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Resumo

FERREIRA, J.L.M. Efeito do &cido rosmarinico sobre parametros
cicatriciais relacionados a cirurgia antiglaucomatosa experimental. 124f.
2015. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2015.

Introducéo: A cicatrizacdo subconjuntival excessiva € a maior causa de falha
cirdrgica no glaucoma. Uma vez que o acido rosmarinico apresenta acao
antifibrética, é interessante avaliar seu uso como adjuvante na cirurgia filtrante
do glaucoma. Objetivos: Comparar os achados clinicos e histopatoldgicos e a
expressao génica de fatores relacionados a cicatrizacao tecidual entre coelhos
submetidos a cirurgia antiglaucomatosa experimental (CAGE) e tratados com
injecdes subconjuntivais de &cido rosmarinico ou com inje¢cdes de solugdo
salina 0,9%. Material e Métodos: Estudo experimental intervencionista, do tipo
ensaio clinico randomizado, no qual 41 coelhos New Zealand foram
submetidos a CAGE no olho direito e divididos em dois grupos de tratamento:
grupo A (n=21), tratados com injecdes subconjuntivais de 0,1 ml de solugéo
salina 0,9% e grupo B (n=20), tratados com inje¢cdes subconjuntivais de 0,1 ml
de acido rosmarinico 15 mg/ml (3 dias antes da cirurgia, ao final desta e a cada
3 dias até a eutanasia). Os efeitos do tratamento foram avaliados com cinco
dias (grupos Al e B1) e com 15 dias (grupos A2 e B2) por meio da avaliacao
da pressao intraocular (PIO) com Tonopen, de aspectos da ampola filtrante
com base no Moorfields Bleb Grading System, do estudo histopatol6gico
(contagem de neutréfilos/campo, vasos/campo, densidade de colageno corado
com Sirius Red, imuno-histoquimica anti-a-actina e anti-VEGF) e do RT-PCR
(colageno tipo 1 alfa-1 — COL1A1l e TGF-B2). As fotomicrografias foram
avaliadas quantitativamente com o software ImageJ® 1.36 (Sirius Red, a-actina
e VEGF) e os dados comparados por testes ndo paramétricos, sendo p<0,05
considerado estatisticamente significativo. Resultados: N&o houve diferenga
significativa nas comparacdes da PIO entre os grupos. Nas avaliagcbes da
ampola filtrante, apenas o grupo B2 apresentou maiores escores de area
central (p=0,0004), area maxima (p=0,0007) e altura (p=0,0239). Os grupos Bl
(p<0,0001) e B2 (p=0,0011) apresentaram escores significativamente menores
no parametro vascularizacdo que 0S seus respectivos controles. Houve
diminuicdo significativa de neutréfilos/campo somente no grupo B2 (p=0,0159).
O numero de vasos/campo também foi significativamente menor nos grupos B1
e B2, em comparacdo aos seus respectivos controles (p=0,0079 e p=0,0345,
respectivamente). Nao foram observadas diferencas significativas na coloracao
com Sirius Red e na imuno-histoquimica para anti-a-actina entre 0s grupos,
porém o grupo Bl apresentou menor marcacdo anti-VEGF (p=0,0190). As
andlises por RT-PCR para TGF-f2 e COL1A1 ndo demonstraram diferengas
entre 0s grupos, com excecdo do grupo B2, que apresentou maior expressao
de COL1A1 quando comparado ao seu controle (p=0,0159). Conclusdes: Os
resultados apontaram para o0s potenciais efeitos anti-inflamatérios e
moduladores da neovascularizagdo do acido rosmarinico em cirurgias
antiglaucomatosas. Apesar do grupo B demonstrar melhor aspecto clinico
(exceto a PIO, que ndo demonstrou diferenca entre os grupos), a acdo
antifibrética do acido rosmarinico ndo péde ser comprovada.

Palavras-chave: Cirurgia filtrante, Glaucoma, Neovascularizagcdo, Acido
rosmarinico, Cicatrizacdo de feridas.
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FERREIRA, J.L.M. Rosmarinic acid effect on healing parameters related to
experimental glaucoma surgery. 124f. 2015. Tese (Doutorado) - Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2015.

Introduction: Excessive subconjunctival scarring is a major cause of surgical
failure in glaucoma. Since rosmarinic acid has antifibrotic action, we evaluate its
usage as an adjunctive treatment to glaucoma filtration surgery. Objectives: To
compare clinical, histopathological and expression of factors related to the
healing process between rabbit underwent experimental glaucoma surgery
(EGS) and treated with subconjunctival injections of rosmarinic acid or with
saline solution 0.9%. Methods: Interventional experimental study (randomized
clinical trial) in which 41 New Zealand rabbits were submitted to EGS in the
right eye and divided into two treatment groups: group A (n=21) - eyes treated
with subconjunctival injections of 0.1 ml of saline solution 0.9% and B (n=20) -
eyes treated with subconjunctival injections of 0.1 ml of rosmarinic acid
15mg/ml (three days prior to surgery, at the end of surgery and every three
days until euthanasia). Treatment effects were assessed after five days (groups
Al and B1) and 15 days (groups A2 and B2) by evaluation of intraocular
pressure (IOP) with Tonopen and bleb characteristics based on the Moorfields
Bleb Grading System, as well as histopathology analysis (neutrophil/field count;
vessels/field count; collagen density after stained with Sirius Red; and anti-a-
actin and anti-VEGF immunohistochemistry) and by RT-PCR (for collagen type
1 alpha 1 - COL1Al1 and TGF-B2). The photomicrographs were evaluated
quantitatively with ImageJ® 1.36 software (Sirius Red, a-actin and VEGF) and
data were compared through non-parametric tests, considering p<0.05 as
statistically significant. Results: No significant difference was observed in IOP
measurements between groups. Group B2 displayed significant higher scores
of bleb central area (p=0.0004), maximum area (p=0.0007) and height
(p=0.0239). Both B1 (p<0.0001) and B2 (p=0.0011) groups presented
significantly lower vascularization scores than their respective controls. A
significant decrease in neutrophils/field counting was observed only in group B2
(p=0.0159), however vessels/field counting was significantly lower in groups B1
and B2, compared to their controls (p=0.0079 and p=0.0345, respectively). No
significant differences were observed in the collagen staining with Sirius Red
and in the anti-a-actin immunohistochemistry between the all groups
comparison, but group B1 displayed lower anti-VEGF measurement (p=0.0190)
than group Al. RT-PCR analysis for TGF-f2 and COL1Al1 showed no
difference between groups, except by group B2, which presented higher
expression of COL1A1, compared to its control (p=0.0159). Conclusions: The
findings point to the potential anti-inflammatory and anti-neovascular effects of
rosmarinic acid in glaucoma surgery. Although group B show better clinical
aspect (except IOP, which showed no difference between groups), the
antifibrotic action of rosmarinic acid could not be proved.

