial (médias
dos grupos prednisolona, ciclosporina e prednisolona+ciclosporina: 29,3 +
10,27 uym ; 25,1 £ 5,16 um e 24,4 + 3,81, respectivamente p= 0,03), diametro
e numero de vasos, demonstradas pelo fator VIII foi menor nos animais
tratados com ciclosporina+prednisolona (8,07) quando comparado aqueles
tratados com prednisolona (17,50) e ciclosporina (11,86) (p<0,001), além de
menor grau de infiltrado inflamatério e fibrose conjuntival no grupo da
associacao de drogas (mediana 1,5) quando comparado ao da prednisolona
isolada (mediana 4,0) e ao da ciclosporina isolada (mediana 3,0) (p<0,001)
CONCLUSAO: A associagao de prednisolona com ciclosporina parece ser
mais eficiente que as drogas isoladas, no controle da reacdo inflamatoéria

pos-operatéria da TREC em coelhos.

Palavras-chave: conjuntiva, glaucoma, terapia medicamentosa, histologia,

histomorfometria, imunoistogquimica.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To compare different anti-inflammatory topical drug protocols
post-trabeculectomy (TRAB) in rabbits. METHODS Thirty rabbits had the left
eye treated with a daily eyedrop of bimatoprost 0,03%, for 30 days. Than,
they were underwent a TRAB and divided in three groups (G1, G2 and G3).
Rabbits from G1 received 1.0% prednisolone acetate four times a day ; G2
0.05% cyclosporine two times a day; and G3 received the association of
prednisolone acetate four times a day and cyclosporine two times a day .
After seven days, all rabbits were euthanized and enucleated.
Histomorphometry was performed in HE stained sections to evaluate
epithelial thickness, blood vessel diameter and vascular area (blood vessels
perimeter). Imunohistochemistry staining using AC Smooth Muscle Anti-
Actin, Anti-Factor VIl and Anti-IL-6 was performed to evaluate fibrosis,
neovascularization and inflammatory infiltrate, respectively. RESULTS:
Group 3 (association of prednisolone and cyclosporine) showed less
conjunctival epithelial thickness, diameter and number of blood vessels,
besides less inflammatory infiltrate and fibrosis. CONCLUSION: This study
suggests the association of prednisolone and cyclosporine seems to be more
efficient than isolated drugs, in controlling inflammatory reaction in the post-

operatory of trabeculectomy in rabbits.

Keywords: conjunctiva, glaucoma, drug  therapy, histology,

histomorphometry, imunohistochemistry.
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INTRODUGAO:

O glaucoma é uma neuropatia 6ptica progressiva multifatorial, com
mudancas estruturais caracteristicas no disco optico, freqiientemente
acompanhada por mudangas no campo visual, que requer tratamento por
longo prazo com drogas topicas hipotensivas (Gordon et al., 2002; Weinreb
e Medeiros, 2005). Existem varias classes de drogas disponiveis para o
tratamento desta doenca, incluindo agentes colinérgicos, f-bloqueadores,
agonistas a-adrenérgicos, inibidores da anidrase carbonica e, mais
recentemente, os analogos de prostaglandinas (Ritch et al., 1996).

Nos pacientes tratados com drogas tépicas a conjuntiva atua como
uma membrana semipermeavel, permitindo a absorgao destes principios e
sua agdo no meio intraocular. Quando o tratamento topico é cronico, a
conjuntiva responde com formagdo de cicatriz, queratinizagdo e
neovascularizacdo, o que pode alterar a forma e fungdo da membrana
(Brandt et al., 1991). Esses efeitos podem ser mais ou menos intensos,
dependendo da durag&o do tratamento, aléem da concentragao e quantidade
de drogas usadas (Broadway et al. 1994).

Ha fortes evidéncias que essas mudangas na superficie conjuntival
possam aumentar o risco de insucesso cirlrgico nos pacientes com
glaucoma submetidos a cirurgias fistulantes (Baoudouin et al., 1994;
Broadway et al., 1994; Mietz et al., 1994).

Broadway et al. (1994) identificaram a inflamag&o conjuntival
subclinica causada por terapia topica prévia como um fator de risco de falha

da trabeculectomia. A redugdo da taxa de sucesso dos procedimentos



fistulantes do glaucoma provavelmente se deve a ativagdo dos fibroblastos
na conjuntiva, capsula de Tenon e episclera,

levando a uma formacao de
cicatriz tecidual ao redor do flap escleral (Addicks et al., 1983: Young et al.,
1990; Herreras et al., 1993)

prévio de bimatoprosta topica 0,03%

- Neste estudo, a utilizagdo de um protocolo
adversas as cirurgias fistulantes.

buscou mimetizar essas condicoes

A trabeculectomia (TREC) é o procedimento cirdrgico mais utilizado

fornice conjuntival,

no glaucoma. A técnica é iniciada com a incisao de um retalho de conjuntiva
e capsula de Tennon, que pode ter sua base no limbo corneano ou no

