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REsSuUMO

OBJETIVOS: Investigar a agéo do uso de Bevacizumabe, Mitomicina C (MMC) e
Acetato de Triancinolona (AT) (isolados e em associagao) na cicatrizagdo pés-opera-
toria apos trabeculectomia (TREC) em coelhos. METoODOS: Quarenta e cinco coelhos
albinos da raga Nova Zelandia foram submetidos a TREC em ambos os olhos e rece-
beram, no transoperatério, tratamentos diferentes: solugdo salina; MMC; AT,
AT+MMC; Bevacizumabe; Bevacizumabe+MMC. A MMC e a solugao salina foram uti-
lizadas abaixo do retalho conjuntival; AT e Bevacizumabe foram utilizados imediata-
mente apds a cirurgia em injegdo subconjuntival. Os coelhos foram avaliados em dias
diferentes durante o pds-operatério; mediu-se a pressao intraocular (Po) e fez-se a
analise da bolha baseada no sistema de classificagao de bolha de Moorfields. Os ani-
mais foram mortos nos dias 3, 14 e 30 de pds-operatério (DPO). Histologia e imu-
nohistoquimica foram realizadas para avaliar a cicatrizagdo. RESULTADOS: O grupo
Bevacizumabe+MMC apresentou menor Po ao final do estudo (7,7 + 0,8 mmHg), se-
guido pelos grupos MMC (8,8 + 1,85 mmHg) e AT+MMC (8,9 + 0,9 mmHg) (p=0,001).
O grupo Bevacizumabe+MMC apresentou melhores resultados clinicos em relagéao a
altura maxima da bolha, a area central da bolha e a area maxima da bolha (p<0,05);
o grupo AT+MMC apresentou bolhas mais altas que o grupo MMC (p<0,05). A analise
de vascularizacio da area central e da area maxima da bolha mostrou resultados me-
nores nos grupos que utilizaram MMC em 14DPO e 30DPO. Na avaliagao do infiltrado
inflamatorio, o grupo Bevacizumabe+MMC apresentou menores indices em todo o es-
tudo, seguido pelos grupos AT+MMC e MMC (p=0,001). A proliferagéo vascular inici-
almente foi menor no grupo AT+MMC; na fase intermediaria, foi menor no grupo Be-
vacizumabe+MMC; e ao final do estudo, o grupo com menores indices nesse critério
foi o MMC (p=0,001). CONCLUSOES: A associacao Bevacizumabe a MMC é efetiva e
segura como modulador da cicatrizagdo da TREC neste modelo animal; como também
a associacao Acetato de Triancinolona a MMC, mas com efeito menor. Os modulado-

res alternativos isolados nao foram tao eficazes como a MMC em monoterapia.

PALAVRAS-CHAVE: glaucoma, cicatrizag&o, antimitéticos, trabeculectomia experimen-

tal.



ABSTRACT

PURPOSE: To investigate the individual and synergistic mechanism of action of
bevacizumab, mitomycin C (MMC), and triamcinolone acetonide (TA) during postop-
erative healing after glaucoma filtration surgery (GFS) in rabbits. METHODS: Both eyes
of 45 rabbits of New Zealand breed were subjected to GFS. The rabbits received dif-
ferent treatments during the surgery, including saline solution, MMC, TA, TA + MMC,
bevacizumab, and bevacizumab + MMC. MMC and saline solution were used below
the conjunctival flap. TA and bevacizumab were used immediately after surgery as
subconjunctival injections. The rabbits were evaluated on different days postopera-
tively. Intraocular pressure (IOP) was measured, and analysis of the bleb was done
based on the Moorfields Grading System. The animals were sacrificed on postopera-
tive days (PD) 3, 14, and 30. Histological and immunohistochemical examinations were
conducted to assess healing. RESULTS: The bevacizumab + MMC group displayed the
lowest IOP at the end of the study (7.7 £ 0.8 mm Hg), followed by MMC (8.8 + 1.85
mm Hg) and AT + MMC (8.9 £ 0.9 mm Hg) (P = 0.001). The bevacizumab + MMC
group displayed the best clinical results in relation to maximum height, central area,
and maximum area of the bleb (P < 0.05). The TA + MMC group displayed higher blebs
than the MMC group (P < 0.05). Analysis of vascularization of the central and maximum
areas of the bleb revealed smaller values in the groups that used MMC on PD 14 and
PD 30. During assessment of inflammatory infiltrates, the bevacizumab + MMC group
had lower indexes in the whole study, followed by the TA + MMC and MMC groups (P
= 0.001). Initially, vascular proliferation was lower in the TA + MMC group. In the inter-
mediary stage, it was lower in the bevacizumab + MMC group. At the end of this study,
the MMC group had the lowest indexes (P = 0.001). CONCLUSIONS: The combination
of bevacizumab and MMC was effective and safe as a GFS healing modulator in this
animal model. The combination of triamcinolone and MMC was also effective, but not
so effective as bevacizumab + MMC. The isolated alternative modulators were not as
effective as MMC monotherapy.

KEYy WORDS: glaucoma, healing, antimitotics, experimental trabeculectomy.
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1 INTRODUCAO

O glaucoma é uma neuropatia éptica progressiva multifatorial, representa um
complexo de doengas oculares caracterizadas pelo desequilibrio da pressao intraocu-
lar (Po) incompativel com o funcionamento normal do nervo éptico e caso ndo seja

tratado adequadamente, resulta em cegueira irreversivel.”

E um problema de satde publica, sendo a segunda maior causa de cegueira
na populacdo.? Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o glau-
coma é responsavel por 13% da cegueira global e, a cada ano, surgem mais 2,4 mi-
lhdes de casos novos. O numero estimado tanto com glaucoma de angulo aberto
quanto de angulo fechado foi de 60,5 milhées em 2010. Em 2020, estima-se que esse

numero aumentara em mais 20 milhdes de pessoas, dentre essas, 11,1 milhdes cegas

bilateralmente.® Na América Latina, ha aproximadamente 5,7 milhdes de pessoas com

, .y . gL~ 4
a doenga, e esse numero ira aumentar para oito milhdes em 2020.

A patogénese do glaucoma esta diretamente relacionada a dinamica do humor
aquoso. O equilibrio entre a produgao, a circulagao e a drenagem desse fluido é es-
sencial para manter a pressao intraocular estavel. Quando um ou mais desses para-
metros € alterado, a pressédo intraocular entra em desequilibrio, iniciando danos irre-
versiveis a camada de fibras nervosas.® ® Por isso, os mecanismos de regulagdo do

fluxo do humor aquoso so relevantes em relagdo ao tratamento do glaucoma.”®

O tratamento disponivel é dirigido para a diminuigcdo da Po pela redugao da
producado do humor aquoso pelo corpo ciliar, do aumento da drenagem desse fluido
através da malha trabecular ou uveoescleral, como também pela criagao cirurgica de
uma rota alternativa para sua saida.” O objetivo da terapéutica disponivel é preservar
a funcédo visual ao reduzir a pressao intraocular a valores inferiores aos que produ-

ziriam dano ao nervo optico.

Medicagdes topicas sao geralmente o primeiro passo no tratamento do glau-
coma. Esses agentes hipotensores oculares podem ser divididos em diversos grupos,
baseados em sua estrutura quimica e agdo farmacoldgica.® O tratamento cirdrgico do

glaucoma é geralmente realizado quando a terapia medicamentosa n&o é adequada,
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tolerada, efetiva ou ndo esta sendo adotada corretamente pelo paciente e o glaucoma

permanece com controle insatisfatorio.

101 ho Reino

Desde a primeira descricdo, em 1968, por Cairns e Watson
Unido, a trabeculectomia tornou-se o procedimento mais utilizado no tratamento cirur-
gico do glaucoma. Essa cirurgia difere das anteriores por seu carater fistulante com
uso de um retalho escleral de espessura parcial para regular a drenagem de humor
aquoso, minimizando as complicacdes de hiperfiltracdo e endoftalmite.’® A técnica ci-
rurgica tem o objetivo de formar uma fistula que crie uma via alternativa para a drena-
gem no humor aquoso da camara anterior para o espago subconjuntival, a fim de re-

duzir a pressao intraocular.

Landers et al. (2012), mostraram os resultados de estudo de 20 anos de acom-
panhamento de pacientes com diversos tipos de glaucoma submetidos a trabeculec-

tomia; 57% dos participantes foram classificados como sucesso total. ™

Aqueles com
risco de faléncia cirurgica eram mais jovens, tinham glaucoma secundario a uveite,
utilizavam dois ou mais medicamentos topicos ou apresentavam perda de campo vi-
sual avangada. Indicaram que o sucesso da trabeculectomia foi de aproximadamente
60% sem nenhuma medicacgao e aproximadamente 90% com medicacgao topica asso-
ciada. Eles concluiram que essa técnica cirurgica € solugéo a longo prazo para o con-
trole pressorico." Contudo, o principal limitante do resultado satisfatério na cirurgia do
glaucoma é a excessiva resposta cicatricial da conjuntiva, comprometendo o sucesso

cirargico.™

Ao contrario de muitos outros tipos de cirurgia, em que a cicatrizagdo completa
do tecido seria o resultado desejavel, a cirurgia de glaucoma visa alcangar resposta a
cicatrizagdo incompleta para permitir a drenagem do humor aquoso atraveés da fistula.
A trabeculectomia completamente cicatrizada é cirurgia falida.'® Por isso, o processo
de cicatrizacédo € fator determinante da Po final apds as cirurgias, e a modulagéo
dessa resposta € muitas vezes necessaria com o fim de maximizar o bom resultado

cirurgico.

O processo de cicatrizagao de feridas € evento fisioldgico complexo e dindmico

que compreende uma cascata de diferentes processos intimamente ligados, incluindo
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a fase inflamatoria, seguida pela fase proliferativa e de reparagao e, finalmente, a fase

de remodelamento.™

A chegada de neutrofilos, monacitos, linfocitos e macréfagos para a area da
ferida, como também o processo de hemostasia e ativagao da cascata de coagulagéo
caracterizam a fase inflamatoria. Nessa fase, ocorre também liberacdo de citocinas,
fatores de crescimento e proteases. Na fase proliferativa, acontecem a reepitelizagao,
aumento da atividade e numero de fibroblastos, assim como a angiogénese e a depo-
sicdo do tecido de granulagédo. Na fase de remodelamento, o fibroblasto permanece
como elemento chave, sendo responsavel ndo so6 pela contragao da ferida como tam-

bém pela deposicdo e sintese de nova matriz e sua estruturaggo.'