Keywords: Filtration surgery, Glaucoma, Neovascularization, Rosmarinic acid,
Wound healing.
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A cicatrizagdo subconjuntival excessiva € a maior causa de falha
cirirgica no glaucoma e esté relacionada ao mau funcionamento da ampola
filtrante (CORDEIRO et al., 2000a; KHAW et al., 2001). O uso dos agentes
locais antiproliferativos atualmente disponiveis, o 5-fluorouracil (5-FU) e a
mitomicina C (MMC), voltados ao controle da cicatrizagdo poOs-operatoria, é
limitado pelo risco de complicagfes cirdrgicas que podem levar a cegueira, tais
como: vazamento da ampola filtrante, hipotonia e endoftalmite infecciosa
(FRANKS; HITCHINGS, 1991; HIGGINBOTHAM et al.,, 1996; JAMPEL;
PASQUALE, 1992).

Diante dessas dificuldades e da necessidade de novas opcdes de
drogas moduladoras da cicatrizacdo, a quantidade de estudos visando a
descoberta de novos farmacos para o tratamento adjuvante em cirurgias
filtrantes do glaucoma vem crescendo nos ultimos anos, abrindo perspectiva
para a pesquisa de novos agentes moduladores (ARSLAN et al., 2012; LUKE
et al.,, 2010; LUKOWSKI et al., 2013; MIN et al., 2012b; RIBEIRO, 2011;
TURGUT et al., 2014, 2015; ZHONG et al., 2011).

1.1 Glaucoma

O glaucoma pode ser descrito como um grupo de doencas oculares de
etiologia multifatorial, correlacionadas por uma neuropatia Optica caracteristica,
potencialmente progressiva, que apresenta mudancas, geralmente tipicas, na
cabeca do nervo Optico, representativas da degeneracdo de axdnios das
células ganglionares da retina, potencialmente associadas a deformacdo da
lamina crivosa (CASSON et al., 2012). Transcorre com perda no campo visual
correspondente, muitas vezes imperceptiveis ao paciente nos estagios iniciais
da doenca (Figura 1). Enquanto a acuidade visual é inicialmente poupada, a

progressao pode levar a completa perda de visdo (CASSON et al., 2012).
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Figura 1: Correlacdo entre alteragcfes estruturais (fotos superiores com o nervo 6ptico
e a camada de fibras nervosas circunjacente) e funcionais (ilustracdes
inferiores com campos visuais correspondentes as fotos logo acima). A
primeira foto ilustra nervo 6ptico e campo visual normais. Na segunda foto,
com nervo 6ptico glaucomatoso, as setas identificam as les6es na camada
de fibras nervosas (sinal de Hoyt), sendo a lesdo temporal superior, mais
significativa, correspondendo a perda visual nasal inferior da perimetria. A
terceira foto representa um caso avancado da doenca (Adaptado de
WEINREB; AUNG; MEDEIROS, 2014).

1.1.1 Epidemiologia

O glaucoma é a terceira causa de cegueira no mundo (8%), atras da
catarata com 51% e das causas indeterminadas com 21% (PASCOLINI;
MARIOTTI, 2012). Muito embora as causas de cegueira variem de acordo com
as condigbes socioeconbmicas e geograficas da populacdo avaliada, o
glaucoma se mantém como uma das principais causas (RESNIKOFF et al.,
2004). E considerado a principal causa de cegueira irreversivel no mundo,
sendo foco de muitas pesquisas na area de oftalmologia e neurociéncia
(CASSON et al., 2012; DANDONA L.; DANDONA R., 2006; QUIGLEY, 1996). A
sua prevaléncia varia de acordo com a populacdo analisada. No Brasil, em
estudo avaliando individuos acima de 40 anos, observou-se taxa de 3,4%
(SAKATA et al.,, 2007). Na maioria dos casos, a doenca se mantém



Introducdo 29

assintomatica. Levantamentos populacionais sugerem que apenas 10% a 50%
das pessoas com glaucoma sabem que sao portadoras (BUDENZ et al., 2013;
HENNIS et al., 2007; LEITE; SAKATA; MEDEIROS, 2011; ROTCHFORD et al.,
2003; SATHYAMANGALAM et al., 2009). Estima-se que, em 2020, havera 79,6
milndes de pessoas com glaucoma primério de angulo aberto (GPAA) e de
angulo fechado (GPAF), sendo a maioria (74%) portadora do GPAA, e que 5,9
milhdes de pessoas estardo cegas bilateralmente por GPAA e 5,3 milhdes por
GPAF (QUIGLEY; BROMAN, 2006).