Apds a disseccdo da conjuntiva o leito escleral fica
exposto, entdo é realizado um retalho escleral de base
da cornea

limbica e
posteriormente a remoc&o de uma por¢ao da malha trabecular e da periferia

» 0 que permitird um maior efluxo de humor aquoso no pos-
cirirgico. Procede-se entdo a sutura do retalho escleral

com fio nao-
Em 2001, Peng Khaw et al.

absorvivel em padrao isolado simples e a sutura da conjuntiva e capsula de
Tennon com fio absorvivel em padrao continuo (Susanna e Medeiros, 2002).

propéem modificagdes as técnicas tradicionais

da trabeculectomia que, segundo sua experiéncia, reduzem as complicagées
removiveis.

cirirgicas e aumentam as chances de sucesso da trabeculectomia,

favorecendo o direcionamento posterior do fluxo do aquoso e suturas

reparacao tecidual,

No pés-operatério da trabeculectomia ocorrem mecanismos de
mediadores

como em qualquer processo cirlrgico, modulados por
inflamatérios  (histamina,

serotonina,

prostaglandina,
ESERTE e s - = -
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leucotrienos e outras cininas) que levam a migragéo de cél
neutréfilos, monécitos, macréfagos e fibroblastos para o foco de cicatrizagau.
Este é um processo desejado em outros procedimentos cirirgicos. Nas
cirurgias fistulantes do glaucoma, no entanto, procura-se manter a fistula
patente para permitir a drenagem do humor aquoso e a consequente
redugao da PIO (Lama e Fechtner, 2003).

Para evitar a proliferagao fibroblastica e a fibrose subconjuntival, que
ocasionam o fechamento da fistula das cirurgias fistulantes, séo utilizados
antimetabolitos que reduzem a taxa de mitose celular (Vijava et al., 2000;
Bindlish et al., 2002). A mitomicina C (um antibi6tico produzido a partir da
fermentacdo do fungo Streptomyces caespitosus, que atua em todas as
fases da replicagéo) e o 5-fluoracil (analogo da pirimidina que & incorporado
a cadeia de DNA, e impede a sintese apenas na fase S do ciclo celular) séo
as drogas mais utilizadas (Moura e Mello, 1999; Francis et al., 2005).

O uso dessas drogas aumenta o sucesso da fistula, no entanto, traz
mais chance de complicagbes relacionadas a hipotonia e endoftalmite
(Susanna e Medeiros, 2002; WuDunn et al., 2002; Fontana et al., 2006).

A ciclosporina € uma droga imunomoduladora, que também tem
propriedades antimetabolicas, sendo capaz de controlar a proliferacéo
celular in vitro, e ha alguns anos passou a ser estudada in vivo, no pés-
operatério da TREC (Turacli et al, 1996; Cristofanilli et al., 2001).

Os corticoides atuam suprimindo a sintese de mediadores
inflamatorios e, conseguentemente, reduzindo o numero de leucécitos e

fibroblastos no foco inflamatério (Lama e Fechtner, 2003). O efeito dessas
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drogas na TREC ainda ndo esta totalmente estabelecido, porém estudos
demonstram que sua utilizagdo topica no pré e no pos-operatorio mantem a

reducéo da PIO por mais tempo, aumentando o sucesso da TREC (Moura e

Mello, 1999; Lama e Fechtner, 2003; Kahook et al.,2009).

Este trabalho objetiva comparar trés diferentes protocolos anti-
inflamatorios no pos-operatério da trabeculectomia em olhos de coelhos.

Avaliou-se a reacgao inflamatéria apds o uso de acetato de prednisolona 1%,

de ciclosporina 0,05% e da associagédo de prednisolona 1% e ciclosporina
0,05%).

MATERIAL E METODOS:

Trinta fémeas de coelhos da raga Nova Zelandia com idades (5

meses) e pesos (1,7kg) similares foram tratados durante trinta dias com

colirio de bimatoprosta 0,03%. Uma gota do colirio foi instilada no olho

esquerdo de todos os animais, e o olho direito serviu como controle. O colirio

possui o conservante cloreto de benzalcénio na concentragéo de 0,005%.

No 30° dia, foi realizada a TREC sem antimetabdlitos, em todos os animais,

por um mesmo cirurgido e os animais foram divididos aleatoriamente em trés
grupos de dez.

Os trés protocolos de poés-operatério foram: acetato de prednisolona
1%, quatro vezes ao dia (grupo 1), ciclosporina 0,05%, duas vezes ao dia
(grupo 2) e associagéo de acetato de prednisolona 1% quatro vezes ao dia

com ciclosporina 0,05% duas vezes ao dia (grupo 3). Todos os grupos



receberam antibioticoterapia com colirio de gatifloxacina 0,03%, quatro

vezes ao dia. Apés uma semana, os animais foram submetidos a eutanasia.
Os bulbos oculares foram imediatamente fixados em formol a 10% por 24
horas. Apds a fixagdo os olhos foram seccionados e passaram por
processamento padrdo de desidratagdo com alcool de graduagao crescente,
até alcool absoluto 100%, aclaragdo com xilol e posterior inclusdo em
parafina (Bacha Jr. e Wood, 1991). Os cortes do bloco parafinado realizados
com microtomo foram entdo corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e

submetidos & imunoistoquimica com os seguintes marcadores: anti-fator VIII,
anti-actina e anti-interleucina 6.