A angiogénese, processo de crescimento de novos vasos sanguineos, é ele-
mento chave da fase proliferativa da cicatrizagdo. A maioria dos estudos sugere que
a neovascularizagéo é importante para a cicatrizag&o, fornecendo oxigénio e nutrien-
tes para suportar o rapido crescimento das células que medeiam o reparo.'® Além de
auxiliar na remocao de detritos celulares, a angiogénese facilita o inicio do fechamento
da ferida fornecendo a matriz vascular para a formacao de tecido de granulag:éo.17 E
controlada em grande medida por niveis do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF).16' 18, 19

A familia de VEGF em seres humanos é composta por varias proteinas: VEGF-
A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de crescimento placentario (PIGF). Elas atuam
através da ligacao a receptores de alta afinidade de tirosina quinase (TKRs). O VEGF-
A, uma glicoproteina homodimérica de 40 a 45 kDa, € o principal responsavel pela
angiogénese fisiologica e patoldgica, e age via receptores VEGFR-1 (FlIt1) e VEGFR-
2 (KDR). Os efeitos de suas interagdes sao: estimulagéo das células endoteliais, mi-
gracao de macréfagos e aumento da permeabilidade vascular.?’ A estimulacéo de VE-
GFR-1 (FIt1) aumenta a atragao e migragao de células inflamatdrias (macréfagos). O
VEGFR-2 é expresso principalmente em células endoteliais vasculares. Sua estimu-
lagéo é sinal importante ndo so para a proliferagdo, migragéo e angiogénese das cé-
lulas endoteliais, mas também para a proliferacao de fibroblastos. O VEGF-A possui
varias isoformas: VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A165, VEGF-A189 e VEGF-A206,
que sao classificadas pelo numero de aminoacidos. Entre eles, o VEGF-A165 é o mais

potente e o mais abundante. '8’
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Ha diversos agentes disponiveis que podem modificar a resposta a cicatriza-
¢ao. Estratégias vém sendo utilizadas para a modulacédo dessa resposta, incluindo
fatores que afetam especificamente fibroblastos, sintese e degradacéo da matriz ex-
tracelular, inflamacao, fibrindlise, angiogénese, fatores de crescimento. Na pratica of-
talmoldgica, os antimetabdlitos, 5-fluouracil (5-FU) e Mitomicina C (MMC), revolucio-
naram a historia da cirurgia do glaucoma, por isso, sdo os farmacos mais utilizados

na modulagao da cicatrizagéo." %

A Mitomicina C € agente quimioterapico que possui propriedades antiprolifera-
tivas, obtida do filtrado da fermentagédo do fungo Streptomyces caespitosus. Foi des-
crita por Chen em 1981 com o adjuvante para trabeculectomias com prognaostico ruim;
ficando inicialmente, seu uso limitado a casos seletos.?® Na cirurgia fistulante, esse
agente modula a cicatrizagao da ferida ao atenuar a fase proliferativa de fibroblastos
e o crescimento de células endoteliais e de replicagao. O efeito de MMC em fibroblas-
tos demonstrou ser muito mais potente e duradouro que o do 5-FU. Estudo experi-
mental com cultura celular descobriu que, enquanto o efeito do 5-FU foi especifico
para a inibicdo de fibroblastos, MMC era téxico para ambos os fibroblastos e as células
endoteliais.?* Khaw et al. (1993) também demostraram que a MMC tem agao superior
ao 5-FU. Relataram que culturas de fibroblastos de olhos de coelhos tratados apenas
com MMC permaneceram por um més com agao antiproliferativa; contudo, o grupo
tratado com 5-FU apresentou essa agdo por apenas sete dias.?® Dada a sua agdo
prolongada e potente, MMC precisa de apenas unica aplicagdo intraoperatoria, van-
tagem significativa sobre as multiplas injegdes de 5-FU.

Por volta de 1980, os agentes antimitéticos, tais como 5-FU e MMC foram con-
siderados eficazes na inibigdo de fibroblastos. Embora eles tenham impactado a taxa
de sucesso da cirurgia do glaucoma, apresentam maior risco de complicagbes. Com
niveis mais baixos de exposig¢ao, as complicagcdes sdao menos frequentes, mas o fra-
casso cirurgico € mais comum, representando limite ténue entre eficacia e segu-
ranca.’® O mecanismo néo especifico desses agentes pode resultar em varias com-
plicagdes oculares como toxicidade corneal, bolhas avasculares, endoftalmite, hipoto-
nia e, em alguns pacientes, sdo ineficazes.?°Por conseguinte, ainda ha necessidade
de estratégias alternativas para impedir a faléncia cirurgica secundaria ao excesso de

cicatrizagao.
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Bevacizumabe (Avastin®; Genentech, South San Francisco, CA, USA) é um
anticorpo monoclonal humanizado de comprimento longo contra todas as isoformas
de VEGF-A. Seu peso molecular € 148 kDa, por isso, € uma grande molécula com o
dobro de meia-vida (mais de 20 dias) do Ranibizumabe, apresentando potencial para
reacdes inflamatdrias e imunoldgicas.?" ?’ Foi originalmente aprovado pelo FDA (Food
and Drug Administration) para terapia de primeira linha de cancer colorretal metasta-
tico, mas ja é utilizado no tratamento de varios outros tumores sélidos (mama, ovario
e renais) e glioblastoma. Contudo, na oftalmologia, ainda ndo é padronizado como
tratamento pelos 6rgdos competentes (FDA e ANVISA- Agéncia Nacional de Vigilan-
cia Sanitaria).?" 2 Estudos clinicos vém encorajando o uso do Bevacizumabe intravi-
treo para diferentes desordens retinianas.?**' Pesquisas ja mostram que o bloqueio
do VEGF ¢ alvo promissor para o desenvolvimento de moduladores alternativos na

cicatrizacdo das cirurgias fistulantes.®*>*

Agentes anti-inflamatoérios ja fazem parte da estratégia para modular a inflama-
¢ao e cicatrizacao de feridas no olho. Os horménios esteroides podem ser vistos como
protétipo.'* Acetato de triancinolona é um corticosteroide em forma de suspenséo in-
jetavel que tem sido utilizado na pratica oftalmoldgica, por mais de 50 anos, no trata-
mento de doencas neovasculares, proliferativas e edematosas.* Apresenta agdo anti-
inflamatdria e antifibrotica baseada na indugao da sintese de lipocortina e seu efeito
vasoconstrictor.*® A inibicdo da inflamac&o e da cicatrizacéo da ferida por corticoste-
roides € largamente mediada pela supress&o da concentragao de leucdcitos e de sua
funcionalidade, assim como pelos seus efeitos sobre a permeabilidade vascular. Isso
leva a menor inflamacgao local, reducéo da liberacédo de fatores de crescimento e da
producao de coagulo e fibrina; como resultado, ocorre diminuigdo da atividade de fi-

15
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broblastos e da resposta cicatricial. ® Seu potencial anti-inflamatoério € aproximada-

mente cinco vezes o do cortisol.>”: 8

Apesar de ja existirem pesquisas avaliando os efeitos de agentes anti-VEGF e
Acetato de Triancinolona na trabeculectomia, seus resultados sdo conflitantes®? 3% 4%
*! e ainda n&o esta claro se esses antifibréticos podem substituir o uso de antimitéticos
na pratica clinica ou devem ser usados como adjuvantes da MMC ou 5-FU na cirurgia
do glaucoma. Por isso, neste estudo, objetivou-se avaliar em modelo experimental de
trabeculectomia o uso de Bevacizumabe, Acetato de Triancinolona isolados ou asso-

ciados a Mitomicina C na modulag&o da cicatrizagao.



18

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v Avaliar a bolha fistulante antiglaucomatosa em olhos de coelhos ap6s adminis-
tracdo de Bevacizumabe, Acetato de Triancinolona isolados ou associados a
Mitomicina C.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Comparar as pressoes intraoculares pré-operatoéria e pds-operatoérias em cada
grupo estudado.

v Avaliar as caracteristicas clinicas da bolha fistulante baseada na classificacédo
da bolha de Moorfields apds a administragdo de Mitomicina C, Acetato de Tri-
ancinolona e Bevacizumabe em coelhos.

v Analisar, apos a administragdo dos agentes moduladores, a resposta a cicatri-
zagao no pos-operatoério através de analise histologica e imunohistoquimica.
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3 METODOS

Foi realizado estudo experimental no Biotério e Laboratorio de Patologia da Fa-
culdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A pesquisa
seguiu os preceitos da Associagao para Pesquisa em Visao e Oftalmologia (ARVO) e
os Principios Eticos da Experimentacdo Animal adotados pela Comissdo de Etica em
Animais (CEUA / UFMG), tendo sido aprovada por este Comité em 10/07/2012; (Pro-
tocolo n° 149/2012 — anexos A e B).

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 45 coelhos machos, albinos, espécie Oryctolagus cuniculus,
raca Nova Zelandia (figura 1), fornecidos pela Fazenda Veterinaria da UFMG. Esses
animais apresentavam idade de dois a trés meses, peso entre 2 kg e 3 kg (apéndice
A), em bom estado geral, livres de endoparasitas e ectoparasitas. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais numeradas. A identificacdo de cada coelho foi feita
na orelha direita com tinta insoluvel em agua. Foram alimentados com ragao e agua,

e o ciclo claro e escuro foi respeitado. O periodo de aclimatagao foi de uma semana.

Figura 1 — Oryctolagus cuniculus, raga Nova Zeldndia, antes de ser
submetido a exame oftalmolégico.
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3.1.1 Anestesia dos animais

A anestesia para o procedimento cirurgico foi feita via intramuscular em pata
traseira esquerda com Cetamina (Richmond Division Veterinaria S.A., Buenos Aires,
Argentina) 35 mg/Kg + Xilazina (Calier S.A., Barcelona, Espanha) 5 mg/Kg + Acepro-
mazina (Richmond Divisién Veterinaria S.A., Buenos Aires, Argentina) 0,75 mg/ Kg, e
topica pela instilagéo de 1 gota de cloridrato de proximetacaina a 0,5% (Novartis, Sao
Paulo, Brasil). Durante os exames oftalmoldgicos no pés-operatorio, utilizou-se anes-

tesia topica com a instilagdo de uma gota de cloridrato de proximetacaina a 0,5%.

3.2 FORMACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Houve formacgéo de seis grupos experimentais, ja que os animais foram sub-
metidos a cirurgia bilateralmente e receberam diferentes tratamentos em olho direito

e esquerdo. Foram avaliados 15 olhos em cada grupo ao longo do estudo:

Grupo controle (solugéo salina);
Grupo MMC;

Grupo AT,

Grupo AT+MMC,;

Grupo Bevacizumabe;

AN NI N NN

Grupo Bevacizumabe+MMC,

3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todos os animais tiveram os dois olhos submetidos a cirurgia de trabeculecto-

mia, sob condigbes estéreis, pelo mesmo cirurgido, utilizando a mesma técnica.

Os animais foram posicionados e contidos em decubito lateral. Foi realizada
assepsia/antissepsia com polivinil-pirrolidona a 0,2% topica, em seguida aposigéo de
campos cirurgicos estéreis. A exposigao do olho foi feita com blefarostato. Utilizou-se
uma sutura de tracao corneana com fio seda 6-0 (Ethicon, S&o Paulo, Brasil). A con-
feccéo de retalho conjuntival foi base fornice no quadrante superior com tesoura con-
juntival com exposi¢ao da esclera e a hemostasia foi feita meticulosamente. Em se-

guida, o retalho escleral (3mm x 3mm) foi confeccionado com lamina 11 e bisturi cres-
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cente escleral. Uma paracentese corneana foi feita usando um bisturi 15 graus. A es-
clerotomia foi feita com esclerétomo (Argos, Minais Gerais, Brasil) e a iridectomia pe-
riférica, com tesoura de Vannas (Argos, Minais Gerais, Brasil). O retalho escleral foi
fechado com duas suturas nos vértices com fio mononylon 10-0 (Ethicon, Sao Paulo,
Brasil). O fechamento conjuntival foi feito por meio de suturas com fio mononylon 10-
0. Ao final da cirurgia, foi instilada uma gota de colirio de moxifloxacino a 0,5% e de-
xamestasona a 0,1% associados (Novartis, Sao Paulo, Brasil) (figura 2).

O grupo controle e os diferentes adjuvantes foram administrados conforme pro-

tocolo:

1- A solugao salina (0,2mL) foi aplicada com esponjas abaixo da capsula de Tenon
e sob retalho escleral, durante 2 minutos, e lavada copiosamente com 3 mL de
solucéo salina.

A MMC (Citopharma, Belo Horizonte, Brasil) (0,4mL) a 0,03% foi aplicada com

esponjas abaixo da capsula de Tenon e sob retalho escleral, durante 2 minutos,

N
1

e lavada copiosamente com 3 mL de solugao salina.

w
1

O Acetato de Triancinolona (Novartis, Sao Paulo, Brasil) (4mg) foi administrado
via subconjuntival superiormente a ampola fistulante ao final da cirurgia.