1.1.2 Fatores de risco

Diversos fatores de risco foram associados ao glaucoma. Segundo o
Ocular Hypertension Treatment Study (OHTS), a idade, a relacéo
escavacao/disco Optico vertical, as alteracdes no campo visual, a pressao
intraocular (P1O) e a espessura central da coérnea foram os principais fatores
relacionados a evolucédo de hipertenséo ocular para glaucoma (GORDON et al.,
2002; KASS et al., 2002).

O Early Manifest Glaucoma Treatment Trial (EMGT) demonstrou como
fatores preditivos de progressédo do glaucoma: PIO elevada, idade avancada,
presenca de hemorragia na cabeca do nervo Optico, exfoliacdo no cristalino,
ambos os olhos envolvidos e alteragdes avancadas no campo visual (HEIJL et
al., 2002; LESKE et al., 2003).

Os principais fatores de risco envolvidos na incidéncia do GPAA no
Barbados Eye Study Group foram: raca negra, idade avancada, maior PIO,
histéria familiar, fatores vasculares (incluindo baixa pressdo sanguinea sistélica
e, particularmente, baixa pressédo de perfusdo ocular) e espessura central da
cérnea mais fina (LESKE et al., 2008).

A PIO elevada, embora possa fazer parte da definicdo do glaucoma, é
um dos fatores de risco mais consistentemente identificados dentre os
associados ao glaucoma. Além disto, € o mais relevante deles porque € o Unico
sobre o qual se pode atuar terapeuticamente com eficacia, em termos de
prevencado de perdas visuais (AGIS INVESTIGATORS, 2000; GORDON et al.,
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2002; HEIJL et al., 2002; KASS et al., 2002; LESKE et al., 2003, 2008; NOURI-
MAHDAVI et al., 2004).

1.1.3 Fisiopatologia

Embora a fisiopatologia do glaucoma ndo seja completamente
compreendida, o nivel de PIO estad relacionado com a morte das células
ganglionares da retina. A PIO é determinada pelo equilibrio entre a producéo
de humor aquoso pelo corpo ciliar e a sua drenagem através de duas vias
independentes (via malha trabecular e via uveoescleral) (Figura 2). A elevacao
da PIO pode ocorrer por resisténcia de drenagem na malha trabecular (como o
que ocorre no GPAA) ou por obstrucdo pela iris ao acesso a via trabecular
(como acontece no GPAF), sendo a via trabecular considerada a via principal
de drenagem do humor aquoso (WEINREB; AUNG; MEDEIRQOS, 2014; BILL;
HELLSING, 1965; SEIDEL, 1921).

Cornea

~~ Malha
trabecular

Cristalino

¢ Corpo ciliar

Figura 2: Desenho ilustrativo do escoamento do humor aquoso via malha trabecular
ou convencional (A) e via uveoescleral ou ndo convencional (B) (Adaptado
de SCHIMITI; COSTA, 2013).
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A PIO elevada pode causar estresse mecanico sobre as estruturas do
pélo posterior do olho, sobretudo a lamina crivosa e os tecidos adjacentes.
Esse estresse leva a deformacéo e ao remodelamento da lamina crivosa, com
consequente dano aos axbnios do nervo Optico que ai se encontram (dano
mecanico axonal e interrupcdo do transporte axonal retrégrado de fatores
troficos essenciais para as células ganglionares da retina), levando aos
achados fundoscopicos caracteristicos da doenca como, por exemplo, o
aumento da escavacao do nervo optico, a diminuicdo da rima neural, localizada
ou generalizada, e o sinal de Hoyt (Figura 1) (BURGOYNE et al.,, 2005;
FECHTNER; WEINREB, 1994).

A neuropatia optica glaucomatosa, que ocorre em individuos com PIO
considerada dentro da normalidade (denominado de glaucoma de pressao
normal), ndo est4 completamente esclarecida em termos fisiopatologicos. Pode
ser decorrente de baixa pressdo do fluido cérebroespinhal nas imediacfes do
espaco subaracnoide do nervo Optico, resultando em elevado gradiente de
pressdo ao longo da lamina crivosa. A microcirculacao prejudicada, alteracao
da imunidade, excitotoxicidade e 0 estresse oxidativo também podem estar
envolvidos na fisiopatologia do glaucoma (ALMASIEH et al., 2012; WANG et
al., 2012).

O glaucoma apresenta grande heterogeneidade genética. Alteracdes em
diferentes genes podem levar ao mesmo fendétipo, enquanto que variantes no
mesmo gene podem levar a diferentes fenotipos (ELMALLAH; ALLINGHAM,
2009). Até o momento, 25 loci foram associados ao GPAA e, destes, apenas 0s
genes MYOC, OPTN e WDR36 foram identificados (RAY; MOOKHERJEE,
2009). O padrédo de heranca predominante é o poligénico multifatorial, no
entanto, casos de heranca mendeliana ja foram descritas (TAKAMOTO;
ARAIE, 2014).
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1.1.4 Diagndéstico

O diagnostico pode ser realizado durante o exame oftalmologico de
rotina, associado a exames complementares, sendo consideradas
fundamentais as seguintes ferramentas semiologicas:

¢ A tonometria (medida da PIO): o método de aplanacéo da cornea € o
mais utilizado, com afericdo apresentada em milimetros de mercurio
(mmHg) (tondmetro de Goldman, considerado padrdo ouro, e 0s
aparelhos portateis, como o Perkins e o Tonopen) (HAMARD, 2010;
KOTECHA; LIM; GARWAY-HEATH, 2009).

e A gonioscopia, para a observagdo do angulo da camara anterior.
Importante passo para a classificagdo da doenca (HAMARD, 2007;
SALMON, 2009).

eA avaliacdo fundoscopica, para investigacdo de mudancas
estruturais na cabeca do nervo oOptico (JONAS, 2009; JONAS;
BUDDE; PANDA-JONAS, 1999).