A avaliagdo histomorfométrica foi realizada com o software Image
Pro-Plus versdo 4.5 (Media Cybernetics®, Silver Spring, MD). As imagens
digitais foram feitas sob magnificagdo de 400x e armazenadas, utilizando o
mesmo programa. Foram selecionados dois pontos de cada l|amina,
correspondentes a conjuntiva bulbar mais préxima ao limbo corneano
(Figura 3). Apb6s a captura das imagens, foram entdo selecionados
aleatoriamente dois segmentos de epitélio conjuntival de 200 pym de
comprimento e 5 um de espessura, de cada foto. A medida de segmentos
lineares de mesmo tamanho permitiu a avaliagdo dos seguintes parametros:
didmetro dos vasos sangliineos e espessura do epitélio conjuntival, que

foram medidos usando ferramentas virtuais do programa.

A avaliagao imunoistoquimica foi realizada com captacdo de imagens

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

incluindo epitélio e lamina prépria, foi virtualmente gradeada (150 X 200 um)
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e os trés subcampos mais proximos ao epitélio foram entdo avaliados para

que fosse possivel uma analise mais especifica da regido subepitelial da
conjuntiva e nao de sua lamina propria em cada slide. O marcador anti-
actina demonstrou o grau de fibrose inflamatoéria (fibroblastos marcados pelo
anticorpo). Esse parametro foi avaliado por meio de variaveis categoéricas
qualitativas, atribuindo-se nimeros de acordo com intensidade do marcador

presente no corte histologico (1: minimo; 2: leve; 3: moderado e 4: severo), a
cada campo de 400x, com repeticdo de 2 vezes por lamina. O marcador

fator VIl evidenciou a parede dos vasos presentes no tecido conjuntival,

sendo o grau de neovascularizagdo avaliado por meio da contagem dos
vasos sanglineos marcados (contados por campo de 400x, com repeticédo
de 2 vezes por lamina). O grau de infiltrado inflamatério foi avaliado por meio

da contagem de areas marcadas pela interleucina-6, presentes no corte

histolégico marcados (também realizada analise por campo de 400x, com

repeticao de duas vezes por lamina). O responsavel pela leitura das laminas
nao teve conhecimento sobre as

identificacbes dos grupos.
realizadas 10 medigbes repetidas dos parametros pelo mesmo avaliador, o

Foram
que resultou em baixos coeficientes de variabilidade.

Foi utilizado o teste One-way ANOVA, com nivel de significancia de

5%, para comparar as variaveis continuas e submetidos ao pos-teste de
Fisher (para comparagdes entre até trés grupos) ou teste de Tukey-Kramer

(para comparagbes entre mais de trés grupos). As diferencas foram

estatisticamente significantes quando o valor de p foi menor que 0,05. Tais

variaveis foram apresentadas como média

+

desvio padrdao. Os
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procedimentos experimentais seguiram a ARVO Statement for the Use of
Animals in Ophthalmic and Vision Reasearch e da Comissao de Etica no
Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do

Parana (Protocolo no 038/2008).

RESULTADOS

Na avaliagdo histomorfométrica o grupo tratado com prednisolona
demonstrou maior espessura do epitélio conjuntival (p=0,03), sendo as
meédias dos grupos prednisolona, ciclosporina e prednisolona+ciclosporina:
29,3 + 10,27 pm ; 25,1 + 516 uym e 24,4 + 3,81, respectivamente. O
diametro dos vasos sangiiineos foi significativamente maior nos animais
tratados com prednisolona (30,3 + 11,28 um) e ciclosporina (27,7 + 10,90
um) (p=0,0011 e p<0,0001, respectivamente), em relagéo ao grupo tratado
com a associa¢éo das duas drogas (19,8 + 6,9 ym). (Tabela2).

O grau de fibrose também foi menos intenso no grupo da associagao
de drogas (grau leve;1) quando comparado ao da prednisolona isolada (grau
severo:4) e ao da ciclosporina isolada (grau moderado:3) (p<0,001) (Grafico

3 e Figura 9).