4- O Bevacizumabe (Genentech Inc, South San Francisco, USA) (1,25mg/0,05mL)
foi aplicado via subconjuntival superiormente a ampola fistulante ao final da ci-

rurgia.
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Figura 2 — Tempos cirdrgicos da trabeculectomia no presente modelo experimental.

A: confecgéo do retalho conjuntival base férnice; B: confecgdo do retalho escleral; C: esclerotomia;
D: fechamento conjuntival com fio Nylon 10-0.

3.3.1 Cuidados pos-operatoérios

Nos cuidados pds-operatorios, foi realizada analgesia via subcutanea com ce-
toprofeno 2mg/kg nas primeiras 24 horas. A prescrigdo pos-operatoria foi padronizada
com: uma gota de colirio de moxifloxacino a 0,5% associado a cloridrato de dexame-
tasona a 0,1% 4x/dia e colirio de sulfato de atropina a 1% 2x/dia nos primeiros sete
dias. Em seguida, foi utilizado apenas cloridrato de dexametasona a 0,1% com dimi-

nuigao gradativa a cada semana até a suspenséo da medicagéo.
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3.4 MORTE DOS ANIMAIS

Cinco coelhos de cada grupo foram mortos e enucleados nos dias: 3, 14 e 30
para avaliagao de marcadores de cicatrizacao e proliferacédo celular, com pentobarbital
(Calier S.A, Barcelona, Espanha) (150 mg/kg) intravenoso pela veia marginal da ore-
Iha esquerda, para coleta dos globos oculares. Depois de constatada a morte, os olhos
operados foram enucleados. A conjuntiva bulbar do globo ocular foi dissecada, garan-
tindo acesso ao espaco periorbitario. A dissecc¢ao se estendeu aos musculos oculares
€ ao espaco retro-orbitario, expondo a esclera até a identificagcdo do nervo dptico, seu

isolamento e seccao.

3.5 ANALISE CLiNICA

No pré-operatorio, todos os animais foram examinados para detectar possiveis
alteracbes oculares que pudessem comprometer o resultado da pesquisa, como tam-

bém foi avaliada a pressao intraocular prévia.

Apo6s o procedimento cirurgico houve avaliagdo nos dias 1, 3, 7,14 e 30 pos-
operatérios (DPO). Os parametros avaliados foram: tonometria de aplanagao, aspecto

da bolha fistulante e complicagdes cirurgicas.

Do pré-operatério ao 3 DPO, foram examinados 15 olhos por grupo. No 7 DPO
e 14 DPO, avaliaram-se 10 olhos por grupo. E no 30 DPO, foram analisados 5 olhos

por grupo.

O exame oftalmoldgico foi realizado por biomicroscopia na lampada de fenda
Apramed HS2. Apos anestesia topica (proximetacaina 1%, laboratérios Alcon, Brasil)
e instilacdo de fluoresceina (Allergan, Sao Paulo, Brasil), a tonometria de aplanagao
foi realizada com o Tondmetro de Perkins (Haag-Streit, Koniz, Switzerland), por meio

da média das trés medidas da Po em ambos os olhos.

O estudo da bolha fistulante foi baseado na avaliagéo fotografica do local cirur-
gico e comparagao com as fotos do sistema de classificagdo da bolha de Moorfields
(figura 3), descrito por Wells et al (2004).*> Procedeu-se & avaliagdo dos seguintes

parametros relacionados a bolha: area central (1a), area maxima (1b), altura (2) e
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vascularizagao (3). Cada um desses parametros apresenta modelo de fotografias pa-
drdo, segundo o qual se deve atribuir pontuagéo, por comparagao visual direta. Ob-
servou-se também presenga de complicagdes cirurgicas. Essa analise fotografica foi

realizada por outro examinador que ndo conhecia 0s grupos.

Figura 3 — Padrdo do Sistema de Graduagédo de Moorfields usado para compara¢gdo nos
animais de experimentacéo.

1

2 3
Area Height Vascularity
a) Central b) Maximal

1(0%) 1 (0%) 1 1 (avascular)

2 (25%)

4 (75%) 4 (75%) 4 ' 4 (moderate)

S (100%) 5 (100%) S (severe)
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3.6 ANALISE HISTOLOGICA

O material foi colocado em frascos identificados, contendo solugéo fixadora
tamponada (formaldeido 10% em tampao fosfato 0,1M), por 24 horas, imediatamente
apos a retirada do globo ocular. Apos esse tempo, em cada porg¢ao superior do globo
ocular foram feitos trés cortes sagitais da area operada. As amostras passaram, entao,
por desidratagdo progressiva, em banhos com concentragdes crescentes de alcoois.
Foi feita diafanizagao e preparacao de blocos de parafina. A partir dos blocos, foram
feitos cortes seriados, utilizando-se micrétomo manual. A espessura dos cortes foi de
6 um e eles foram montados sobre laminas de histologia. O material foi corado com
Hematoxilina & Eosina (HE) para todos os animais e a regiao da conjuntiva foi avaliada

para contagem de células inflamatdrias (polimorfonucleares).

3.7 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Foi utilizado o anticorpo VEGF (C-1): SC-7269 (Santa Cruz Biotechnology, Ca-
liférnia — USA) para investigar a expressao do VEGF A.

Os mesmos blocos de parafina foram usados. A espessura dos cortes foi de 4
Mm por micrétomo manual. Foram incubados por uma hora em estufa a 60°C. Em
seguida, passaram pelo processo de desparafinizagdo em trés banhos de xilol, foram
hidratados com a séria alcdolica a 100%, 95% e 70%, até agua destilada.

A recuperacao antigénica foi feita com desnaturagdo em calor umido, mediante
incubagao dos cortes em solugéao tampao (citrato de sédio, pH 6,0) e aquecimento do
meio. Foi feito banho soroldgico por 40 minutos, mantendo-se a temperatura entre 96
e 98°C. As laminas foram lavadas, secadas e mantidas em temperatura ambiente por
20 minutos. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado distribuindo as laminas
em uma bandeja e posteriormente lavagem com PBS (Phosphate Buffered Saline) por
trés minutos. Os cortes foram incubados com perdxido de hidrogénio a 3%, conforme
as instrugdes do fabricante e lavados duas vezes com PBS por trés minutos e duas

vezes com TBST (Tris-Buffered Saline Tween-20) por trés minutos.

A ligagao do anticorpo especifico foi realizada pingando-se o anticorpo primario
ja diluido, na proporgéao de 1:100. Foi utilizado o anticorpo VEGF (C-1): SC 7269, em
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incubagao a 4°C durante a noite. Seguiu-se a aplicagao do anticorpo secundario, con-
jugado com biotina ligante, incubando-se em estufa a 30°C por 25 minutos. Foi apli-
cado o complexo estreptovidina-peroxidase nas mesmas condi¢gdes do procedimento
anterior. Procedeu-se, por meio da imersao dos cortes em hematoxilina, a etapa de

revelagdo com diaminobenzina e contra coloragao.

3.8 ANALISE DAS IMAGENS

As imagens (figura 4) para analise quantitativa dos polimorfonucleares e da
proliferacdo vascular através da marcacao do VEGF A foram obtidas pelo sistema que
inclui microscopio Leica DMLB® acoplado a uma camera Leica modelo DC300 e pro-
grama visualizador de imagem IM50 da mesma marca, do Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina — UFMG. De cada lamina, foram retiradas trés fotos em
sequéncia da area relacionada com aumento de 400 vezes. Tais fotografias recebe-
ram codificagao para que a referéncia aos grupos nao fosse possivel.

Os arquivos com as fotos foram avaliados por uma patologista experiente, do
Setor de Patologia da UFMG, a quem foi solicitada a contagem dos polimorfonuclea-
res em HE e a avaliagdo da expressao do VEGF-A pela deposi¢gdo de cromogeno
marrom no endoteélio vascular do tecido conjuntival.
Figura 4 — Corte histolégico do globo ocular de coelhos submetidos a cirurgia experimental
na regido da conjuntiva mostrando revestimento epitelial integro.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

As informagbes coletadas foram digitadas no Excel®. O Software Estatistico
utilizado foi o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, USA), ver-
sao 19.0. Para as variaveis quantitativas, foram obtidas medidas de tendéncia central
(média e mediana) e medidas de dispersao (desvio-padrao), além, de percentuais
como medidas para descrever os resultados das variaveis estudadas.

Para o calculo amostral foi utilizado a calculadora G-POWER 3.1. A variavel
escolhida para este calculo foi a Po, foi achado numero total minimo de 30 olhos, para
o tamanho do efeito de 0,20, com nivel de significancia de 0,05, nivel de confianga de
0,95, poder da amostra de 0,80 e correlagao de 0,50.

Foram utilizados testes ndo-paramétricos nas analises que envolveram a com-
preensao do comportamento das variaveis: area central ou maxima da bolha, altura
maxima da bolha, vascularizagdo da area central ou maxima bolha e vascularizacao
da area que nao pertence a bolha. A comparagao entre grupos independentes foi re-
alizada utilizando-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Na comparagao entre

as fases foi utilizado o teste n&o-paramétrico de Friedman.

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos grupos e das fases do estudo na
presséao intraocular foi utilizada a analise de variancia baseada em um planejamento
de medidas repetidas. Além de avaliar a influéncia destes fatores (grupo e fase), ava-
liou-se também se existia alguma interacao entre os dois fatores. Quando a analise
indicou a existéncia de alguma diferenca significativa utilizou o teste de comparagdes
multiplas LSD (Least Significant Difference).

A avaliagado da influéncia do grupo e do tempo de avaliagdo até a morte dos
animais (fase) nas variaveis imunohistoldgicas, bem como da interagcédo entre esses
dois fatores (grupo e fase) foi realizada utilizando-se a técnica da analise de variancia
com dois fatores. Quando a analise indicou a existéncia de alguma diferenca signifi-
cativa utilizou-se o teste de comparagdes multiplas LSD (Least Significant Difference).

Todos os resultados foram considerados significativos para uma probabilidade

de significancia inferior a 5% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DO PESO DOS ANIMAIS

Foram utilizados 45 animais. A tabela 1 demonstra que ndo houve diferencga

significativa entre os grupos em relagdo ao peso inicial dos animais.

Tabela 1 — Caracterizagcao dos animais sequndo o peso no pré-operatorio.

Grupo Medidas descritivas (g)
xtd.p. | Mediana P
1 2255 + 183,3 2250,0 0,910
2 2286,7 + 252,5 2200,0
3 2313,7 + 264,5 2225,0 G1=G2=G3

X = média; d.p. = desvio-padrdo; G1, G2, G3= grupos dos animais; p= probabilidade.
4.2 AVALIAGAO DA PRESSAO INTRAOCULAR

Conforme resultados (figura 5) referentes a Po (em mmHg) ndo houve diferen-
¢as significativas entre os grupos até o 14DPO (p>0,05). Ja no 30DPO, o grupo Be-
vacizumabe+MMC (7,7+ 0,8 mmHg) apresentou os menores indices pressoricos, se-
guido pelos grupos MMC (8,8+ 1,5 mmHg) e AT+MMC (8,94 0,9 mmHg) (p=0,043).

Figura 5 — Distribuicdo dos resultados obtidos na avaliacdo da Po (mmHg) ao longo do es-
tudo.

14

12 A

10 A

—e— Controle
p=0156 p=0,156 p=0,043 | -e-MMC

6 p= 0,130 p= 0,130 —e—AT
-o-AT+MMC
—e8— Bevacizumabe

Pressao intraocular

- o= Bevacizumabe+MMC

© &"b &"0 6{0‘ . 6{0‘ &"b
R o

2

Q¥
Valores de p séo referentes a comparagéo entre os grupos em cada fase.
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Em todos os grupos, os valores da pressé&o-intraocular final foram menores que

os do pré-operatoério (p=0,001) (tabela 2).