Os exames complementares, comumente utilizados na investigacéo
diagnéstica do glaucoma, visam a avaliacdo funcional e estrutural do dano
glaucomatoso. A perimetria computadorizada, para apreciacdo do campo
visual, é o padrdo ouro para acompanhamento e investigacdo da progressao
da doenca. E considerado o principal exame voltado & andlise funcional do
comprometimento glaucomatoso (Figura 1, imagens inferiores) (NOURI-
MAHDAVI et al., 2011; TATHAM; WEINREB; MEDEIROS, 2014).

Sdo ferramentas empregadas para a analise estrutural do dano
glaucomatoso: a retinografia (documentacdo do nervo Optico por meio de
fotografias ou estereofotografias) (Figura 1, imagens superiores); a tomografia
de coeréncia optica (OCT - Optical Coherence Tomography, faz avaliacéo
quantitativa da espessura da camada de fibras nervosas da retina e da cabeca
do nervo Optico, ferramenta importante para o diagnostico precoce); o0
tomégrafo de varredura a LASER (HRT - Heidelberg Retina Tomograph), um

topdgrafo que reconstrdi por planos o disco éptico; e o polarimetro de varredura
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a LASER (GDx), que mede a espessura da camada de fibras nervosas da
retina peripapilar por polarimetria, esses dois ultimos também fornecem a
analise quantitativa (NOURI-MAHDAVI; CAPRIOLI, 2014; TATHAM;
WEINREB; MEDEIROS, 2014).

A paquimetria é um importante exame complementar utilizado para a
medida da espessura central da cornea. E importante na propedéutica do
glaucoma pois, de modo geral, cOrneas espessas podem hiperestimar e as
finas hipoestimar a medida da PIO (DOUGHTY; ZAMAN, 2000; MEDEIROS et
al., 2003).

1.1.5 Classificacao

O glaucoma pode ser classificado, de acordo com a etilologia, em
primdrio (a causa para o glaucoma nado € identificada) ou secundario (fator
causal conhecido). De acordo com o aspecto anatdmico do seio camerular, o

glaucoma pode ser denominado aberto, fechado ou congénito. Segundo a

evolucdo clinica da doenca, classifica-se, ainda, em agudo (inicio abrupto e
sintomatologia, por vezes, exuberante) ou crénico (inicio insidioso com
evolucdo lenta e, na maioria dos casos, assintomatico) (CASSON et al., 2012;
PAULA, 2012). Maiores detalhes e outras classificacbes nado serao
apresentadas aqui, mas sdo importantes para o0 correto diagnéstico e
tratamento dos pacientes (CASSON et al., 2012; FOSTER et al., 2002).

1.1.6 Tratamento

Segundo a Academia Americana de Oftalmologia, e outros consensos
disponiveis, recomenda-se reduzir a PIO para um nivel alvo (PIO ALVO), que é
um valor ou intervalo de valores em que se considera que a taxa de progressao
da doenca sera retardada o suficiente para evitar o comprometimento funcional
pela doenca (AMERICAN ACADEMY OF OPHTHALMOLOGY, 2010;
EUROPEAN GLAUCOMA SOCIETY, 2008; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
GLAUCOMA, 2009). A PIO ALVO ¢é estabelecida a partir do nivel de PIO antes
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do tratamento (PIO BASAL), a gravidade dos danos, fatores de risco para a
progresséo, a expectativa de vida do paciente e potenciais efeitos adversos ao
tratamento. Em geral, o alvo inicial sugere reducédo de 20% a 50% na PIO
BASAL. No entanto, a PIO ALVO precisa ser continuamente reavaliada durante
0 acompanhamento do paciente, podendo ser ajustada de acordo com a
progresséo da doenca (AMERICAN ACADEMY OF OPHTHALMOLOGY, 2010;
CLEMENT; BHARTIYA; SHAARAWY, 2014).

Na maioria dos casos, o tratamento clinico é suficiente para o controle
da doenca. S&o utilizados, inicialmente, colirios de instilacdo diaria e continua,
em monoterapia, evoluindo para associacdo de colirios, de acordo com as
especificidades de cada paciente. Nos casos agudos, em que 0s colirios néo
sao suficientes para baixar a PIO, ainda utilizam-se medicamentos de uso oral
(acetazolamida) ou endovenoso (manitol), por curto periodo de tempo. As
classes farmacoldgicas, atualmente disponiveis comercialmente para uso
tépico, sdo: os colinérgicos, os beta (B) - bloqueadores, os alfa (a) - agonistas,
os inibidores da anidrase carbbnica e os analogos da prostaglandina. Os
mecanismos de acao sdo variaveis, todos agindo com a finalidade de diminuir a
PIO visando, dessa forma, impedir a progressédo do glaucoma (AMERICAN
ACADEMY OF OPHTHALMOLOGY, 2010; CLEMENT; BHARTIYA;
SHAARAWY, 2014).

A PIO ALVO deve ser alcangada com o minimo de medicamentos e
efeitos colaterais. A escolha da droga pode ser influenciada pela eficacia,
custo, efeitos adversos e esquemas de dosagem. Quando o tratamento clinico
nao alcancar a PIO ALVO, a cirurgia, a LASER ou incisional, esta indicada
(AMERICAN ACADEMY OF OPHTHALMOLOGY, 2010; WEINREB; AUNG;
MEDEIROS, 2014).

