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Modulacao da cicatrizacao na cirurgia do glaucoma apés aplicacao
de acetato de triancinolona subconjuntival isolado ou em
associacao a mitomicina C: estudo experimental

Healing modulation in glaucoma surgery after application of
subconjunctival triamcinolone acetate alone or combined with mitomycin C:

an experimetal study
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RESUMDO

Objetivo: estudar a eficacia e seguranca do uso de acetato de triancinolona subconjuntival isolado ou em associacéo a
mitomicina C como modulador da cicatrizacao de trabeculectomias em coelhos. Métodos: trinta coelhos machos, albinos,
raca Nova Zelandia foram submetidos a trabeculectomia bilateralmente. Os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais com 15 olhos por grupo: controle, mitomicina C, acetato de triancinolona e acetato de triancinolona +
mitomicina C. Tonometria de aplanacéo e analise clinica da bolha através do Sistema de Graduacao de Moorfields foram
obtidas no pds-operatorio. Para a avaliacdo da cicatrizacdo, procedeu-se a andlise quantitativa do infiltrado inflamatério
(polimorfonucleares) através da coloracdo Hematoxilina & Eosina e da proliferacdo vascular por imuno-histoquimica.
Resultados: foi observada em todos os grupos diminuicdo significativa da pressdo intraocular pds-operatoria em
relacdo a pré-operatoria (p<0,001). Contudo, ndo houve diferenca entre os grupos (p=0,186). O grupo acetato de
triancinolona + mitomicina C apresentou melhores indices na altura maxima da bolha e na vascularizagcdo da area central
da bolha (p=0,001); além disso, houve menor resposta inflamatéria (p=0,001) e menor proliferacéo vascular (p=0,001)
na fase intermediaria do estudo em relacdo as monoterapias. Conclusao: a associacdo da mitomicina C ao acetato de
triancinolona resultou numa acéo sinérgica entre esses agentes, com bolhas mais amplas e difusas e menor infiltrado
inflamatério e menor proliferacdo vascular em estagio intermediario do acompanhamento neste modelo animal.

Descritores: Glaucoma. Cicatrizagdo. Antimitoticos. Trabeculectomia. Procedimentos Cirdrgicos Oftalmolégicos.

INTRODUCAO

glaucoma é uma neuropatia optica que

causa cegueira irreversivel, se nao tratada
adequadamente. E um problema de satde publica,
sendo a segunda maior causa de cegueira na
populacao'. O objetivo de seu tratamento é a
diminuicdo da pressao intraocular, através de
medicacdes topicas, procedimentos a laser e/ou
cirurgias®3. Desde a primeira descricao, em 1968, a
trabeculectomia tornou-se o procedimento padrao
no tratamento cirdrgico do glaucoma. Tem como
objetivo formar uma fistula que proporcione uma

via alternativa para a drenagem do humor aquoso
da camara anterior para o espaco subconjuntival, a
fim de reduzir a pressao intraocular (Po)*#.

Ao contrario de muitos tipos de cirurgia em
que a cicatrizacao completa é o resultado desejavel,
a trabeculectomia visa a alcancar uma resposta
parcial a cicatrizacdo a fim de permitir a drenagem
continua do humor aquoso através da fistula*. A
modulacao da resposta a cicatrizacdo na cirurgia do
glaucoma é muitas vezes necessaria, com o objetivo
de alcancar a pressao adequada, maximizando o
sucesso cirlrgico®>. H& uma variedade de agentes
disponiveis que podem modificar esta resposta.
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de Medicina, Porto Velho, RO, Brasil. 4 - Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Patologia, Belo Horizonte, MG, Brasil.
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Na pratica
antimetabodlitos, 5-fluouracil (5-FU) e mitomicina

oftalmoldgica, 0s

C (MMC), revolucionaram a histéria da cirurgia
do glaucoma, por isso sao os farmacos mais
utilizados na modulacdo da cicatrizacdo*®.
Embora tenham impactado a taxa de sucesso
cirdrgico na trabeculectomia, o mecanismo nao
especifico desses agentes pode resultar em varias
complicacbes oculares, como toxicidade corneal,
bolhas avasculares, endoftalmite, hipotonia e, em
alguns casos, sao ineficazes’. Por conseguinte, ainda
ha a necessidade de estratégias alternativas para
impedir a faléncia cirlrgica secunddria ao excesso
de cicatrizacao.