Tabela 2 — Caracterizagao da pressao intraocular ao longo do estudo.

Comparagao
Grupo Fase nges‘}
Pré-operatorio | 1°dia | 3°dia | 7°dia | 14°dia | 30°dia | (valorde p)
Controle  M=129+15 M=83:13 M=72t14 M=88:1,1 M=98t15 M=114£15
Md=13,3 Md=7,7 Md=6,3 Md=8,7 Md=9,7 Md=11,0 ’
uve  M=128:09 M=75:16 M=103:32 M=93:14 M=81:07 M=88£15 0.001
Md=12,7 Md=6,3 Md=10 Md=9,7 Md=8,0 Md=8,3 ’
AT M=12,5¢1,1 M=9,5¢1,5 M=7,5¢12 M=8,7+0,9 M=8,6+1,7 M=9,9+1,1 0.001
Md=12,7 Md=9,0 Md=7,7 Md=9,0 Md=8,0 Md=10,0 ’
M=11,6+1,6 M=8,1+2,9 M=7,5¢1,3 M=9,4+3,0 M=7,7+0,6 M=8,9+0,9
ATHMMC - “ma=11,3 Md=8,0 Md=7,0 Md=7,7 Md=7,7 Md=9,0 0,001
Bevaci- M=12,1+1,9 M=9,5¢1,9 M=9,2+1,7 M=8,7+1,2 M=9,3+1,5 M=9,2+1,3 0.001
zumabe  Md=127 Md=9,3 Md=9,3 Md=8,3 Md=9,7 Md=9,0 ’
Bevacizu-  M=123%1,3 M=7,6£1,0 M=9,8+1,8 M=9,1216 M=9,1#17 M=7,7+0,8 0.001
MMC Md=12,3 Md=7,0 Md=9,7 Md=9,0 Md=9,7 Md=7,3 ’

M= média + desvio padrao

Md= Mediana

Valores referentes a
valores da Po (mmHg).

Valor de p representa a avaliacdo de
cada grupo no decorrer das fases do
estudo.
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4.3 AVALIAGAO CLINICA

Pelas fotografias (figura 6) obtidas nos pds-operatorios de cada grupo foi pos-
sivel a analise da area cirurgica baseada no protocolo proposto (Sistema de Gradua-
¢ao da Bolha de Moorfields). Os dados avaliados foram comparados entre as fases

do estudo e entre os grupos.

Figura 6 — Aspecto pds-operatério da trabeculectomia no 7DPO.

ﬁﬂ\““ L " N
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Grupos: A, controle; B, MMC; C, AT; D, AT+MMC; E, Bevacizumabe; F, Bevacizumabe+MMC.
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4.3.1 Avaliagao da area central da bolha

Em relagdo as fases do estudo por grupo, houve diferenga significativa no
grupo controle (p=0,013) e AT (p=0,003) que mostraram melhores resultados no
1DPO, 3DPO e 7DPO, e piores resultados no 14DPO e 30DPO. Como também no
grupo AT+MMC que apresentou melhores resultados no 3DPO e 7DPO (p=0,017). Os
grupos MMC, Bevacizumabe e Bevacizumabe+MMC nao apresentaram diferenga em
relagao as fases durante o estudo.

Comparando os resultados entre os grupos e a cada uma das fases, houve
diferengas no 14DPO em que o grupo Bevacizumabe+MMC apresentou melhores re-
sultados em relagao a todos os grupos (p=0,004) e no 30DPO, que permaneceu com
melhores resultados, e os grupos MMC, AT+MMC foram similares e superiores aos
outros grupos (p=0,002). (figura 7 e apéndice B)

Figura 7 — Caracteristicas dos animais segundo a area central da bolha ao longo do es-
tudo.
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p=0,002

p= 0,004

1°dia 3°dia 7° dia 14° dia 30°dia
Valores de p séo referentes a comparagéo entre os grupos em cada fase.
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4.3.2 Avaliagao da area maxima da bolha

Houve diferengas em todos grupos quando se compararam as fases do estudo
(p<0,05). Avaliando os resultados entre os grupos, houve diferenga significante no
7DPO, 14DPO e 30 DPO (p=0,001), o grupo Bevacizumabe+MMC apresentou os me-
lhores resultados. O grupo AT+MMC superou o grupo MMC no 7 e 14 DPOs, igua-
lando-se no 30 DPO (figura 8 e apéndice C).

Figura 8 —Caracteristicas dos animais segundo a area maxima da bolha ao longo do estudo.
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4.3.3 Avaliagao da altura maxima da bolha

Neste paradmetro, houve diferenga na comparagao das fases em todos os gru-
pos (p<0,05), exceto no grupo Bevacizumabe+MMC que permaneceu estavel em todo
o estudo.

Na avaliagéo dos resultados entre os grupos, ja no 3DPO (p=0,024) e 7DPO
(p=0,015) o grupo AT+MMC apresentou bolhas mais altas, seguido pelos grupos MMC
e Bevacizumabe+MMC. No 14 DPO (p=0,008), os grupos das associagdes apresen-
taram melhores resultados. Ao final do acompanhamento, o grupo Bevacizu-
mabe+MMC apresentou o melhor resultado (p=0,001), superando o grupo AT+MMC,
que apresentou bolhas mais altas que o grupo MMC. (figura 9 e apéndice D)

Figura 9 — Caracteristicas dos animais seqgundo a altura maxima da bolha ao longo do es-
tudo.
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Valores de p séo referentes a comparagéo entre os grupos em cada fase.
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4.3.4 Avaliagao da vascularizagao da area central da bolha

Comparando as fases do estudo em cada um dos grupos, houve diferengas
nos grupos controle, MMC, AT e AT+MMC (p<0,05). Analisando os resultados entre
os grupos, no 3DPO o grupo controle apresentou maior vascularizagéo e o grupo Be-
vacizumabe+MMC, menor (p=0,046); no 7DPO este grupo permaneceu com o menor
indice (p=0,002); no 14DPO o grupo AT+MMC apresentou melhores resultados nesse
critério, seguido pelos grupos MMC e Bevacizumabe+MMC (p=0,001). No inicio e ao
final do estudo, ndo houve diferenga significativa entre os grupos. (figura 10 e apén-
dice E)

Figura 10 — Caracteristicas dos animais sequndo a vascularizacdo da area central da bolha
ao longo do estudo.
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4.3.5 Avaliagao da vascularizagao da area maxima da bolha

Os resultados encontrados na avaliagao das fases por grupo apresentaram sig-
nificancia (p<0,05) em todos eles. No 1 DPO, verificou-se pior resultado no grupo Be-
vacizumabe (p=0,023); no 3DPO, os grupos AT e AT+MMC mostraram maior indice
de vascularizagao; e no 14DPO, os grupos MMC, AT+MMC e Bevacizumabe+MMC
apresentaram menores indices (p=0,031). No 7DPO e 30DPO, nao houve diferenga
entre os grupos (figura 11 e apéndice F).

Figura 11 — Caracteristicas dos animais sequndo a vascularizagdo da area maxima da bolha
ao longo do estudo.
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4.3.6 Avaliagao da vascularizagao da area que nao pertence a bolha

Na verificagdo dos resultados desse critério, houve diferenca entre as fases do
estudo em cada grupo (p<0,05), com exceg¢ao do grupo MMC. Ja na comparagéao entre
0s grupos, apenas no 1DPO houve diferengas significativas (p=0,012), em que os gru-
pos AT+MMC e Bevacizumabe+MMC apresentaram maior vascularizagdo na area
fora do sitio cirurgico (figura 12 e apéndice G).

Figura 12 — Caracteristicas dos animais seqgundo a vascularizacdo da area que nao
pertence a bolha ao longo do estudo.
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Valores de p séo referentes a comparagéo entre os grupos em cada fase.

4.3.7 Avaliagao das complicagoes

Houve poucas complicagdes durante o estudo. Hemorragia subconjuntival, pe-
queno hifema, depdsito esbranquicado subconjuntival (no grupo AT- 1 caso e
AT+MMC- 1 caso) e um caso de bolha avascular foram relatados durante as avalia-
¢bes, mas sem significancia estatistica para os resultados.
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4.4 AVALIAGAO HISTOLOGICA

Na analise dos achados histologicos, os resultados encontrados na avaliagéao
das fases em cada grupo apresentaram significancia (p<0,001) em todos eles.

Na comparagao dos achados entre os grupos, no 3DPO os grupos controle
(26,4 + 2,0 células/campo) e Bevacizumabe (25,3 + 2,2 células/campo) apresentaram
maior proliferagéo de células inflamatdrias, ja os grupos AT+MMC (20,9 + 3,7 célu-
las/campo) e Bevacizumabe+MMC (20,2 + 1,3 células/campo) apresentaram menores
indices (p= 0,001). No 14DPO, houve menor reagdo a inflamagao nos grupos
AT+MMC (18,0 + 1,9 células/campo) e Bevacizumabe+MMC (18,3 + 1,2 célu-
las/campo) de forma similar (p=0,001). Ao final do estudo, o grupo Bevacizu-
mabe+MMC (17,1 + 2,4 células/campo) apresentou menor resposta, seguido pelos
grupos MMC (18,9 + 4,5 células/campo) e AT+MMC (19,1 = 3,1 células/campo)
(p=0,001) (figuras 13 e 14, tabela 3).

Figura 13 —Contagem de polimorfonucleares (HE) ao longo do estudo.
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Tabela 3 — Caracterizagdo da resposta inflamatéria com coloragdo HE ao longo do estudo.

Fase Comparacgao

Grupo 3 dia 14° dia 30° dia (Valfzfedz o)
Conos MRAEZ0 WSIEIE WRDETT gy
o WZSRE0 NeRIL22 MBS g

o WRIZEY WESZO MRlois g
A M09S WIRDeTo SIS g
Bevacizumabe M|\=/I?j5=,32ié % 2 M“7§4=’42§ % ! M;I?fzi?’ % 3 <0,001
Bevacizumabe+MMC Ml\jlfjofzié,g’?’ MI\=/|218=’31310’2 M;ijf&%"l <0,001

M= média + desvio padréo

Md= Mediana

Valores referentes a cé-
lulas/campo

Valor de p representa a avaliagdo de cada grupo

no decorrer das fases do estudo.

Figura 14 — Cortes histolégicos (HE) do globo ocular na regido conjuntival de coelhos subme-

tidos a cirurgia experimental analisando a contagem de polimorfonucleares.
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Analise da presenca de células polimorfonucleares no 14DPO dos grupos: A, controle; B, MMC; C, AT,
D, AT+MMC; E, Bevacizumabe; F, Bevacizumabe+MMC.
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4.5 AVALIAGAO IMUNOHISTOQUIMICA

Por intermédio da avaliacdo imunohistoquimica pela marcagédo do VEGF du-
rante o estudo (figuras 15 e 16), a comparagao entre as fases de cada grupo mostrou
significancia em todos eles (p=0,005).

Na analise dos resultados entre os grupos, no 3DPO, o grupo com maior proli-
feracao vascular foi o grupo controle (6,5 + 1,6 vasos/campo), os de menor resposta
foram o grupo AT+MMC (4,2 + 0,9 vasos/campo), Bevacizumabe (4,2 + 1,5 va-

sos/campo), seguidos pelo Bevacizumabe+MMC (4,5 + 1,6 vasos/campo) (p=0,001).