Grau de fibrose

Prednisolona Ciclosporina Prednisolona + Ciclosporina

Grafico 3 - Comparacao do grau de fibrose conjuntival entre os trés grupos
de tratamento: prednisolona 0,01% (G1), ciclosporina 0,05% (G2) e
prednisolona 1% com ciclosporina 0,05% (G3). Note o menor grau de
fibrose observado no grupo tratado com a associagéo de drogas. Avaliacdo
imunohistoquimica realizada com anti-actina, por meio de variaveis

numéricas discretas (1: minimo; 2: leve; 3: moderado e 4: forte).
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Figura 9 — Fotomicrografias de conjuntiva (magnificacdo de 400x) da
avaliagdo imunohistoquimica realizada com anti-actina, evidenciando os
fibroblastos do subepitélio dos seguintes grupos: A) controle; B)

prednisolona; C) ciclosporina; D) ciclosporina+prednisolona.
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A quantidade de vasos reativos ao processo inflamatorio
demonstradas pelo fator VIII foi menor nos animais tratados com
ciclosporina+prednisolona (8,07) quando comparado aqueles tratados com

prednisolona (17,50) e ciclosporina (11,86) (p<0,001) (Tabela 2 e Figura 10)



70

Figura 10 - Imunohistoquimica realizada com anti-fator VIII, evidenciando as
celulas endoteliais dos vasos sangiiineos reativos no processo inflamatério
nos seguintes grupos: A) controle; B) prednisolona; C) ciclosporina; D)

ciclosporina+prednisolona.



A associacao de drogas também mostrou, na avaliacdo pela anti-
interleucina 6, menor grau de infiltrado inflamatério (6,60) quando
comparado a prednisolona (27,37) (p=0,0005) e a ciclosporina (13,20)

(p<0,001) (Tabela 2 e Figura 11).
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DISCUSSAO

A trabeculectomia tem sido usada para controlar o glaucoma ha mais
de trinta anos e ainda permanece como a técnica incisional mais comum no
tratamento da doenca, com uma taxa de sucesso relativamente alta
Broadway et al., 2004; Fontana et al., 2006).

Muitos estudos clinicos e experimentais demonstram fortes evidéncias
de que o uso crénico de drogas antiglaucomatosas topicas pode induzir
alteragdes na superficie conjuntival, causando desconforto na instilagéo,
inflamagao conjuntival, instabilidade do filme lacrimal, fibrose subconjuntival,
apoptose das células do epitélio conjuntival e modificagdes na superficie
corneana (Sherwood et al., 1989; De Saint Jean et al., 1999; Bensoussan et
al., 2003; Russ et al., 2007). Alguns pesquisadores sugerem que estas
mudancas tornem o prognodstico da trabeculectomia menos favoravel em
pacientes que receberam terapia antiglaucoma topica prévia (Lavin et al.,
1990: Brandt et al., 1991; Herreras et al., 1993; Broadway et al., 1994,
Pfeiffer et al., 2001). Grande parte destas alteragdes conjuntivais tém sido
associadas, por estudos clinicos, laboratoriais e experimentais, ndo s6 as
proprias drogas antiglaucomatosas, mas ao cloreto de benzalconio (BAK), o
conservante mais utilizado em medicagdes oftalmicas topicas (Baudouin et
al., 1994; Turacli et al, 1996).

Neste trabalho, a terapia prévia com bimatoprosta, que possui BAK
como conservante, provocou efeitos colaterais conjuntivais ja referidos por

outros autores, como mudancas na espessura epitelial, infiltrado inflamatorio



conjuntival, vascularizagdo e fibrose incluvise conforme em outro estudo

realizado pelo mesmo grupo de autores, alteragdes mais evidentes no grupo
da bimatoprosta (Baudouin et al. 1999; Russ et al., 2007). A magnitude

destas alteragdes foi modulada pela agdo da ciclosporina e da prednisolona
em diferentes niveis.

A causa mais freqliente de falha na TREC é a formagao de um tecido
fibrovascular episcleral, ao redor do flap cirtrgico (Mietz et al., 2002). Para
prevenir a inflamagdo que pode provocar esta aderéncia sdo usados

antimetabdlitos, que atuam inibindo a sintese do DNA e reduzem a formacéao

de fibrose, mantendo assim a paténcia cirtrgica e a PIO controlada (Vijava
et al., 2000; Kahook et al, 2009).

O uso de antimetabdlitos, no entanto, também pode acarretar efeitos

colaterais, como infecgéo (“blebite” e endoftalmite) e vazamento da bolha,
levando a uma redugado excessiva da PIO e perda da acuidade visual
(Bindlish et al., 2002; Fontana et al., 2006). Alguns estudos sugerem que
essas complicagbes sdo menos severas nos casos em que se usa 5-
fluorouracil ( 5-FU), porém mantendo-se menor reducéo pressorica (WuDunn
et al., 2002). A mitomicina C (MMC) e o 5-fluorouracil (5-FU) sdo as drogas
mais estudas, mas a ciclosporina também tem sido pesquisada. Cristofanilli
et al. (2001) demonstraram que a ciclosporina foi capaz de controlar a
proliferagéo celular, induzindo apoptose in vitro, o que sugere que a
ciclosporina pode ser

uma droga util na
trabeculectomia.