As técnicas a LASER mais comumente realizadas sdo: a
trabeculoplastia (GLAUCOMA LASER TRIAL RESEARCH GROUP, 1995), a
iridoplastia (NG; ANG; AZUARA-BLANCO, 2012), a iridotomia (CUMBA et al.,
2013) e a ciclofotocoagulacéo, por via transescleral ou por via endoscopica

(ISHIDA, 2013), cada qual com indicacfes especificas.
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Atualmente, existem algumas opcdes de técnicas cirdrgicas incisionais
para o glaucoma. A goniotomia e a trabeculotomia s&o procedimentos né&o
fistulizantes, empregados no tratamento do glaucoma congénito (SHARAAWY;
BHARTIYA, 2011). A viscocanalostomia, a canaloplastia, a esclerectomia
profunda ndo penetrante (ELDALY et al., 2014; RULLI et al., 2013; WEINREB,;
AUNG; MEDEIROS, 2014) e os implantes de drenagem sé&o técnicas utilizadas
como alternativa a trabeculectomia (TREC). Todavia, a TREC ainda é a
modalidade cirdrgica mais empregada no tratamento do glaucoma
(SHARAAWY; BHARTIYA, 2011; WEINREB; AUNG; MEDEIROS, 2014).

1.1.7 Trabeculectomia (TREC)

Segundo Mello e Teixeira (2013), “a TREC € uma cirurgia fistulizante (a
fistula comunica a regido intraocular com a extraocular), também denominada
filtrante (0o humor aquoso é redirecionado para a regido subtenoniana, onde vai

ser absorvido, ou seja, filtrado, alcancando a circulacéo venosa)” (Figura 3).

A Ampola
filtrante

Figura 3: Montagem demonstrando as alteracGes anatdémicas alcangcadas por meio da
TREC, evidenciando a nova via de drenagem do humor aquoso criada pela
cirurgia (A) (Adaptado de JONES; SHETTY; SPAETH, 2008). A seta preta
aponta para a ampola filtrante, vista ao final da cirurgia (B) (Adaptado de
FELLMAN, 2009).



Introducdo 36

A TREC foi descrita pela primeira vez em 1968 por John Edward Cairns
(CAIRNS, 1968). A época, a nova cirurgia mostrou-se superior as antigas por
promover o restabelecimento mais precoce da camara anterior, com menor
taxa de complicacbes no pos-operatorio. Desde entdo, varias modificacdes da
técnica original surgiram. Foi aperfeicoada, a partir de 1982, com o0 uso de
antimetabolitos como o 5-FU e a MMC, e tecnicamente modificada por Peng
Khaw a partir de 2000 tornando-se, assim, um procedimento mais seguro e
eficaz (ALMEIDA; COHEN, 2008; CAIRNS, 1968; KHAW; WELLS, 2001).

Preferencialmente, opta-se pelos sitios cirdrgicos localizados nas
regides conjuntivais superior, nasal ou temporal do globo ocular. A sutura de
tracdo corneana exp0e a regido a ser operada, de forma que a disseccdo da
conjuntiva seja extensa, realizando o retalho conjuntival de base férnice.
Depois de adequada cauterizacdo dos vasos, um retalho escleral de base
limbica é confeccionado com parte da espessura escleral, de forma que o fluxo
de humor aquoso seja direcionado posteriormente. A aplicacdo de MMC nas
concentracfes de 0,2 a 0,4 mg/ml é recomendada durante um a trés minutos,
personalizada para cada caso. A TREC (ou seja, a retirada em bloco de toda a
espessura da esclera e do trabeculado, deixando pequeno orificio
comunicando a camara anterior do olho com a regido externa do mesmo) €&
realizada, seguida pela iridectomia periférica e, entdo, pelas suturas esclerais
ajustadas no retalho escleral e a conjuntiva suturada para formagéao da ampola
filtrante (SHARAAWY; BHARTIYA, 2011). Ainda pode ser realizado um retalho
escleral retangular com duas suturas fixas nas bordas e ser colocada
substancia viscoelastica para manter a camara anterior. Mesmo com 0s
cuidados descritos, a quantidade de filtragdo do humor aquoso € variavel. A
hiperfiltracdo pode resultar numa camara anterior rasa, maculopatia hipotonica,
descolamento ou hemorragia da coroide e catarata (EDMUNDS et al., 2002). A
necessidade de massagem ocular ou lise de sutura s&o, por vezes,
necessarias para obter uma baixa P10 pés-operatoéria. Esta lise de sutura ndo €
previsivel em termos de resultado, algumas vezes impossivel de realizar e
pode resultar em drenagem excessiva e hipotonia subsequente. A camara

anterior rasa e a hipotonia durante a cirurgia aumentam o risco de
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complicagbes como: hemorragia de coroide, descompensagao corneana e
piora visual (STALMANS et al., 2006).

A TREC preconizada por Peng Khaw implica no uso de suturas
removiveis e ajustaveis, um mantenedor de camara anterior e a utilizacdo do
punch para a realizacdo da TREC. Esta técnica tem varias vantagens. A
utilizacdo do punch produz uma abertura padrdo, apés a TREC, e o
ajustamento pos-operatorio das suturas permite melhor controle da filtrac&o.
Durante a cirurgia, a camara anterior € mantida por irrigacdo continua de
solucdo salina balanceada. Dessa forma, a hipotonia € evitada. De modo geral,
esta nova técnica pode apresentar resultado melhor e mais seguro apdés a
cirurgia filtrante (STALMANS et al., 2006; WELLS; BUNCE; KHAW, 2004). Ela
foi avaliada em longo prazo e a taxa de complicacbes pos-operatdrias foi rara:
camara anterior rasa (1,8%), vazamento da ampola (0%), hipotonia (1,5%) e
descolamento de coroide (8,9%) (STALMANS et al., 2006).