Ja os resultados no 14DPO mostraram o grupo Bevacizumabe+MMC (2,7 £ 1,5
vasos/campo) com menor resposta vascular, seguido do grupo AT+MMC (3,4 + 1,0
vasos/campo). Para este periodo, os grupos de pior resultado foram o Controle (5,2 +

1,7 vasos/campo) e AT (5,3 £ 1,5 vasos/campo) (p=0,001).

No 30DPO, o grupo MMC (4,1 + 1,2 vasos/campo) apresentou menor prolifera-
¢ao vascular que os outros grupos, contudo os grupos AT+MMC (6,1 + 1,8 va-
sos/campo) e Bevacizumabe+MMC (7,1 + 2,1 vasos/campo) nesta fase tardia mostra-

ram piores resultados (p=0,001) (tabela 4).

Figura 15 —Achados referentes a proliferagdo vascular ao longo do estudo.
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Tabela 4 — Caracteriza¢ao da resposta vascular pela marcacdo do VEGF ao longo do es-
tudo.

Fase Comparagao
Grupo 3 dia | 12° dia | 30° dia fases (valor de p)
M=6,5+1,6 M=52+17 M=5,2 £ 0,5
I 3 3 3 3 3 3 0,005
Controle Md = 7,0 Md = 5,0 Md =5,3
MMC M=54 £ 1,1 M=4,8 + 1,1 M=4,1+%+1,2 0,005
Md =5,7 Md =5,0 Md = 3,7
AT M=59+09  M=53%15  M=4,3%1,1 0,005
Md =57 Md =57 Md =4,0
AT+MMC M=4,2+0,9 M=3,4+1,0 M=6,1+1,8 0,005
Md =4,0 Md = 3,3 Md =5,3
: M=42+1,5 M=40+1,9 M=5,6 + 1,6
B b ) ) ) ) ) ) 0,005
evacizimabe Md = 4,0 Md = 3,0 Md = 6,3
Bevacizumabe+tMMC ~ M=45:16  M=2,711,5 M=7,1+2,1 0,005
Md =4,3 Md =23 Md = 8,0

Valores referentes a Valorde p representa a avaliagao de cada
vasos/campo grupo no decorrer das fases do estudo.

M= média + desvio padrao
Md= Mediana

Figura 16 — Cortes histolégicos (avaliagdo imunohistoquimica) da conjuntiva de coelhos sub-
metidos a cirurgia experimental, analisando a deposi¢do do cromégeno marrom no endotélio
vascular no 14DPO.

~ g ' e = L. N,
Grupo: A, controle; B, MMC; C, AT; D, AT+MMC; E, Bevacizumabe, F, Bevacizumabe+MMC.
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5 DiscussAo

O sucesso da cirurgia fistulante de glaucoma é dependente do grau de cicatri-
zagao pos-operatdria. A principal causa de faléncia é o desenvolvimento de fibrose na
conjuntiva e episclera secundario a proliferagao de fibroblastos e depdsito de colageno
no local da fistula. Frequentemente, isto induz falha do controle pressérico no pos-

operatorio com subsequente lesdo do nervo éptico.*?

Para melhorar o resultado, varios agentes antifibroticos sao aplicados em com-
binagdo com a trabeculectomia. Os agentes adjuvantes mais utilizados séo 5-FU e
MMC. Embora a eficacia destes agentes tenha sido demonstrada em varios estudos,
ainda ha preocupac¢des com efeitos adversos potencialmente ameacadores da visao,
tais como hipotonia associada a maculopatia, bolha avascular fina cistica, infec¢ao

cirtirgica e endoftalmite > 43 44

Ao contrario de outros procedimentos cirurgicos, o objetivo na trabeculectomia
€ a ferida parcialmente cicatrizada no pos-operatorio. A cicatrizagdo completa da inci-
sdo é considerada faléncia cirurgica. Essa faléncia pode ocorrer por varias razdes,
mas as causas mais comuns sao alteragdes na conjuntiva e episclera. Portanto, a

modulagao do processo de cicatrizagdo tem importancia no sucesso da cirurgia.45

Os corticosteroides suprimem a fase inflamatoéria pela inibicao das fungdes dos
macréfagos, como fagocitose e liberagdo de enzimas (colagenase, ativador de plas-
minogénio e fatores de crescimento). Na fase de regeneracgao, inibem a conversao de
fosfolipidios da membrana em acido araquidénico, que atuam com fator quimiotatico.
Além disso, também inibem a permeabilidade vascular e a proliferacdo de fibroblas-
tos.™ O uso do Acetato de Triancinolona, na oftalmologia, é feito com seguranca e
eficacia no tratamento de uveite, edema macular diabético, edema macular apés oclu-

sd0 de veia central da retina e neovascularizagdo da coroide. ** *°

A razao para a escolha do AT, no presente estudo, se deu pelo seu potencial
de acao ser equivalente a cinco vezes o do cortisol, além disso, por ser um corticoide
de deposito (pouco soluvel em agua), é possivel conseguir concentragbes mais dura-
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douras deste farmaco no local da trabeculectomia. Por ser medicacao ja bastante uti-
lizada na oftalmologia, facilita seu uso em indicag6es alternativas como modulador de

cicatrizagao na cirurgia do glaucoma.

VEGF € uma molécula vital na resposta a cicatrizagao de feridas. Nao s6 é
poderoso indutor de angiogénese, como também é fator de crescimento e mediador
na cascata de transdugao de sinal levando a migracao de fibroblastos e proliferagao
de células inflamatérias.?" *? Deste modo, bloquear o papel central deste composto na
angiogénese e reparacao de ferida pode conduzir a redugcédo na formagéo de tecido
cicatricial e a atenuagao geral da resposta de cicatrizagéo.

Na oftalmologia, os estudos clinicos vém encorajando o uso do Bevacizumabe
via injeg&o intravitrea para diferentes desordens oculares como degeneragao macular
relacionada a idade, retinopatia diabética proliferativa grave, neovascularizagado de
iris.?**"Inicialmente, as publicacdes relativas a Bevacizumabe como adjuvante na ci-
rurgia fistulante foram em casos de glaucomas refratarios como o glaucoma neovas-
cular, glaucoma secundario a uveite, glaucoma apds cirurgia de retina.*® Nesta pes-
quisa, o anti-VEGF escolhido foi o Bevacizumabe pelo menor custo entre os outros da
mesma classe, ja que, além da resposta na modulagao da cicatrizagéo, o custo/efeti-
vidade é fator importante da escolha de novo adjuvante; além disso, por ndo ser um
farmaco padronizado para oftalmologia pelo FDA e ANVISA, também foi utilizado de

maneira experimental neste estudo.

A eficacia dos agentes antifibréticos tem sido testada em animais por meio de
modelos experimentais de trabeculectomias.** *"**® O modelo de cirurgia experimental
escolhido, no presente estudo, foi o coelho, por apresentar estruturas oculares de
maiores dimensdes, muitas delas com padrées anatdbmicos muito proximos daqueles
observados em seres humanos. Além disso, os resultados cirurgicos como os aspec-
tos pds-operatoérios e as possiveis complicagdes, podem ser mais evidentes e melhor

avaliados. Esses animais também apresentam boa relagao custo/efetividade.

O presente estudo avaliou o uso do Acetato de Triancinolona e Bevacizumabe
isolados e associados a Mitomicina C na trabeculectomia a fim de observar aspectos
clinicos da cirurgia, pressao intraocular pés-operatoria e a resposta cicatricial, avali-

ando a seguranca e eficacia desses agentes alternativos a cirurgia fistulante.



43

A avaliagdo da presséao intraocular mostrou que a medida pré-operatoria foi
maior que as medidas pos-operatorias em todos os grupos analisados; contudo, nao
houve diferenca entre eles até o 14DPO. Esse achado esta em concordancia com a
pesquisa de Mermarzadeh et al. (2009),%? que também n&o evidenciou diferenca entre
0s grupos em relagéo a pressao, justificando que, como os animais nao tinham glau-
coma prévio, ja apresentavam pressao normal pré-operatéria; consequentemente,
nao apresentaram grandes variagées no pos-operatorio. Ja no 30DPO, o grupo Be-
vacizumabe+MMC apresentou menores niveis pressoéricos, sugerindo a agao positiva
desta associagdo na trabeculectomia em diminuir a Po pré-operatéria. O grupo
AT+MMC apresentou resultados similares ao grupo MMC, mostrando que, nesse cri-
tério, ndo houve superioridade dessa associacao a monoterapia. O uso isolado de AT

e Bevacizumabe, mostrou menores indices de Po em relagdo ao grupo controle.

A utilizagao de Acetato de Triancinolona na Oftalmologia é associada a eleva-
¢ao pressorica induzida pelo uso de corticoide, sua injecdo subconjuntival pode causar
este aumento por varios meses. Acredita-se que essa elevagao ocorra secundaria-
mente a reducao na facilidade de escoamento do humor aquoso pela malha trabecu-
lar.®” Os resultados do presente estudo ndo demonstraram aumentos da Po nos gru-
pos AT e AT+MMC, dados concordantes com Hogewind et al. (2013), sugerindo que
o efeito no aumento da pressé&o induzido pelo corticoide na malha trabecular seja com-

pensado pela diminuigdo pressdrica secundaria & trabeculectomia. *°

Os grupos das monoterapias de AT e Bevacizumabe nao apresentaram resul-
tados promissores na avaliacdo da bolha fistulante. Houve superioridade em poucos
critérios ao grupo controle, como também resultados inferiores ao grupo MMC. Na
analise da associagdo AT+MMC houve melhores resultados que no grupo MMC no

critério altura da bolha, nos outros parametros os resultados foram similares.

O uso do Bevacizumabe adjuvante a MMC mostrou os melhores resultados
clinicos ao final do estudo, em relagao a area central, a area maxima e a altura maxima
da bolha. Isso demonstra, neste modelo experimental, que essa associag¢ao de farma-
cos garantiu bolhas mais altas e difusas. Ja na avaliagdo da vascularizagao, houve
diferenga entre os grupos até fase intermediaria da pesquisa, com menores indices
nos grupos que utilizaram a MMC.
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Em 1986, Giangiacomo et al. fizeram o primeiro relato do uso de AT na cirurgia
de glaucoma. Realizaram trabeculectomias em pacientes com glaucoma nao contro-
lado com medicagdo maxima. Em 12 olhos, uma semana antes da cirurgia, foi apli-
cada AT subconjuntival (4mg), em dois olhos no dia da cirurgia e em um olho dois dias
apods o procedimento. Ao final do acompanhamento, 14 olhos apresentaram sucesso
cirtirgico (Po<18mmHg), e bolhas difusas ao exame.*® Esse estudo piloto, apesar de
nao apresentar grupo controle, levantou a hipétese da importancia do AT como mo-

dulador nas trabeculectomias.

No presente estudo, quando o AT foi utilizado em monoterapia, ndo demostrou
bons resultados em relacdo as associacdes e a MMC isolada, em discordancia com
Hogewind et al. (2013) que investigaram, em pesquisa retrospectiva e controlada, a
eficacia de AT subtenoniana e MMC em monoterapia no sucesso das trabeculecto-
mias (n=64). Houve taxa de sucesso cirurgico similar entre os grupos no acompanha-
mento de 5 anos, sugerindo que AT poderia ser usado com adjuvante na cirurgia fis-
tulante.®® Essa diferenca de resultados é justificada pela dosagem do AT utilizada nas
pesquisas. A dose escolhida nesta pesquisa foi de 4mg de Acetato de Triancinolona
subconjuntival, tentando-se utilizar baixa dosagem para evitar possiveis efeitos na Po
no pos-operatorio. E no trabalho de Hogewind et al., utilizaram a dose de 40 mg intra-
operatoria e, depois, mais trés doses de 20 mg no pds-operatorio.