Agentes anti-inflamatérios ja fazem
parte da estratégia para modular a inflamacdo e
a cicatrizacdo de feridas no olho. Os hormonios
esteroides podem ser vistos como protoétipo”.
Acetato de triancinolona (AT) é um corticoide
em forma de suspensao injetavel ja utilizado para
tratamento de doencas neovasculares, proliferativas
e edematosas na oftalmologia. Seu potencial anti-
inflamatorio é aproximadamente cinco vezes o do
cortisol®®. A acado anti-inflamatdria e antifibrética
do AT é largamente mediada pela supressao da
concentracao de leucocitos e de sua funcionalidade,
assim como pelos seus efeitos sobre a permeabilidade
vascular. Isto leva a menor inflamacdo local,
reducdo da liberacdo de fatores de crescimento e
da producao de coagulo e fibrina. Como resultado,
ocorre diminuicdo da atividade de fibroblastos e da
resposta cicatricial®™.

Apesar de & existirem alguns estudos
avaliando o uso do AT na cirurgia do glaucoma,
ainda ha a necessidade de analisar se o AT pode ser
utilizado em monoterapia ou apenas em associacao
a MMC. Por isso, nesta pesquisa, objetivou-se avaliar
a eficacia e seguranca do uso de AT isolado ou

associado a MMC na trabeculectomia em coelhos.

METODOS

Modelo experimental

Trinta coelhos machos, albinos, espécie
Oryctolaqus caniculus , raca Nova Zelandia, peso
entre 2kg e 3kg, foram incluidos no estudo. A
Comissao de Etica em Animais da Universidade
Federal de Minas Gerais aprovou esta pesquisa, €
todos os animais foram tratados em concordancia
com os preceitos da Associacao para Pesquisa em
Visdo e Oftalmologia (ARVO) - protocolo n® CEUA/
UFMG 149/2012.

Todos os animais foram submetidos a
trabeculectomia em ambos os olhos, sob condicdes
estéreis, pelo mesmo cirurgiao, utilizando a mesma
técnica. A anestesia geral foi feita com Cetamina
35mg/Kg + Xilazina 5mg/Kg + Acepromazina
0,75mg/Kg. Sutura corneana superior de tracao foi
feita com fio seda 6-0 para exposicao do local a ser
operado. Foi confeccionado retalho conjuntival base
férnice e retalho escleral retangular (3mm x 3mm)
Em seguida, a esclerotomia e a iridectomia periférica
foram realizadas. Procedeu-se ao fechamento
escleral e conjuntival com duas suturas com fio
mononylon 10-0. Ao final do procedimento, foi
instilada uma gota de colirio de moxifloxacino 0,5%
e dexametasona 0,1% associados.

Os animais foram distribuidos em quatro
grupos experimentais de 15 olhos por grupo, ja que
cada animal foi operado bilateralmente e recebeu
tratamentos diferentes em olhos direito e esquerdo.
No grupo controle foi aplicada, através de esponja,
0,2ml de solucao salina abaixo da capsula de Tenon
e sob retalho escleral por dois minutos. No grupo
MMC, foi aplicada 0,4ml de mitomicina C a 0,03%
através de esponja, abaixo da capsula de Tenon e
sob retalho escleral por dois minutos. No grupo
AT, foi administrado por via subconjuntival, 4mg
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de acetato de triancinolona superiormente a bolha
ao final da cirurgia. E, no grupo AT+MMC, foram
administrados 0,4ml de MMC a 0,03% através de
esponja, abaixo da capsula de Tenon e sob retalho
escleral por dois minutos e, por via subconjuntival,
4mg de acetato de triancinolona superiormente a
bolha ao final da cirurgia.