terapia antifibrose pos-
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A ciclosporina atua inibindo a transicdo genética de algumas
interleucinas (IL-2, IL-3, IL-4 e IL-6) e do interferon y, modulando a resposta
imune. Sua acdo também afeta células nao-imunes, como células
endoteliais, queratinécitos, fibroblastos e mastocitos. Estudos recentes
demonstraram que a ciclosporina induz a redugdo na proliferagdo de
fibroblastos na mucosa conjuntival de coelhos (Leonardi et al., 2001; Kunert
et al., 2002). Esta agdo de inibigdo nos fibroblastos, nas células endoteliais e
em células inflamatérias como os mastécitos, explica a menor area de
fibrose, de vascularizagdo e de infiltrado inflamatério encontrada tanto no
grupo da ciclosporina isolada quanto no grupo da associagao da ciclosporina
a prednisolona.

Devido a estas propriedades, a ciclosporina poderia ser utilizada
também como antifibrético na trabeculectomia. Turacli et al (1996), num
estudo prospectivo e randomizado, sugeriram que a ciclosporina € uma
droga efetiva e segura como agente antimetabdlico na TREC. O mesmo
grupo de pesquisadores também realizou outro estudo comparando os
efeitos da mitomicina e da ciclosporina, avaliando 86 pacientes (30 no grupo
da mitomicina, 28 no grupo da ciclosporina e 28 no grupo controle). A PIO foi
controlada nos dois grupos de tratamento (mitomicina e ciclosporina), com
taxas similares de sucesso (90% e 87,5%, respectivamente), sugerindo que
a ciclosporina também pode ser usada como agente antimetabdlico na
trabeculectomia, com menor indice de complicagdes.

Ja os corticéides‘.inibem a resposta inflamatéria por diferentes vias,

sendo que uma das principais € pelo bloqueio da enzima fosfolipase, que
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impede a conversao dos fosfolipidios de membrana em acido aracdonico e,
posteriormente, em leucotrienos e prostaglandinas (fatores quimiotaticos que
atraem células inflamatérias). Essa redugdo dos mediadores inflamatorios,
somada a redugao na permeabilidade vascular também causada pela droga,
reduz a concentragdo de linfocitos, mondcitos e basofilos, além de diminuir a
atividade dos macréfagos no foco inflamatério. Essa cascata de eventos
inibe a atividade mitética, a liberagdo de fatores de crescimento e a
produgao de fibrina na leséo, o que culmina com a reducgéo da atividade dos
fibroblastos e, assim, do processo de cicatrizagdo (Lama e Fechtner, 2003).
O uso de corticoides no pos-operatério de cirurgias oculares é feito de
forma rotineira na maioria dos procedimentos ha varias décadas. Os efeitos
que comprovam o beneficio do seu uso, no entanto, s6 comegaram a ser
estudados a partir da década de 80. Estudos que acompanharam pacientes
submetidos & TREC por mais de 10 anos demonstraram melhor controle da
PIO e dos parametros do disco optico e campo visual naqueles que
utilizaram corticéides topicos por longos periodos (Lama e Fechtner, 2003).
Estudos posteriores comegaram a investigar a eficacia dos corticoides
na reacao inflamatéria conjuntival presente antes do procedimento cirirgico,
causada pela terapia medicamentosa prévia. Broadway et al. (1994)
utilizaram corticoides tépicos no pés-TREC, concluindo que estas drogas
foram inefetivas para suprimir a inflamacéo subclinica causada pela terapia
antiglaucoma a qual os pacientes ja estavam sendo submetidos. O mesmo
grupo de pesquisadoreg., no entanto, dois anos depois, utilizou um protocolo

prévio @ TREC de corticoterapia topica (fluorometolona 1%) e observou
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reducédo significativa no nimero de macréfagos e linfécitos no epitélio
conjuntival, e de macréfagos, linfécitos, mastocitos e fibroblastos na
substancia propria da conjuntiva, mesmo ja havendo inflamagao subclinica ja
instalada pela terapia antiglaucoma (Broadway et al., 1996). Uma vez que os
efeitos anti-proliferativos dos corticéides demoram a ocorrer, alguns autores
recomendam que sua administracdo deve ser iniciada no pre-operatorio,
possibilitando melhor agdo no pés (Nguyen e Lee, 1992). A prednisolona 1%
é uma droga bastante efetiva para este propésito, mas pode, assim como
outros corticoides, induzir o desenvolvimento de catarata e de infeccdes,
principalmente ceratites (Lama e Fechner, 2003).