O uso de antifibréticos (a saber, o 5-FU e a MMC) esta associado com
maior incidéncia de complicacfes, mas evitar 0 seu uso pode resultar em taxa
mais elevada de insucesso, em curto prazo (SHARAAWY; BHARTIYA, 2011).
Os resultados do Collaborative Initial Glaucoma Treatment Study (CIGTS)
indicaram que a TREC, com ou sem o uso de antifibréticos, era equivalente a
terapia medicamentosa para o GPAA em cinco anos de acompanhamento.
Embora a TREC tenha demonstrado niveis mais baixos de PIO do que o
tratamento a LASER e a terapia medicamentosa, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos na avaliagdo de progressdo no campo visual
(LICHTER et al., 2001).

O Advanced Glaucoma Intervention Study (AGIS) avaliou, em longo
prazo, pacientes com glaucoma avancado que nao alcancavam o controle
medicamentoso, comparando o0s resultados de duas sequéncias de
tratamentos cirargicos. Uma sequéncia comegou com a trabeculoplastia a
LASER, seguida pela TREC e por uma segunda TREC, se houvesse falhas
subsequentes. A outra sequéncia comecou com a TREC, seguida pela
trabeculoplastia a LASER e por uma segunda TREC, na existéncia de falhas
(EDERER; GAASTERLAND; SULLIVAN, 1994). Os dados do AGIS sobre a
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perda de campo visual, perda de acuidade visual, PIO elevada e taxa de falha
das intervencdes cirlrgicas iniciais sugerem a hipdtese de que uma
intervencao inicial com a TREC retardaria a progressao do glaucoma de forma
mais eficaz nos olhos dos pacientes de raca branca, comparado com os de
raga negra. Enquanto que a intervengéo inicial com a trabeculoplastia a LASER
poderia ser mais eficaz para o0s pacientes de raca negra (AGIS
INVESTIGATORS, 1998, 2001).

A taxa de sucesso da TREC depende ndo somente do tipo de glaucoma,
mas também da raca, idade, cirurgias oculares prévias e presenca de outras
doencas oftalmologicas. Esses fatores de risco parecem estimular maior fibrose
conjuntival pos-TREC. Pacientes idosos usualmente tem maior taxa de
sucesso do que os jovens. Individuos da raca negra, e em menor grau
hispanicos, tem menor taxa de sucesso do que os caucasianos. O resultado é
melhor em olhos que nunca foram submetidos a cirurgias. Glaucomas
secundarios, como o0 neovascular, traumatico ou inflamatodrio, aumentam a taxa
de insucesso da TREC (HAWKER; BROADWAY, 2009; KHAW et al., 2001).

Na TREC, um pdés-operatorio cuidadoso € fundamental para o sucesso e
pode ser mais desafiador que o préprio procedimento, uma vez que a técnica
ainda estd associada a um grande numero de complicacbes (HAYNES;
ALWARD, 1999).

1.1.8 Modelos de estudo da cirurgia antiglaucomatosa

Um protocolo experimental, qualquer que seja, implica na interacdo de
agentes, sejam eles fisicos, quimicos ou biolégicos (cultura de células, 6rgaos
isolados e animais). O modelo animal a ser escolhido deve ser aquele que
melhor responda ao experimento, possibilite sua reprodugédo de maneira que
gualguer pesquisador possa ter acesso aos mesmos resultados e permita
transposicdo dos seus achados para estudos mais complexos ou aplicados
(ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002; PINTO; ROCHA, [s.d.]).

Alguns poucos modelos experimentais no glaucoma utilizam macacos,

em que se realiza a TREC convencional, com indug&o ou ndo do glaucoma nos
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olhos desses animais, antes do procedimento cirlrgico. A avaliacdo poés-
operatoria é realizada semelhante a avaliacdo clinica em humanos, em alguns
estudos procedendo-se a enucleacdo do olho para analise histoldgica do sitio
cirdrgico e para a cultura de células (BAIR; CHEN, 1997; HERSCHLER, 1990;
PASQUALE et al., 1992; YE et al., 2010).

Alguns animais mais distantes do homem podem apresentar grau de
semelhanca suficiente para serem usados em pesquisas no glaucoma.
Considerados animais de laboratério (camundongos, ratos, hamsters, cobaias
e coelhos), sdo de facil manutencdo e observacao, permitindo que se trabalhe
com uma amostra maior. Dessa forma, sdo mais comumente utilizados nos
estudos experimentais intervencionistas (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002;
PINTO; ROCHA, [s.d.]).

Os modelos de cirurgia filtrante em camundongos diferem do humano
por ndo haver a confeccdo de retalho escleral, uma vez que a esclera desses
animais € muito fina. A técnica simplificada envolve a formacdo da ampola
cirdrgica através da disseccao conjuntival e criacao de fistula com a ajuda de
uma agulha que perfaz a comunicagdo da camara anterior com 0 espago
subconjuntival. Experimentos envolvendo esses animais se tornam vantajosos
pela grande disponibilidade de reagentes essenciais, como 0s anticorpos
utilizados na avaliacdo histopatologica da cicatrizagcdo conjuntival, além da
facilidade de investigacdo da terapia genética, uma vez que o genoma do
camundongo ja foi mapeado e sequenciado (SEET et al., 2011).