Analise clinica

Os animais foram examinados no
pré-operatério e nos dias um, trés, sete, 14 e 30
apo6s o procedimento cirdrgico. A tonometria de
aplanacao foi realizada com o Tonémetro de Perkins
(Haag-Streit, Koniz, Switzerland), por meio de trés
medidas da Po, e a média foi analisada. O estudo da
bolha fistulante foi baseado na avaliacao fotografica
do local cirdrgico e na comparacao com as fotos do
sistema de classificacdo da bolha de Moorfields'".
Esta analise fotografica foi realizada por outro

examinador que nao conhecia 0s grupos.
Analise imuno-histolégica

Cinco coelhos de cada grupo foram mortos
e enucleados nos dias trés, 14 e 30 para avaliacao
de marcadores de cicatrizacdo, com pentobarbital
intravenoso (150mg/kg). O material foi corado com
Hematoxilina & Eosina (HE) para todos os animais
e a regido da conjuntiva operada foi avaliada
para contagem de polimorfonucleares. Na analise
imuno-histoquimica, foi utilizado o anticorpo VEGF
(C-1):SC-7269 (Santa Cruz Biotechnology, Califérnia
- USA) para investigar a expressao do VEGF A no
endotélio vascular, avaliando a angiogénese. De
cada lamina foram retiradas trés fotos em sequéncia
da éarea relacionada, com aumento de 400 vezes,
e, em seguida, foram avaliadas por patologista que
também nao conhecia 0s grupos.

Analise estatistica

Foi feita utilizando o SPSS versdao 19.0.
Foram utilizados testes nao paramétricos na analise
clinica da bolha fistulante. A comparacdo entre
grupos independentes foi realizada utilizando-se
o teste de Kruskal-Wallis. E, na comparacao entre
as fases foi utilizado o teste de Friedman. Com o
objetivo de avaliar a influéncia dos grupos e das
fases do estudo na pressao intraocular foi utilizada a
Analise de Variancia baseada em um planejamento
de Medidas Repetidas. A avaliacdo da influéncia
do grupo e do tempo de avaliacdo até a morte
dos animais (fase) nas variaveis imuno-histolégicas,
bem como da interacdo entre esses dois fatores
(grupo e fase) foi realizada utilizando-se a técnica
da Anélise de Variancia com dois fatores. Todos os
resultados foram considerados significativos para
uma probabilidade de significancia inferior a 5%
(p<0,05).

RESULTADOS

Ndo houve diferenca significativa em
relacdo ao peso inicial dos animais entre os grupos
(p=0,910). Em relacdo a pressao intraocular, em
todos os grupos, os valores pré-operatérios foram
maiores que os valores do pos-operatério final
(p=0,001). Contudo, houve diferenca significativa
entre 0s grupos apenas no 302 dia de pos-operatorio
(DPO): os grupos AT+MMC (8,9+0,9mmHg) e MMC
(8,8+1,5mmHg) apresentaram os menores indices
pressoricos, sequidos pelo grupo AT (9,9+1, TmmHg)
e depois pelo grupo controle (11,4+1,5mmHq)
(p=0,043) (Figura 1).

Apo6s a avaliacdo da bolha pelo Sistema de
Graduacao da Bolha de Moorfields, nos critérios area
central (p=0,002) e maxima da bolha no 302 DPO
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Figura 1. Comparacdo da pressao intraocular inicial e final.

houve melhores resultados nos grupos AT+MMC
(2,8+0,4; 3,0+0,0) e MMC (2,8+0,4; 3,0+0,0).
Na avaliacdo da altura maxima da bolha, o grupo
AT+MMC (1,8+0,4) apresentou melhores indices
em relacdo aos outros grupos (P=0,001). Na andlise
da vascularizacdo da area central, houve diferenca
significativa no 142 DPO, com melhores resultados
no grupo AT+MMC (2,4+0,9) (p=0,001). J& no
critério vascularizacdo da area maxima da bolha,
no 142 DPO, os menores indices foram similares
nos grupos AT+MMC (2,4+0,5) e MMC (2,4+0,9)
(p=0,031) (Figura 2).

Figura 2. Fotografias do aspecto pods-operatdrio da
trabeculectomia no sétimo DPO, Grupos: Controle (A),
MMC (B), AT (C) e AT+MMC (D).