Nosso estudo demonstrou que os parametros inflamatorios
histomorfométricos (espessura epitelial e didametro de vasos sanglineos)
foram menos intensos no tratamento apenas com ciclosporina, quando
comparados ao tratamento com prednisolona isolada. O mesmo ocorreu
com os parametros avaliados por meio de imunoistoquimica (grau de
infiltrado inflamatorio, fibrose e numero de vasos reativos no processo
inflamatério). Quando as drogas isoladas foram comparadas com o
tratamento de associagdo de ciclosporina e prednisolona, todos os
parametros avaliados apresentaram menores meédias, 0 que sugere uma
acao sinérgica das drogas para reduzir a resposta inflamatéria induzida pela

terapia topica no pos-operatorio da trabeculectomia.
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CONCLUSAO

A associagdo ciclosporina com a prednisolona parece ser mais
benéfica que as duas drogas isoladamente. Ela causa maior redugéo da
inflamagao, fibrose e vascularizagdo conjuntival pés-cirurgica no flap da
TREC, com potencial de manter a fistula de drenagem patente por mais

tempo, o que aumenta as chances de sucesso da intervencao.
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9. CONCLUSOES

Este estudo permitiu concluir que, em relagdo as consequéncias do
uso de combinagdes fixas de analogos de prostaglandinas com maleato de

timolol na conjuntiva de coelhos:

1. Observou-se presenca de reagdo inflamatéria conjuntival difusa
com predominio de monomorfonucleares em todos os grupos submetidos a

tratamento com as associagoes.

2. Houve aumento do nimero de células caliciformes inicialmente no

grupo tratado com associagéo de bimatoprosta com maleato de timolol.

3. O grupo tratado com latanoprosta + timolol apresentou maior

espessura do epitélio conjuntival quando comparado aos outros grupos.

4. Observou-se na avaliacdo da conjuntiva no pos-operatério de
glaucoma que os parametros inflamatérios histomorfomeétricos (espessura
epitelial e diametro de vasos sangiineos) foram melhor controlados no
grupo tratado com a associagdo de drogas, quando comparados ao
tratamento com prednisolona e ciclosporina isoladas. O mesmo ocorreu com
os parametros avaliados por meio de imunoistoquimica (grau de infiltrado

inflamatério, fibrose e nimero de vasos reativos no processo inflamatorio).
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Apesar do surgimento de drogas novas com efeito minimizador de

agressao a conjuntiva, o tratamento do glaucoma é cronjco, levando a
alteracbes persistentes na superficie ocular .Em virtude das_ alteragées
conjuntivais demonstradas nestes estudos, justificam-se contiuidade
dessas avaliagbes para melhor acomparthamento e manejo cirtirgiso do

paciente glaucomatoso. \
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Apéndice 01: Abstract Apresentado no Congresso da ARVO

(Association For Research in Vision and Ophthalmology) 2009

Conjunctival Changes Induced by Fixed Combinations of Prostaglandin

Analogues and Timolol Maleate: A Histomorphometric Study.
Program Number: 3160

Session Number: D615

Purpose: To compare histological changes induced by antiglaucoma fixed
combinations in the rabbit conjunctiva. Methods: 30 New Zealand female
rabbits with similar age and weight were divided in 3 groups of 10 animals
each. The right eyes were treated with one daily drop of timolol maleate 0.5%
associated with bimatoprost 0.03% (Ganfort® - Allergan), travoprost 0.004%
(Duo-Travatan® - Alcon) and latanoprost 0.005% (Xalacom® - Pharmacia
Pfizer) for 30 days. The left eyes served as controls and did not receive
medication. Then all rabbits were euthanized, the eyes were enucleated and
immediately fixed with 10% formaldehyde for 24 hours, stained with HE and
PAS and then evaluated by light microscopy. Morphohistometric analyses
were made using the Image Pro-Plus 4.5 software. The parameters
evaluated were: conjunctival numbers of inflammatory cells and goblet cells.

One-way ANOVA with a significance level of 5% followed by Tukey-Kramer
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post hoc tests were used to analyze numerical variables. Results: At the 30"

day post treatment, all groups exhibited a rather diffuse inflammatory
infiltrate, composed by lymphocytes and neutrophils. A baseline low level
infiltration, consisting of localized clusters cells was observed in the
subepithelial connective tissue of most of the control eyes. There was,
however, no significant change in the inflammatory cell numbers comparing
all groups studied. A significant increase in number of goblet cells in all
treated eyes compared to control eyes (P=0.002) was seen. The goblet cell
density significantly increased (P=0.012) in eyes treated with bimatoprost +
timolol maleate compared to latanoprost + timolol maleate. There was no
significantly difference between bimatoprost + timolol maleate and travoprost

+ timolol maleate, neither between latanoprost + timolol maleate and

travoprost + timolol maleate. Conclusions: A change from focal to diffuse
inflammatory cell infiltrate was seen in all treated eyes. An increase in goblet
cell numbers was seen with the use of all fixed combinations of timolol
maleate + prostaglandin analogues compared to control, not-treated eyes.
Bimatoprost + timolol maleate significantly increased goblet cell numbers

more than the others combinations.