Em ratos existe o0 modelo de cirurgia fistulizante semelhante ao realizado
em coelhos, mais préximo do realizado em humanos, através da implantacéo
de um tubo de silicone que drena o humor aquoso para 0O espago
subconjuntival, resultando em uma ampola de filtracdo suficientemente mais
longa para caracterizar a faléncia cirargica (SHERWOOD et al., 2004).

O coelho tem sido o animal mais extensivamente utilizado para o estudo
da resposta cicatricial da cirurgia fistulizante do glaucoma, sob o ponto de vista
clinico e histolégico, devido ao custo-efetividade e a estrutura ocular
relativamente grande, facilitando a manipulacdo cirargica (SEET et al., 2011).

Cordeiro et al. (1997) descreveram um novo modelo de cirurgia filtrante no
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coelho. Este modelo foi projetado para investigar especificamente a resposta
cicatricial do tecido subconjuntival, mantendo a esclerotomia patente com o
auxilio de uma céanula de plastico de 22-gauge, anulando, assim, o efeito da
cicatrizacdo escleral e direcionando a area de tratamento da droga estudada
para a superficie interna da conjuntiva.

Comparando com os humanos, o processo cicatricial em coelhos é mais
agressivo e a faléncia da ampola filtrante € mais precoce, geralmente dentro de
15 dias apoOs a cirurgia, se ndo ha aplicacdo de antimetabdlitos. Portanto,
tratamentos que modulam a cicatrizacdo em coelhos devem ser benéficos em
seres humanos, que geralmente tém uma resposta cicatricial menos
pronunciada (SHERWOOD et al.,, 2004). No entanto, alguns aspectos da
cirurgia fistulizante ndo podem ser examinados detalhadamente nestes
animais, pela relativamente limitada disponibilidade de reagentes,
medicamentos e outros materiais especificos e de arranjos voltados ao estudo

da expresséo dos genes (SEET et al., 2011).

1.2 O processo cicatricial

A cicatrizacdo de feridas € um processo dindmico e interativo
envolvendo mediadores sollveis, células sanguineas, matriz extracelular
(MEC) e células parenquimatosas (LOCKWOOD; BROCCHINI; KHAW, 2013;
SINGER; CLARK, 1999). Consiste em uma série de eventos que se
sobrepbem, destacando as seguintes fases: coagulacdo, inflamacéo,
proliferacdo celular e remodelacdo tecidual (VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ,
2009) (Figuras 4 e 5). O conteudo presente na descricdo de cada subitem a
seguir se baseou na descricdo de Lama e Fechtner (2003), Seibold, Sherwood
e Kahook (2012) e Wells, Wong e Crowston (2009) sobre o processo cicatricial
na cirurgia do glaucoma, complementado com a descricdo de Kumar, Abbas e
Fausto (2005) a respeito da cicatrizacdo dos tecidos em geral. Ndo estdo

apresentados abaixo detalhes relacionados a primeira fase, de leséo tecidual,
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0S quais estdo relacionados a cirurgia, discutida durante este texto. Iniciou-se,

assim, a descricdo de eventos que se seguem a esta fase.
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Figura 4: Esquema simplicado da cicatrizagdo conjuntival (Adaptado de WELLS;
WONG; CROWSTON, 2009).

A)Coagulacdo: a incisdo dos vasos leva ao escape de células do
sangue, plaquetas e proteinas do plasma, incluindo a fibrina, a
fibronectina e o plasminogénio. Hormonios locais tais como a
histamina, a serotonina, as prostaglandinas e os leucotrienos também
sado liberados no local. Esses fatores podem modificar a
permeabilidade vascular, bem como aumentar e regular a resposta

inflamatoria. Eles também tém um impacto significativo sobre a
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atividade dos fibroblastos em fases posteriores da cicatrizagdo. As
plaguetas comegam a agregar no local da les&o e, uma vez ativadas,
desempenham papel crucial nas etapas posteriores da cicatrizacao,
através da liberacdo de varias substancias quimicas e fatores de
crescimento. Dentre essas, a serotonina, o tromboxano A2, a
trombina e o fator de ativagdo plaquetaria servem para perpetuar o
processo de coagulacdo. O fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF), o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF),
o fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) e o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) tém papéis importantes na
futura deposicéo de coldgeno e na angiogénese. As quimiocinas e as
citocinas também sdo liberadas para servir como potentes
quimioatratores inflamatdrios, tais como o fator de transformacgéo do
crescimento beta (TGF-B; e TGF-B,), a interleucina (IL-1 e IL-8) e a
proteina inflamatéria de macréfagos (MIP-1a e MIP-2). O fator
plaquetario 4, também liberado em grande quantidade pelas
plaguetas, funciona como uma proteina quimiotatica para mondcitos e
neutréfilos e também tem atividade imunorreguladora. Ao mesmo
tempo, os fatores de coagulacdo sdo ativados e a cascata de
coagulacdo progride até a conversdo, mediada pela trombina, de
fibrinogénio em fibrina, evoluindo para a formacdo de um coagulo
progressivamente estavel pelas ligagcbes cruzadas no tampao

plaquetario.