Houve poucas complicacdes durante o
estudo, sem significancia para os resultados. Dois
casos de depdsito esbranquicado subconjuntival
(um caso no grupo AT e outro no AT+MMC) que
foram reabsorvidos ao final do acompanhamento.
quantitativa de
polimorfonucleares aolongo do estudo, na fase inicial
o grupo AT+MMC (20,9+3,7 células/campo) foi o

Na analise

de menor proliferacao celular, seqguido pelo grupo
AT (22,1+2,3 células/campo) (p=0,001). Na fase
intermediaria, o grupo AT+MMC (18,0+1,9 células/
campo) permaneceu com melhores resultados,
seguido pelo grupo MMC (19,3+2,2 células/campo)
(p=0,001). Ja ao final do estudo, o grupo AT+MMC
(19,1£3,1 células/campo) e MMC (18,9+4,5 células/
campo) apresentaram menor infiltrado inflamatério
e o grupo AT (24,9+4,5 células/campo) foi o de pior
resultado (p=0,001) (Figuras 3 e 4).

Figura 3. Contagem de polimorfonucleares ao longo do
estudo, p1: comparacdo entre os grupos em cada fase; p2:
comparagdo em cada fase por grupo.

A angiogénese, processo de crescimento
de novos vasos sanguineos, é um elemento chave
da fase proliferativa da cicatrizacdo. Sua avaliacao
mostrou, na fase inicial, melhores resultados no
grupo AT+MMC (4,2+0,9 vasos marcados/campo),
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Figura 4. Cortes histolégicos (HE) do globo ocular na regido
conjuntival de coelhos submetidos a cirurgia experimental
analisando a contagem de polimorfonucleares no 14° DPO;
Grupos: Controle (A); MMC (B); AT (C); AT+MMC (D).

seguido pelo grupo MMC (5,4+1,1 vasos marcados/
campo) (p=0,001). No 142 DPO, o grupo AT+MMC
(3,4+1,0 vasos marcados/campo), permaneceu com
menores indices de proliferacdo vascular (P=0,001).
Contudo, ao final da pesquisa o grupo com melhores
resultados foi o grupo da MMC (4,1+1,2 vasos
marcados/campo) (p=0,001) (Figuras 5 e 6).

Figura 5. Resultados da proliferacdo vascular ao longo do
estudo; p1: comparacdo entre os grupos em cada fase; p2:
comparacdo em cada fase por grupo.

Figura 6. Cortes histoldgicos (avaliacdo imuno-histoquimica)
da conjuntiva de coelhos submetidos a cirurgia experimental,
analisando a deposicao do cromoégeno marrom no endotélio
vascular no 14° DPO; Grupos: Controle (A), MMC (B), AT (C)
e AT+MMC (D).

DISCUSSAO

A cascata de cicatrizacdo é um evento
fisiolégico, complexo e dinamico que compreende
uma cascata de diferentes processos intimamente
ligados e ainda nao totalmente compreendidos®.
Para que haja sucesso em longo prazo na cirurgia
fistulante de glaucoma, a cicatrizacdo completa
ndo pode ocorrer. Por isso, a maior limitacdo da
trabeculectomia, é o desenvolvimento de fibrose
na conjuntiva e episclera secundério a proliferacdo
de fibroblastos e depdsito de coldgeno no local da
fistula'. Foram avaliados neste estudo o modulador
padrdo, a mitomicina C, e um modulador
alternativo, o acetato de triancinolona, isolados ou
em associacao em modelo experimental de coelhos.

Houve menores indices pressoéricos ao final
do estudo nos grupos AT+MMC e MMC, mas sem
diferenca entre eles. Contudo ndo ocorreu aumento
pressoérico nos grupos que utilizaram o acetato de

triancinolona. A utilizacdo deste anti-inflamatorio
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na oftalmologia é associada a elevacdo da pressao
intraocular induzida pelo uso de corticoide e
sua injecao pode causar
aumento por varios meses. Acredita-se que isto

subconjuntival este
ocorra secundariamente a reducdo na facilidade
de escoamento do humor aquoso pela malha
trabecular pelo depdsito das particulas do farmaco
no trabeculado®'. Os resultados do presente estudo
estdao em concordancia com Hogewind et al.® que
utilizaram 20mg de AT em seu estudo, também
sem aumento pressorico, sugerindo que o efeito
no aumento da pressao induzido pelo corticoide na
malha trabecular é compensado pela diminuicao
pressorica secundaria a trabeculectomia.