Apéndice 02: Abstract Apresentado no Congresso da ARVO

(Association For Research in Vision and Ophthalmology) 2010

Conjunctival Changes Induced by Fixed Combinations of Prostaglandin
Analogues and Timolol Maleate: An Immunohistochemical Study

Program Number: 3160

Session Number: 354

Purpose: To compare immunohistochemical changes induced by
antiglaucoma fixed combination therapies. Methods: 30 New Zealand rabbits
were divided in 3 groups of 10 animals. The left eyes were treated with one
daily drop of timolol maleate 0.5% associated with bimatoprost 0.03%
(Ganfort® - Allergan), travoprost 0.004% (Duo-Travatan® - Alcon) and
latanoprost 0.005% (Xalacom® - Pharmacia Pfizer) for 30 days. The right
eyes served as controls. All rabbits were euthanized, enucleated and fixed
with 10% formaldehyde for 24 hours. The material were processed for
immunohistochemistry using anti-factor VIII and anti-actin antibodies and
then evaluated by light microscopy. IHC images were analyzed by the Image
Pro-Plus 4.5 software. Parameters evaluated were: number of reactive blood
vessels to factor VIII and qualitative evaluation of fibroblasts labeled for
actin.The scores for fibrosis were classified from minimum to severe. One-
way ANOVA with significance level of 5% followed by Tukey-Kramer post hoc

tests were used to analyze numerical variables (factor VIII). The evaluation of




the ordinal categorical variables (actin-labelling) was performed by means of
analysis descriptive statistics and Fischer Exact Test. Results: A significant
increase in factor Vlll-labeled blood vessels was observed in eyes treated
with latanoprost+timolol (5.56 + 1.6; P=0.004) and bimatoprost+timolol (4.5
1.6; P=0.046).The increase was significant higher in eyes latanoprost+timolol
compared to travaprost+timolol (P=0.018).Conversely in eyes treated with
travoprost+timolol a trend towards a higher intensity of actin-labeling was
seen , followed by bimatoprost+timolol and lastly by latanoprost+timolol.
Conclusions: All fixed combinations of prostaglandin analogues and timolol
caused a certain degree of conjunctival inflammatory response, either by
provoking a degree of subendotelial of fibrosis or an increase in numbers of
reactive blood vessels. Eyes treated with latanoprost+timolol showed a
greater number of reactive blood vessels. The degree of fibrosis was more

intense in eyes treated with the association of travoprost+timolol.



Apéndice 03: Abstract Apresentado no Congresso da ARVO

(Association For Research in Vision and Ophthalmology) 2011

Conjunctival Changes Induced by Prostaglandin Analogues, Timolol
Maleate and Fixed Combinations of Prostaglandin Analogues +
Timolol Maleate: A  Comparative Histomorphometric and

Immunohistochemical Study

Program Number: 3111

Session Number: A127

Purpose: To compare histological and immunohistochemical (IHC) changes
induced by prostaglandin analogues, timolol maleate and fixed combinations

of antiglaucoma drugs on rabbit conjunctiva.

Methods: 70 New Zealand female rabbits with similar age and weight were
divided in 7 groups of 10 animals. The left eyes were treated with one daily
drop of one of the following drugs: bimatoprost 0.03% (Lumigan® -
Allergan), travoprost 0.004% (Travatan® -Alcon), latanoprost 0.005%
(Xalatan® -Pfizer), timolol maleate (Timoptic-XE® -MSD) 0.,5%, timolol
maleate 0.5%+bimatoprost 0.03% (Ganfort® -Allergan), timolol maleate
0.,5%+travoprost 0.004% (Duo-Travatan® -Alcon) and timolol maleate
0.,5%+latanoprost 0.005% (Xalacom® -Pfizer) for 30 days. The right eyes

served as controls. Following euthanasia, theAll rabbits were euthanized.
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The conjunctiva was immediately fixed with 10% formaldehyde for 24 hours.
Then, samples were routinely processed and stained with HE. Samples
were processed for immunohistochemistry using a panel of antibodies: anti-
RAM 11 (histiocytes), antibody anti-CD45 (T lymphocytes), CD74 (B
lymphocytes), VCAM (endothelial cells and fibroblasts) (DAKO Corporation,
Carpinteria, CA, U.S.A.) at the dilution 1:100 (specifically labels rabbit
histiocytes) and then evaluated by light microscopy under a magnification
400x. Images were captured, histomorphometric and immunohistochemical
analysis were made using the Image Pro-Plus 4.5 software. PThe
parameters evaluated were: inflamatory reaction, epithelial thickness,
number of vessels, vascular diameter and number of gobblet cells.. The
IHQ evaluated number of histiocytes (RAM 11 — labeled cells), mature T
linfocites (CD45), B linfocites (CD74), endothelial and fibrobasts cells
(VCAM). One-way ANOVA with a significance level of 5% followed by

Tukey-Kramer post hoc tests were used to analyze all numerical variables.