A maioria das publicagdes avaliou 0 uso da associagcao AT e MMC. Tham et al.
(2006), em série de casos, injetaram AT (1,2mg) diretamente na ampola fistulante de
trés olhos submetidos a facotrabeculectomia e trés a trabeculectomia com MMC; e
cinco, a revisao de trabeculectomia com 5-FU. Relataram diminuigcdo da Po sem ne-
cessidade de medicagao até 3 meses e n&o observaram sinais de perda endotelial ou
progressdo da catarata.>® Em 2009, outra série de casos avaliou o uso de AT retrobul-
bar (20mg) nas trabeculectomias com MMC. Apresentaram diminuigao significativa da
Po em 6 meses (p<0,001) sem necessidade de medicagéo hipotensora e nao houve
complicagdes (infecgao, hipotonia, ulceragéo da conjuntiva).“Apesar de serem ape-
nas relatos de casos, esses resultados corroboram o efeito positivo da associacao

desses moduladores na trabeculectomia.

Ja em estudo prospectivo randomizado e controlado, avaliou-se a eficacia da
injegcdo de AT subtenoniana (20mg) no sucesso das trabeculectomias (com MMC) em
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glaucomas secundarios. Sucesso completo foi de 65,4% no grupo do AT e 63% no
grupo controle (p=0,77). As caracteristicas da ampola fistulante foram similares em
ambos os grupos (p>0,40), e ndo houve diferencas de Po no seguimento (p>0,05).%2
Os achados deste estudo foram similares, quando AT foi associado a MMC nas tra-
beculectomias, a recente série retrospectiva de casos que analisou a administracao
de AT intracameral (0,1-0,3 mL 4mg/mL) adjuvante a trabeculectomia em uso de
MMC. O sucesso completo (Po<18mmHg) foi de 68,4% no grupo estudado e 52,4%
no grupo controle, ja o sucesso parcial (Po<18mmHg com medicagao antiglaucoma-
tosa) foi de 31,6% e 47,6%, respectivamente. Também nao houve aumento das com-
plicagdes no grupo do AT (p>0.05).>® Esses resultados estdo em concordancia com
os encontrados na presente pesquisa que mostraram diminuicdo pressorica nos pés-
operatorio e bom aspecto clinico da trabeculectomia no grupo AT+MMC, mas com
resultados similares ao grupo que utilizou MMC isolado.

Esses resultados positivos como também os ja publicados em relagdo ao uso
de AT com adjuvante as trabeculectomias devem, no entanto, ser considerados com
cautela, porque ndo obtiveram evidéncias suficientes para um seguimento a longo
prazo, as doses utilizadas foram diferentes, como também a via de administracéo; e

as conclusdes foram baseadas principalmente em série retrospectiva de casos.

O grupo Bevacizumabe, no presente estudo, ndo obteve resultados promisso-
res em relag&o aos outros grupos, discordando de estudos ja publicados. Em pesquisa
experimental (n=44), coelhos operados bilateralmente, foi utilizado Bevacizumabe
(25mg/mL) apds trabeculectomia e avaliada resposta a cicatrizagdo. Nao houve dife-
renga entre o grupo controle e o grupo estudado em relagdo as medidas de Po, con-
tudo o Ultimo apresentou bolhas maiores e mais difusas que o controle (p<0,05).%*
Memarzadeh et al. (2009), relataram resultados semelhantes em estudo experimental
(n=42) em coelhos que receberam sete injecbes subconjuntivais de Bevacizumabe
(1,25mg), 5-FU ou solugao salina equilibrada durante os primeiros 14 dias apoés tra-
beculectomia. Nao houve diferenga significativa na média da Po, mas o grupo do Be-
vacizumabe apresentou mais que o dobro do tempo de sobrevida da bolha (p<0,05)
em comparacdo aos outros dois tratamentos.*? Essa discordancia entre resultados
pode ser justificada pela concentragdo maior e também pelo maior numero de aplica-

¢des do que foi utilizado na presente pesquisa.
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Ensaios clinicos também avaliaram a seguranga e eficacia do Bevacizumabe
na trabeculectomia. No presente estudo, o grupo MMC apresentou melhores resulta-
dos que o grupo Bevacizumabe e esse, em alguns critérios clinicos, melhores que o
grupo controle. Isso esta de acordo com estudo prospectivo, randomizado e compa-
rativo que avaliou 36 olhos com glaucoma nao controlado clinicamente que necessi-
taram de trabeculectomia. Dezoito olhos utilizaram Bevacizumabe (2,5mg/0,1mL) sub-
conjuntival e 18 olhos, MMC (0,02% por 3 min). Na ultima visita (6 meses), foi obser-
vada redugao da Po de 34% e 56% no grupo do Bevacizumabe e MMC, respectiva-
mente. O grupo da MMC necessitou de menor quantidade de medicagao antiglauco-
matosa no pds-operatério, concluindo-se que o uso de Bevacizumabe como adjuvante

a trabeculectomia é efetivo no controle da Po, mas com efeito menor ao da MMC.2

Outra pesquisa de série de casos nao randomizada, prospectiva avaliou por 12
meses dois grupos: submetido a trabeculectomia com 5-fluoruracil (5%) e com multi-
plas injegcbes de Bevacizumabe (1,25mg/0.05mL). N&o houve diferenga em relagao
ao aspecto clinico da cirurgia, acuidade visual final e complicagbes pés-operatorias.
Redugao de 30% da Po inicial foi conseguida em 86,7% do grupo do 5-FU e 78,1%
no grupo do Bevacizumabe.?* Sengupta et al. (2012), mostraram em seus resultados
superioridade do Bevacizumabe subconjuntival em relagdo ao grupo da MMC e do

Bevacizumabe tépico.”

Em recente estudo prospectivo, randomizado, houve avaliagao da eficacia do
Bevacizumabe (1,25mg/0,05mL) e MMC com adjuvantes a trabeculectomias. Houve
diminui¢do significante da Po pré-operatéria, mas de forma similar entre os grupos.
Houve semelhancga entre os aspectos clinicos da bolha, apenas o grupo que utilizou
o Bevacizumabe mostrou menores indices de vascularizagdo. Esses resultados suge-
rem que o Bevacizumabe é tao eficaz quanto a MMC no controle pressorico em 1 ano
de acompanhamento. Os dados discordantes da presente pesquisa podem ser expli-
cados pela diferenga entre a resposta cicatricial agressiva de coelhos em relagao a de

seres humanos.*®

O grupo Bevacizumabe+MMC neste trabalho apresentou melhores resultados
nos critérios clinicos da bolha fistulante em relagdo aos outros grupos, nas fases ini-
cial, intermediaria e final do estudo as bolhas se apresentavam mais amplas e difusas.

Em concordancia com estudo de série de casos nao comparativo em pacientes com
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glaucomas primarios nao controlados com medicagé&o; todos foram submetidos a tra-
beculectomia com MMC associada a injecdo subconjuntival de Bevacizumabe
(1,25mg/0,05mL) ao final da cirurgia. Apés 12 meses de acompanhamento, houve
redugéo da Po (p<0,01), sucesso completo de 71-88% e em 80% da morfologia das
bolhas houve boa ou excelente gradagéo.39 Apesar de ndo apresentar grupo controle,
esses achados reforgam a importancia do bloqueio do VEGF associado a acéo antifi-
brotica da MMC no sucesso das trabeculectomias.

Resultados similares foram encontrados por Kahook et al. (2010), que avalia-
ram trabeculectomias com MMC e MMC em associagao a Ranibizumabe, outro anti-
VEGF. Houve diferengas significativas na area da bolha periférica (p = 0,02), vascula-
rizagao da bolha periférica (p = 0,02) e vascularizagao conjuntival periférica ndo asso-
ciada & bolha (p = 0,0003), sendo que o grupo combinado exibiu bolhas mais difusas.®’

Contudo, outros trabalhos que compararam o uso de MMC isolado e em asso-
ciacao a Bevacizumabe nas cirurgias filtrantes apresentaram diminui¢ao pressorica e
boas taxas de sucesso cirurgico no grupo da associagdo, mas sem diferencga signifi-
cante entre os grupos.*®*'Um desses estudos avaliou pacientes que seriam reopera-
dos de glaucoma justificando a resposta cicatricial mais severa.*® Suh W et al (2013)

também ndo demostraram superioridade na associacdo do Bevacizumabe a 5-FU.%®

Seet et al. (2013), desenvolveram em ratos uma analise espago-temporal das
fases na resposta de cicatrizagao de feridas a cirurgia fistulante. Observaram que a
resposta pode ser separada em duas fases distintas. A fase “inflamatéria aguda” pre-
coce caracterizada pelo aumento significativo da expressdo de VEGF, bem como au-
mento da infiltragdo de células inflamatérias. A fase “fibrética” tardia foi marcada por
expressao aumentada do TGF-p2 (Transforming Growth Factor) e dos genes da ma-
triz extracelular com redugéo simultédnea na infiltracao de células inflamatérias. O au-
mento da expressdo de VEGF durante a fase inicial indicou que a angiogénese é res-
posta precoce no processo de cicatrizagdo de feridas na trabeculectomia.®® O conhe-
cimento dessas alteragdes de expressao celular e molecular € importante néo sé para
definir as fases precoce e tardia da cicatrizacdo de feridas, mas também para deter-

minar a janela terapéutica para a modulacéo ideal em cada fase.”® Esses dados cor-
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roboram o uso tanto do Acetato de Triancinolona quanto do Bevacizumabe ou no in-
traoperatorio, como foi utilizado no presente estudo, ou no pds-operatério precoce

pela acao principal desses moduladores na fase inflamatéria aguda.

A resposta a cicatrizagao nesta pesquisa foi baseada na avaliagao do infiltrado
de polimorfonucleares como também pela proliferagao vascular durante cada fase.

Na fase inicial, o grupo que apresentou menor infiltrado inflamatério foi do Be-
vacizumabe+MMC, seguido do AT+MMC; os de maior contagem foram os grupos
Controle e Bevacizumabe. Na fase intermediaria, o grupo do Bevacizumabe mostrou
maior presenca de células inflamatérias, e os grupos Bevacizumabe+MMC e
AT+MMC permaneceram com menor resposta inflamatoria. Ja na fase final, o grupo
AT apresentou maior reagao inflamatoéria; os grupos MMC e AT+MMC, respostas si-
milares, sendo superados pelo grupo Bevacizumabe+MMC com menor infiltrado infla-
matorio. Esses achados sugerem ag&o concomitante dos agentes associados na di-

minuicao da resposta inflamatéria ao longo do estudo.

Em relagao ao critério angiogénese, no 3DPO os grupos Bevacizumabe e
AT+MMC apresentaram menor proliferacdo vascular; o grupo Bevacizumabe+MMC
mostrou menor resposta do que o da MMC. No 14DPO, o grupo Bevacizumabe+MMC
foi o de menor proliferagéo vascular, seguido pelo grupo AT+MMC. Ao final do estudo,
0 grupo de menor resposta foi o da MMC; e os grupos AT+MMC e Bevacizu-
mabe+MMC, de piores resultados. Esses resultados apontam para agéo sinérgica dos
adjuvantes na fase intermediaria da angiogénese, contudo essa agao nao foi obser-

vada ao final do estudo.