O primeiro relato da utilizacago do AT
como adjuvante na cirurgia do glaucoma foi feito
por Giangiacomo et al.’, em 1986, que relataram
87,5% de sucesso cirurgico e bolhas difusas ao final
do acompanhamento, sugerindo efeito positivo
do AT na modulacdo da cicatrizacdo. No presente
estudo, quando o AT foi utilizado em monoterapia
ndo demostrou bons resultados em relacdo a
associacdo e a MMC isolada, em discordancia com
Hogewind, que apresentou taxa de sucesso cirirgico
similar entre os grupos no acompanhamento de
cinco anos, sugerindo que AT isolado poderia ser
usado com adjuvante na cirurgia fistulante®. Esta
diferenca de resultados é justificada pela maior
dosagem utilizada no estudo.

A maioria das publicacbes avaliou o
uso da associacdo AT e MMC. Tham et al.’>, em
série de casos, injetaram AT (1,2mg) diretamente
na ampola filtrante de trés olhos submetidos a
facotrabeculectomia, de trés a trabeculectomia com
MMC, e de cinco a revisao de trabeculectomia com
5-FU. Relataram diminuicdo da Po sem necessidade
de medicacdo até trés meses e ndo observaram

sinais de perda endotelial ou progressao da catarata.
Em 2009, outra série de casos avaliou o uso de AT
retrobulbar (20mg) nas trabeculectomias com MMC.
Apresentaram diminuicao significativa da Po em seis
meses (P<0,001) sem necessidade de medicacdo
hipotensora e ndo houve complicacbes (infeccao,
hipotonia, ulceracdo da conjuntiva)'®. Apesar de
serem apenas relatos de casos, estes resultados
corroboram para o efeito positivo da associacao
desses moduladores na trabeculectomia.

J& em estudo, prospectivo, randomizado
e controlado, avaliou-se a eficacia da injecao
de AT subtenoniana (20mg) no sucesso das
trabeculectomias (com MMCQC)
secundarios. Sucesso completo foi de 65,4% no

em glaucomas

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
significativas de Po no seguimento (p>0,05)"". Os
achados deste estudo foram similares, quando
AT foi associado a MMC nas trabeculectomias, a
recente série retrospectiva de casos que analisou
a administracdo de AT intracameral (0,1-0,3ml,
4mg/ml). O sucesso completo foi de 68,4% no grupo
estudado e 52,4% no grupo controle, ja o0 sucesso
parcial foi de 31,6% e 47,6%, respectivamente.
Também ndo houve aumento das complicacoes
no grupo da AT (p>0.05)". Esses resultados estdo
em concordancia com os encontrados no vigente
estudo que mostraram diminuicdo pressorica
nos pos-operatério e bom aspecto clinico da
trabeculectomia no grupo AT+MMC, mas com
resultados similares ao grupo que utilizou MMC
isolado.