Results: All groups of fixed combination presented a significant increase of
the inflammatory cell compared to respective isolated prostaglandin: Duo-
Travatan x Travatan (DT/T) (p=0.03), Ganfort x Lumigan (G/L) (p=0.02) and
Xalacom x Xalatan (XC/X) (p=0.04). All of them had epithelial thickness
increase (DT/T) (p=0.0004), G/L (p=0.04) and XC/X (p<0.0001) and also
increased the number of blood vessels: (DT/T) (p=0.009), G/L(p=0.02) and
XC/X (p=0.04). None of them induced significanttive changes in vascular
diameter. Only Ganfort induced an increase in the number of gobblet cells

compareding to Lumigan. (p=0.025). The IHQ results showed significanttive




increase of CD45 in all drugs (DT/T p=0.04, G/L p<0.0001 and XC/X
p=0.0014) and VCAM increased in G/L (p<0.0001) and XC/X (p=0.04). Only
Duo-travatan compared to Travatan induced increase of expression of RAM
11 (p=0.0002). None of them induced expression of CD74. Comparing fixed
combinations to timolol, Duotravatan and Ganfort induced increase of
inflammatory cells (p=0.04 and p=0,02, respectively) and in the number of
gobblet cells (p=0.001 and p=0.0006, respectively). Xalacom induced also
increase of epithelial thickness (p=0.0002) and vascular diameter (p=0.04).
Duotravatan induced increase of epithelial thickness (p=0.01). None of
theall drugs increased the expression of CD45, CD74 and RAM 11. Only
Ganfort induced an increase in VCAM expression (p<0.0001).

Conclusions: All drugs caused an increase of inflammatory cells and
markers in the conjunctiva. Evidence of a T cell mediated related to
inflammatory mediated reaction T, characteristic of a chronic inflammation
was noted . Isolated prostaglandins analogues are thought to induce fewer
reaction than timolol, but this effect is reduced with associated to timolol as
fixed combinations. Comparing fixed combination to isolated prostaglandin
analogues, almost all inflammatory parameters increased ( epithelial
thickness, inflammatory cells and number of blood vessels). Vascular
diameter changed with Duotravatan and Ganfort increased gobblet cells.
Expression of CD45 and RAM 11 is known to increaseses in chronic
inflammatory reaction and this was seen in thein Ganfort and Duotravatan
groups, respectively. E:xpression of VCAM, which means increases in the

fibroblasts and endothelial cells, was observed in the Ganfort group and



that may be implicated in an increase in the number of fibroblasts and
endothelial cells. Comparing fixed combinations to timolol, there are fewer
differences in all parameters, which agree withcorroborating many studies
that showedproved athe protective effect of prostaglandin analogues to
ocular surface changes, which can beis lost whenith these drugs are
associatedion with timolol. Even the lowest exposition to benzalconium
chloride (BAK, a preservative related to drug toxicity) in the fixed

combinations, are not enough to keep the benefits of prostaglandins.



Apéndice 04: Abstract Apresentado no Congresso da ARVO

(Association For Research in Vision and Ophthalmology) 2012

Conjunctival Changes Induced by Prostaglandin Analogues and
Fixed Combinations of Prostaglandin Analogues + Timolol
Maleate: A Comparative Histomorphometric and

Immunohistochemical Study.
Program Number: 4950

Session Number: 459

Purpose: To compare histological and immunohistochemical (IHC) changes
induced by prostaglandin analogues and fixed combinations on rabbit
conjunctiva.

Methods: 60 New Zealand rabbits were divided in 6 groups of 10
animals.The left eyes were treated with one daily drop of one of the drugs:
bimatoprost 0.03%, travoprost 0.004%,latanoprost 0.005%.timolol maleate
0.5%+bimatoprost 0.03% timolol maleate 0.5%+travoprost 0.004%and
timolol maleate 0.5%+latanoprost 0.005% for 30 days. Following euthanasia
and enucleation, the eyes were routinely processed and stained with HE and
for IHC using antibodies. anti-RAM 11, anti-CD45, CD74, VCAM. Parameters

evaluated were: inflamatory reaction, epithelial thickness, number of vessels,



vascular diameter and number of goblet cells. One-way ANOVA with a
significance level of 5% followed by Tukey-Kramer post hoc tests were used
to analyze all numerical variables.
Results: All groups of fixed combination presented a significant increase of
the inflammatory cell compared to respective isolated prostaglandin: All of
them had increase on epithelial thickness and in the number of blood
vessels. Ganfort induced an increase in the number of goblet cells compared
to Lumigan (p=0.025). The IHQ results showed significant increase of CD45
in all drugs and VCAM increased in G/L (p<0.0001) and XC/X (p=0.04).
Duotravatan compared to Travatan induced increase of expression of RAM
11 (p=0.0002). None of them induced expression of CD74. Comparing FC to
Duotravatan and Ganfort induced increase of inflammatory cells. Xalacom
increased epithelial thickness (p=0.0002) and vascular diameter (p=0.04).
None of the drugs increased the expression of CD45, CD74 and RAM
11.Fixed combination increased all inflammatory parameters.

Conclusions: Comparing fixed combination to isolated prostaglandin

analogues, almost all inflammatory parameters increased (epithelial

thickness,inflammatory cells and number of blood vessels).