Nao identificamos estudos prévios relatando o efeito na cascata de cicatrizacao
do AT e AT+MMC na trabeculectomia em coelhos. A monoterapia apresentou menor
resposta inflamatéria no 3DPO, contudo, ao final da pesquisa, foi 0 grupo com maior
infiltrado inflamatorio. Ja a associagdo dos agentes mostrou melhores resultados que
o grupo da MMC no 3DPO e 14DPO, apresentando resultados similares a ele no
30DPO. Na avaliacao da proliferagao vascular, a monoterapia nao apresentou bons
resultados; ja o grupo AT+MMC apontou menor resposta a angiogénese no 3DPO em
relagcao aos outros grupos e no 14DPO foi o segundo menor indice.
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Estudo experimental avaliou o uso de implante intravitreo de Dexametasona,
como adjuvante a trabeculectomia, mostrando menor depdsito de colageno e maior
sobrevida da cirurgia em relagdo ao grupo controle, contudo o grupo da MMC apre-
sentou melhores resultados.®® Esses resultados em associacdo aos presentes acha-
dos reforgam a ag&o positiva dos corticoides na modulagao da cicatrizagdo na cirurgia
do glaucoma, contudo tanto a Dexametasona como o Acetato de Triancinolona n&o
foram superiores ao antifibrético padrdo, a MMC. Entretanto, ndo houve avaliacdo da
associagao dos adjuvantes, como no vigente estudo, que analisou a associagéo
AT+MMC, mostrando maior modulag&o da cicatrizagdo do que estes agentes isolados
nas fases inicial e intermediaria tanto em relagéo ao infiltrado inflamatério como a res-
posta vascular. Esta ac&o positiva do uso do corticoide na trabeculectomia € corrobo-
rada tanto por relato de que seu uso topico no pds-operatérios aumenta significativa-
mente 0 sucesso cirurgico por inibicdo da cicatrizagdo de feridas como resultado da
supressao da inflamac&o e proliferagdo de fibroblastos®’; como também pesquisa em
seres humanos por cultura de fibroblasto da capsula de Tenon mostraram que eles
inibem a ligacéo e proliferacao celular.®?

Contudo, o resultado n&o promissor do AT isolado e o bom resultado do
AT+MMC apenas até fase intermediaria nesse modelo animal pode ser justificado pela
baixa dosagem de 4 mg desse corticoide utilizada neste estudo.

How et al. (2010), sugeriram efeito sinérgico do Bevacizumabe associado ao 5-
FU, mostrando melhor resposta antifibrética do que esses agentes em monoterapia,
achados em concordancia a presente pesquisa. Houve atenuagao da expressao da
fibronectina e colageno | (p<0,05)." Outro estudo experimental mostrou que houve
diminui¢ao no calibre e densidade vascular no inicio do processo cicatricial quando foi
utilizado o Bevacizumabe (p=0,02), mas nao houve diferenga na contagem de células
inflamatodrias em relagao ao controle. Ja na fase tardia, houve diminuicdo em 13%
(p=0,0001) na area de colageno no sitio cirdrgico em relagdo ao grupo controle.>* As-
sim, Bevacizumabe melhorou o resultado da cirurgia do glaucoma inibindo a angiogé-
nese durante a fase inicial de cicatrizagao e reduzindo a fibrose em estagios posteri-
ores em modelo experimental, consolidando a importancia do bloqueio do VEGF na
atenuacao deste processo. Van Berger et al. (2015), mostraram, em modelo animal,

que as vias de administragdo subconjuntival, intracameral e intravitrea foram similares



50

na reducéo do processo de angiogénese; aléem disso, houve efeito benéfico na asso-
ciacao Bevacizumabe e MMC no sucesso cirurgico, com menor tempo de administra-
¢do da MMC, eliminando seu efeito de toxicidade na cérnea.®® Os resultados acima
estdo em concordancia com os achados favoraveis quando houve associagao do Be-
vacizumabe a MMC no presente modelo experimental de cicatrizac&o de feridas.

O uso do Bevacizumabe em associagdo a MMC apresentou menor resposta
inflamatoria ao longo do estudo em relagdo aos outros grupos. Apesar da resposta
positiva no critério inflamacgao, a expressdo dos marcadores de angiogénese desse
grupo foi menor apenas na fase intermediaria em relagdo aos outros. Isso pode ser
justificado primeiramente pela resposta a cicatrizagdo de feridas no coelho que,
quando comparada a de seres humanos, é conhecida por ser mais agressiva e exa-
gerada e implicar em falha rotineira dos locais cirurgicos de trabeculectomia dentro de
poucos dias a semanas.®* Como também ha possibilidade de que o efeito sinérgico
entre Bevacizumabe e MMC tenha sido sobre a atenuacéo da cascata de sinalizagao
inflamatoria regulada pelo VEGF e n&o so pelo bloqueio a angiogénese.

Cheng et al. (2015), em modelo experimental de ratos utilizaram Bevacizumabe
na modulagédo da cicatrizagao e foi encontrado maior sucesso cirurgico e menores
indices de complicagado no grupo que utilizou esse modulador. Demonstrou também
que o Bevacizumabe nao s6 atuou no bloqueio do VEGF e seus receptores, mas
houve inibigao de fatores inflamatérios como TGFp.®° Da mesma forma, Memarzadeh
et al. (2009), sugeriram que, ndo havendo diferenca significativa na avaliagao clinica
em relagéo a vascularizagao nos grupos controle, Bevacizumabe e 5-FU; o anti-VEGF
expressou sua acao maior na resposta inflamatéria em detrimento a resposta antian-

giogénica.*

Esta pesquisa ndo avaliou o tempo de sobrevida da bolha fistulante, critério
utilizado em alguns estudos experimentais desta cirurgia. Ele é definido por uma apa-
réncia cicatrizada, plana e vascularizada da bolha. Contudo, avaliagdo clinica utili-
zando o Sistema de Graduacgao da Bolha de Moorfields analisou a extenséao, altura e
grau de vascularizagéo do local da cirurgia, ma pontuagao desses parametros indire-
tamente apontariam para o critério de sobrevida. Outra limitagcao foi o nUmero pequeno
de olhos na fase final do estudo, contudo esse numero € concordante com publicacbes

prévias.3? 54 6°
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Segundo achados deste trabalho, a Mitomicina C permanece um agente anti-
proliferativo eficaz que possui efeito inibitério na cascata da cicatrizagdo, consequen-
temente ha diminuicdo da formacéo da cicatriz, levando a melhor fungéo e sobrevida

12,14,15

da bolha fistulante. Apesar da literatura apontar maior risco de escape de humor

aquoso, hipotonia e endoftalmite, ndo encontramos aumento das complicagbes nos

grupos que utilizaram a MMC.

O processo de cicatrizacao de feridas € complexo e envolve multiplos caminhos
vasculares e celulares com interagdes cruzadas que néo sao totalmente compreendi-
dos. Além disso, o glaucoma representa um conjunto de doengas de caracteristicas e
etiologias distintas, necessitando de diferentes op¢des terapéuticas na modulagéo da
cicatrizagao para atingir o melhor controle pressorico e garantir, a longo prazo, viséo
a seus portadores. A cirurgia de trabeculectomia com uso concomitante de 5-FU ou
MMC é técnica bem reconhecida e sucedida; contudo, pelos motivos acima descritos,
esta pesquisa explorou o uso de outros agentes para aumentar o sucesso cirurgico e,
ao mesmo tempo, diminuir o risco de complicagdes pos-operatorias.

z

E provavel que multiplos agentes, usados simultaneamente ou sequencial-
mente, possam ser necessarios para a modulacio ideal por causa da natureza multi-
fatorial da cicatrizagado de feridas. O presente estudo aponta para agao sinérgica do
Bevacizumabe e Acetato de Triancinolona a MMC com bolhas mais amplas e difusas
e menor infiltrado inflamatorio até o final do seguimento, e menor proliferagdo vascular
em estagio intermediario do acompanhamento neste modelo animal.

Esses achados sugerem possibilidades alternativas de terapia adjuvante se-
gura que possam melhorar a eficacia da cirurgia e, portanto, o progndstico dos paci-
entes com glaucoma. Contudo, grandes ensaios clinicos prospectivos ainda sao ne-
cessarios com objetivo de avaliar combinacgdes ideais, dose e via de administracao
dos tratamentos que produzam o melhor resultado cirurgico com minimos efeitos co-
laterais.
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6 CONCLUSOES

1-

Ao final do estudo, a combinag¢ao Bevacizumabe+MMC apresentou maior efeito
hipotensor, demonstrando agéo positiva desses agentes associados no con-

trole da pressao intraocular.

As bolhas fistulantes mais amplas, altas e difusas foram observadas no grupo
Bevacizumabe+MMC em toda pesquisa. Ja o grupo AT+MMC superou o grupo
MMC até fase intermediaria, igualando-se no final do seguimento. Os menores
indices de vascularizagdo foram encontrados nos grupos que utilizaram a
MMC.

Constatou-se menor infiltrado inflamatorio ao longo do estudo na associagao
Bevacizumabe+MMC. O grupo AT+MMC foi o segundo com menor resposta
inflamatdria até fase intermediaria, equivalendo-se a MMC ao final da pesquisa.

Contudo, a melhor resposta a proliferacdo vascular do grupo Bevacizu-
mabe+MMC foi encontrada apenas no 14DPO seguida pelo grupo AT+MMC.
Ao final do acompanhamento, o grupo MMC demonstrou menor proliferagéo

vascular.

A associagdo Bevacizumabe a MMC é efetiva e segura como modulador da
cicatrizacido da trabeculectomia neste modelo animal; como também a associ-
acao Acetato de Triancinolona a MMC, mas com efeito menor. Os moduladores
alternativos isolados nao foram tao eficazes como a MMC em monoterapia em

toda a pesquisa.
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Apéndice A: Distribuicdo do peso pré-operatoério dos coelhos no estudo.

Grupo 1
A1
A2
A3
Ad
A5
A6
A7
A8
A9
A10
A11
A12
A13
A14
A15

Peso

2350g
2670g
2370g
2355¢g
2330g
2110g
2150g
2050g
2110g
2100g
2060g
2250g
2350g
2070g
2500g

Grupo 2
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15

Peso

2080g
2620g
2700g
27509g
2600g
2110g
2050g
2150g
2200g
2180g
2200g
2200g
23509
2010g
2100g

Grupo 3
Cc1
C2
C3
C4
C5
Cé6
C7
C8
C9
Cc10
C11
C12
C13
Cc14
C15

Peso

2600g
2410g
2080g
2800g
2850g
2150g
2100g
2225¢
2200g
2320g
2010g
2200g
24509
2010g
2300g

Apéndice B: Caracterizagao da area central da bolha ao longo do estudo.

Fase Comparagao
Grupo 1°dia 3°dia 7°dia 14°dia 30°dia Fasgz g’)a'”
Controfe M=3,0%0,7  M=2,8t0,4  M=28%04  M=2,0%0,0 M=2,0+0,0 0.013
Md=3,0 Md=3,0 Md=3,0 Md=2,0 Md=2,0 ’
M=3,240,8  M=3,00,7 M=32:04 M=2,8+0,4  M=2,8+04
MMC Md=3,0 Md=3,0 Md=3,0 Md=3,0 Md=3,0 0,468
AT M=3,0+0,0 M=3,0+0,0 M=3,0+0,0 M=2,6+0,5 M=2,0+0,0 0.003
Md=3,0 Md=3,0 Md=3,0 Md=3,0 Md=2,0 ,
M=2,8+0,4  M=3,6+0,5 M=34+05 M=3,00,0 M=2,8+04
AT+MMC Md=3.0 Md=4.0 Md=3.0 Md=3.0 Md=3.0 0,017
Bevacizu- M=2,6+0,5  M=3,0+0,0 M=3,0+0,0 M=2,6+05 M=2,6+05 0.955
mabe Md=3,0 Md=3,0 Md=3,0 Md=3,0 Md=3,0 '
Bevacizu- M=3,2+0,4  M=3,6+0,5 M=32:04  M=3605 M=3,4+05 0.087
mabe+MMC Md=3,0 Md=4,0 Md=3,0 Md=4,0 Md=3,0 '

M= média + desvio padrao

Md= Mediana

Valor de p representa a avaliagdo de cada grupo no decorrer das fases
do estudo.
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Apéndice C: Caracterizagao da area maxima da bolha ao longo do estudo.