Nao identificamos estudos  prévios
relatando o efeito na cascata de cicatrizacdo do AT
e AT+MMC na trabeculectomia em coelhos. Em
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estudo experimental que utilizou outro corticoide,
a dexametasona em forma de implante intravitreo,
como adjuvante a trabeculectomia, houve menor
depdsito de colageno e maior sobrevida da cirurgia
em relacdo ao grupo controle, contudo o grupo
da MMC apresentou melhores resultados'™. Esses
resultados em associacdo aos presentes achados
reforcam a acao positiva dos corticoides na
modulacao da cicatrizacdo na cirurgia do glaucoma,
contudo, tanto a dexametasona quanto o acetato de
triancinolona ndo foram superiores ao antifibrético
padrao, a MMC. Entretanto, ndo houve avaliacdo da
associacao dos adjuvantes, como no vigente estudo,
gue analisou a associacao AT+MMC, mostrando
maior modulacdo da cicatrizacao do que estes
agentes isolados nas fases inicial e intermediaria,
tanto em relacado ao infiltrado inflamatério quanto
a resposta vascular. Isto é corroborado por
relatos de que o uso tépico de corticoide no pos-
operatorio aumenta significativamente o sucesso
cirurgico por inibicdo da cicatrizacdo de feridas
como resultado da supressdao da inflamacdo e
proliferacdo de fibroblastos?°, assim como, também
por pesquisa em seres humanos, através de cultura
de fibroblasto da capsula de Tenon, que mostraram
gue os corticoides inibem a ligacdo e a proliferacao
celular?'. Contudo, o resultado nao promissor do
AT isolado e o bom resultado do AT+MMC apenas
até a fase intermediaria neste modelo animal pode
ser justificado pela baixa dosagem de 4mg deste
corticoide.

Esta pesquisa ndo avaliou diretamente
o tempo de sobrevida da bolha filtrante, critério
utilizado em alguns estudos experimentais, definido
por uma aparéncia cicatrizada, plana e vascularizada
da bolha. Contudo, a avaliacdo clinica utilizando
o Sistema de Graduacao da Bolha de Moorfields
analisou a extensao, altura e grau de vascularizacao
do local da cirurgia, e a ma pontuacao desses
parametros, indiretamente, apontaria para o critério
de sobrevida. Outra limitacao foi o nUmero pequeno
de olhos na fase final do estudo, mas este nimero é
semelhante ao de publicacbes prévias'>?2.

Devido a natureza multifatorial da cicatrizacdo
de feridas, é provavel que multiplos agentes, usados
simultaneamente ou sequencialmente, possam ser
necessarios para a modulacao ideal. A associacdo
da MMC ao acetato de triancinolona, nos resultados
vigentes, aponta para acdo sinérgica entre esses
agentes, com bolhas mais amplas e difusas, menor
infiltrado inflamatorio e menor proliferacao vascular
em estagio intermediario do acompanhamento neste
modelo animal.

Os resultados satisfatérios do presente
estudo como também os j& publicados em relagao
ao uso de AT como adjuvante as trabeculectomias
devem, no entanto, ser considerados com cautela.
Ainda sao necessarios ensaios clinicos prospectivos
multicéntricos de longo acompanhamento com
objetivo de avaliar, dose e via de administracao
ideais que produzam o melhor resultado cirdrgico
com minimos efeitos colaterais.
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ABSTRACT

Objective: to study the efficacy and safety of the use of subconjunctival triamcinolone acetate alone or in combination
with mitomycin C as a modulator of trabeculectomy healing in rabbits. Methods: we submitted thirty male, albino,
New Zealand rabbits to bilateral trabeculectomy. We divided the animals into four experimental groups with 15 eyes per
group: control, mitomycin C, triamcinolone acetate and triamcinolone acetate + mitomycin C. We performed aplanation
tonometry and clinical analysis of the bleb through the Moorfields Graduation System in the postoperative period. For
the evaluation of healing, we carried out the quantitative analysis of the inflammatory infiltrate (polymorphonuclear)
through Hematoxylin & Eosin staining, and vascular proliferation, through immunohistochemistry. Results: we observed a
significant decrease in postoperative intraocular pressure in all groups compared with the preoperative pressure (p<0.001).
However, there was no difference between groups (p=0.186). The triamcinolone + mitomycin C acetate group presented
better indices as for the maximum bleb height and vascularization of the bleb central area (p=0.001); in addition, there
was a lower inflammatory response (p=0.001) and lower vascular proliferation (p=0.001) in the intermediate phase of
the study compared with the monotherapies. Conclusion: the combination of mitomycin C and triamcinolone acetate
resulted in a synergistic action between these agents, with broader and more diffuse blebs, less inflammatory infiltrate

and less vascular proliferation in the intermediate stages of follow-up in this animal model.

Keywords: Glaucoma. Wound Healing. Antimitotic Agents. Trabeculectomy. Ophthalmologic Surgical Procedures.
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