Fase Comparagao fa-
SRS 1° dia 3° dia 7° dia 14° dia 30° dia Ses
(valor de p)
M=32t M=32: M=30%t M=28¢ :
Controle 0.8 0.4 0,0 0.4 M,\‘Ai"fz%"” 0,008
Md=30 Md=30 Md=30 Md=30 =2,
M=36+  M=38+ M=36+ M=36¢ _
MMC 05 0.4 05 05 ~ M=30200 0,003
Md=40 Md=40 Md=40 Md=40 *
M=38+  M=34+ M=30%t  M=30¢ .
AT 0.4 0.5 0,0 0.0 M'\-Az,(i%%,o 0,002
Md=40 Md=30 Md=30 Md=30 ’
M=36+ M=38+ M=38+ M=38¢ _
AT+MMC 0.5 0.4 0.4 0.4 M&‘Z’?i%’o 0,005
Md=40 Md=40 Md=40 Md=40 =3,
M=32+  M=34+ M=30%t  M=30¢ _
Bevacizumabe 0,4 0,5 0,0 0,0 M'\_/Iz(ii%o 0,003
Md=30 Md=30 Md=30 Md=30 ’
Bevacisy. M=38+  M=40%  M=40:  M=40% oo o
BevacaL 0.4 0,0 0,0 0.0 A 0,001
Md=40 Md=40 Md=40 Md=40 :

M= média + desvio padréo

Md= Mediana

Valor de p representa a avaliagédo de cada grupo no decorrer das fases
do estudo.

Apéndice D: Caracterizagao da altura maxima da bolha ao longo do estudo.

Grupo Fase Comparagao
P 1°dia | 3°dia | 7°dia | 14°dia | 30°dia fases (valor de p)

M=3,0 + M=2,4 + M=2,0 + M=1,2 + M=1,0 +

Controle 1,0 0,5 0,0 0,4 0,0 0,002
Md=30 Md=20 Md=20 Md=10 Md=1,0
M=3,0 + M=3,2 + M=2,8 + M=2,0 + M=1,6 +

MMC 0,7 0,8 0,4 0,7 0,5 0,002
Md=30 Md=30 Md=30 Md=20 Md=20
M=3,0 + M=2,4 + M=2,2 + M=1,8 + M=1,0 +

AT 0,7 0,5 0,4 0,4 0,0 0,004
Md=30 Md=20 Md=20 Md=20 Md=1,0
M=2,6 + M=3,6 + M=3,0 + M=2,6 + M=1,8 +

AT+MMC 0,5 0,5 0,7 0,5 0,4 0,006
Md=30 Md=40 Md=30 Md=30 Md=20
M=2,2 + M=2,2 + M=2,0 + M=2,0 + M=1,0 +

Bevacizumabe 0,4 0,4 0,0 0,0 0,0 0,002
Md=20 Md=20 Md=20 Md=20 Md=1,0
Bevacizue M=2,8 + M=3,0 + M=2,8 + M=2,6 + M=2,2 +

mabetMMG 0,4 0,7 0,8 0,5 0,4 0,228
Md=30 Md=30 Md=30 Md=30 Md=20

M= média + desvio padréo

Md= Mediana

Valor de p representa a avaliagédo de cada grupo no decorrer das fases
do estudo.
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Apéndice E: Caracterizagdo da vascularizagdo da area central da bolha ao longo do

estudo.
Grupo Fase Comparagao
P 1°dia | 3°dia | 7°dia | 14°dia | 30°dia | fases (valor de p)

M=30+ M=40+ M=40+ M=38% M=3,04

Controle 0,7 0,0 0,0 0,4 0,0 0,004
Md=3,0 Md=40 Md=40 Md=40 Md=3,0
M=2,8+ M=38+ M=32% M=22+ M=264%

MMC 0,4 0,8 0,4 0,4 0,9 0,008
Md=3,0 Md=40 Md=30 Md=20 Md=2,0
M=30+ M=34+ M=38+ M=36+ M=284%

AT 0,0 0,5 0,4 0,5 0,4 0,027
Md=3,0 Md=30 Md=40 Md=40 Md=3,0
M=30+ M=32+ M=28% M=20% M=244%

AT+MMC 0,0 0,4 0,4 0,7 0,9 0,028
Md=30 Md=30 Md=30 Md=20 Md=20
M=34+ M=32+ M=34% M=30% M=244%

Bevacizumabe 0,5 0,8 0,5 0,0 0,5 0,117
Md=3,0 Md=30 Md=30 Md=30 Md=20
M=3,0+ M=28+ M=24% M=22+ M=224%

Bevacizumabe+MMC 0,0 0,4 0,5 0,4 0,4 0,051
Md=30 Md=30 Md=20 Md=20 Md=20

M= média + desvio padréo
Md= Mediana

Valor de p representa a avaliagédo de cada grupo no decorrer das fases

do estudo.

Apéndice F: Caracterizagéo da vascularizagdo da area maxima da bolha ao longo do

estudo.
Fase Comparagao
Ree 1° dia 3° dia 7° dia 14°dia | 30°dia | [2€S (";)'°’es e

M=24+ M=30+ M=36+ M=34+ M=28%

Controle 0,5 0,0 0,5 0,5 0,4 0,021
Md=20 Md=30 Md=40 Md=30 Md=30
M=22+ M=32+ M=32+ M=24+ M=24%

MMC 0,4 0,4 0,4 0,9 0,9 0,002
Md=20 Md=30 Md=30 Md=20 Md=20
M=28+ M=36+ M=36+ M=30+ M=28%+

AT 0,4 0,5 0,5 0,0 0,4 0,033
Md=30 Md=40 Md=40 Md=3,0 Md=30
M=3,0+ M=36+ M=28%+ M=24+ M=22%

AT+MMC 0,7 0,5 0,4 0,5 0,4 0,016
Md=30 Md=40 Md=30 Md=20 Md=20
M=34+ M=30+ M=34+ M=26+ M=22%+

Bevacizumabe 0,5 0,0 0,5 0,5 0,4 0,014
Md=30 Md=30 Md=30 Md=30 Md=20
M=3,0+ M=30+ M=28% M=22+ M=20%

Bevacizumabe+MMC 0,0 0,0 0,4 0,4 0,0 0,003
Md=30 Md=30 Md=30 Md=20 Md=20

M= média + desvio padréo
Md= Mediana

Valor de p representa a avaliagédo de cada grupo no decorrer das fases

do estudo.
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Apéndice G: Caracterizagao da vascularizagao da area que nao pertence a bolha ao
longo do estudo.

Fase Comparagio
Grupo 1° dia 3° dia 7° dia 14° dia 30°dia | fasgelsler
Controle M=12+04 M=28+04 M=2,8+04 M=2,4+05 M=2,0+0,0 0.003
Md = 1,0 Md = 3,0 Md = 3,0 Md = 2,0 Md = 2,0 ’
M=18+0,8 M=28+04 M=22+04 M=2,4+05 M=22+04
MMC Md = 2,0 Md = 3,0 Md = 2,0 Md = 2,0 Md = 2,0 0,156
AT M=2,4+05 M=32+04 M=28+04 M=2,0+0,0 M=2,0+0,0 0.005
Md = 2,0 Md = 3,0 Md = 3,0 Md = 2,0 Md = 2,0 ’
M=30+10 M=30£00 M=28+04 M=2,0+00 M=22+04
AT+MMC Md = 3,0 Md = 3,0 Md = 3,0 Md = 2,0 Md = 2,0 0,045
Bevacizumabe M=26105 M=24:05 M=28:04 M=20%00 M=20%00 0.031
vacizu Md = 3,0 Md = 2,0 Md = 3,0 Md = 2,0 Md = 2,0 ’
Bevacizu- M=3,0+07 M=26+05 M=22+04 M=2,0+0,0 M=2,0+0,0 0.024
mabe+MMC Md = 3,0 Md = 3,0 Md = 2,0 Md = 2,0 Md = 2,0 ’

M= média + desvio padréo

Md= Mediana

Valor de p representa a avaliagédo de cada grupo no decorrer das fases
do estudo.
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ANEXOS

ANEXO A

: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 149 / 2012, relativo ao projeto intitulado “AVALIA-
CAO DE BOLSA FISTULANTE ANTIGLAUCOMATOSA EM OLHOS DE COELHOS
USANDO BEVACIZUMAB, RANABIZUMAB E MITOMICINA C”, que tem como res-
ponsavel Sebastido Cronemberger Sobrinho, esta de acordo com os Principios Eti-
cos da Experimentacéo Animal, adotados pela Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunidao de 10/07/2012. Este certificado se
espira em 10/07/2017.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 149/2012, related to the Project entilted “Eval-
uation of Antiglaucomatous Bleb in Rabit Eyes after Using Bevacizumab, Ranabi-
zumab and Mitomicin C”, under the supervision of Sebastido Cronemberger Sobri-
nho, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted
by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was ap-
proved in 10/07/2012.  This  certificates  expires in 10/07/2017.

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 10/07/2012.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
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ANEXO B

Universidade Federal de Minas Gerais Comissdo de Etica no Uso de Animais -
CEUA

OF. CETEA-004/14 Belo Horizonte, 18 de fevereiro de 2014.

Sr. Prof. Sebastido Cronemberger Sobrinho, Departamento de Oftalmologia e Otorri-
nolaringologia Faculdade, de Medicina Nesta

A Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG informa que na reunido
ordinaria do dia 17/02/2014, em face da solicitagdo apresentada por V. Sa., aprovou
o pedido de adendo ao projeto de pesquisa protocolado sob o numero 149/2012, titulo
“Avaliagao de bolsa fistulante antiglaucomatosa em olhos de coelhos usando Bevaci-
zumab, Ranabizumab e Mitomicina C” para a substituicdo do farmaco Ranibizumabe
para o Acetato de Triancinolona para agir no processo de cicatrizagao pos-cirurgia do
glaucoma.

Considerando que a alteracdo do medicamento foi aprovada a modificagado no titulo
para Avaliagdo de bolsa fistulante antiglaucomatosa em olhos de coelhos usando Be-
vacizumabe, Acetato de Triancinolona e Mitomicina C.

Sendo o que nos apresenta no momento, ficamos a sua inteira disposi¢ao para outros
esclarecimentos que se fizerem necessarios.

Atenciosamente

Profa. Jacqueline Isaura Alvarez Leite Coordenadora da CEUA/UFMG
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ANEXO C

Enviado em: 22 FEV 2017 15:06 EUA

De: arvoabstracts@arvo.org

Para: Enviemarangel@yahoo.com.br

Sujeito:

ARVO Resumo # 2687369 Notificagcao de agendamento

Quarta-feira, 22-Fev-2017

Cara Hayana Rangel,

Parabéns! O resumo em que vocé € o primeiro autor foi aceito e programado como
uma apresentacéo do péster para a reunido anual da ARVO 2017, 7-11, em Baltimore,
Maryland.

Numero da Apresentagao - Poster Numero: 4952 - B0O370

Nota: Vocé montara seu poster em # B0370 no dia de apresentacgao atribuido indicado
abaixo.

A modulagao da cicatrizagao na cirurgia de glaucoma: um estudo experimental

Tipo de Apresentagao: Poster

Numero da Sess&o: 484

Titulo da sesséo: Cirurgia e cicatrizagao de feridas

Data / Horario da Sessao: 10 de maio de 2017 das 15:45 as 17:30

Atenciosamente,

Craig E. Crosson, PhD, FARVO

Vice-Presidente Executivo e

Presidente, Comiss&o do Programa da Reuni&o Anual
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