B) Inflamacgé&o: é iniciada pela chegada de neutréfilos e mondcitos no
local da ferida. Os neutréfilos s&o encontrados no tecido
subconjuntival minutos apés a lesdo, com um pico em torno de 48
horas. Quando ativados, liberam enzimas proteoliticas, colagenase e
elastase, auxiliando, dessa forma, sua penetracdo através da
membrana basal endotelial. Eles fagocitam bactérias e particulas
estranhas e, consequentemente, limpam a ferida através da digestao

da MEC, mediada por proteases. Os mondcitos diferenciam-se em
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macréfagos, amplamente na presenca de TGF-B. Os macrofagos
ativados, além da fagocitose ajudando no debridamento do tecido,
também desempenham papel fundamental na regulacdo da
cicatrizacdo, produzindo uma variedade de citocinas e fatores de
crescimento [PDGF, TGF-B, fator de crescimento epidérmico (EGF) e
fator de crescimento de fibroblasto (FGF)] e interagem com os
linfécitos e fibroblastos. Os macrofagos sdo necessarios para a
adequada ativacdo dos fibroblastos. Outra célula inflamatoria
essencial, o linfécito T, que chega por volta do quinto dia,
desempenha dupla fungdo na regulacdo da cicatrizacdo de feridas.
No inicio do periodo inflamatoério, os linfocitos T estimulam os
fibroblastos, os macrofagos e as células endoteliais, enquanto que,
em fases posteriores, diminui a atividade dessas células. As citocinas
liberadas pelo linfocito T incluem PDGF, TGF-B, IL-4 e interferon-
gama (IFN-y).

C)Proliferacdo celular: O local mais superficial de proliferacao celular
na cicatrizacdo € a formacédo do epitélio na borda da incisdo. Este é
um passo importante e onde ndo se deseja a modulacdo da
cicatrizacdo normal, pois resultaria na deiscéncia de suturas e, por
conseguinte, no vazamento da ampola filtrante e predisposicao a
infeccdo. Inicia-se horas apds a incisdo pela reaproximacdo das
bordas da ferida, com a modificacdo estrutural da célula conjuntival,
favorecendo a migracéo dessas células. Por baixo do epitélio, o tecido
de granulagcdo continua a se formar. O tipo principal de célula
implicado nesse processo € o fibroblasto, que chega ao local da leséao
em torno de 24 horas. Ele sintetiza o colageno, a elastina, o
glicosaminoglicano e a fibronectina para criar a MEC, composta por
tecido conjuntivo frouxo. O PDGF estimula os fibroblastos e as células
inflamatdrias a liberarem TGF-B, que, por sua vez, através de sua
acao autocrina, estimula outros fibroblastos a aumentarem a producéo

de colageno. Alguns fibroblastos também se diferenciam em
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miofibroblastos, com capacidade contratil semelhante as células do
musculo liso; desempenhando, dessa forma, importante papel na
contracdo da ferida e no seu fechamento, além de contribuir para a
producdo de MEC. O tecido cicatricial imaturo inicial é ainda
remodelado através da liberacdo de metaloproteinases da matriz
extracelular (MMP) a partir dos fibroblastos e dos macrofagos,
ajudando a degradar a MEC, criando um caminho para a migracao de
fibroblastos através do coagulo de fibrina e do tecido de granulacéo
recém-criado. Logo apdés a formacdo da ferida, a angiogénese
também se inicia mediada por fatores pro-angiogénicos, como o
VEGF e o FGF- secretados pelos macréfagos e pelas plaquetas. As
células endoteliais vasculares proliferam para formar brotos capilares
imaturos que, eventualmente, unem-se para formar leitos capilares
maduros. A combinac¢do do tecido conjuntivo recém-formado com os

vasos sanguineos constitui o tecido de granulacao inicial.

D)Remodelacédo tecidual: Na fase final da cicatrizagdo, o tecido
fibrovascular imaturo é remodelado para uma cicatriz madura. Os
ativadores de plasminogénio e as MMP degradam a MEC através da
remocdo do &cido hialurbnico e da fibronectina. Varios tipos de
células inflamatérias (incluindo fibroblastos, neutréfilos e macréfagos)
podem sintetizar MMP no local da ferida. As MMP s&o inibidas por
uma familia de inibidores teciduais especificos das metaloproteinases
(TIMPs), produzidos pela maioria das células mesenquimatosas,
prevenindo, assim, a acdo descontrolada dessas proteases. Os
proteoglicanos sdo depositados e o colageno tipo Il € substituido por
colageno tipo I, assim como o numero de fibroblastos diminui
lentamente. Durante as préximas semanas a meses, 0 colageno sofre
ligacbes cruzadas e é desidratado para maior resisténcia a tracao.
Assim, ocorre a transicdo de um tecido de granulacdo altamente
celular para uma cicatriz hipocelular densa. Um acontecimento

importante nesta fase é a morte celular dos fibroblastos por apoptose.
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O tempo é fundamental, pois a apoptose precoce pode levar ao
fechamento insuficiente da ferida e o atraso na apoptose dos
fibroblastos pode levar a cicatrizacdo excessiva e a fibrose. A maioria
das cicatrizes normais apresenta minima atividade de fibroblastos, um
ano apos a criacao da ferida. A MMC pode induzir a apoptose do
fibroblasto in vitro, sugerindo que este possa ser 0 mecanismo pelo
qual este agente citotéxico modula a cicatrizacdo. Embora classificada
como uma etapa distinta, a fase de remodelacdo se sobrepbe a
outras fases que se iniciam dentro de dias da lesdo e pode durar
varias semanas. A modulacdo desta fase final ndo é facil,
especialmente com relacdo a época de aplicacdo do agente

modulador.

~ Coagulacéo

— Resposta vascular
Inflamagéo

— Fibroplasia e formacéo do tecido de granulagéo
Remodelacéo

Resposta Relativa

0 \
0 5 10 15 20 25 30
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Figura 5: Representacdo simplificada da duracdo das etapas da cicatrizacdo nos
tecidos em geral (Adaptado de LOCKWOOD; BROCCHINI; KHAW, 2013).

O sucesso da cirurgia fistulizante do glaucoma depende da extensao e
da qualidade da modulagdo da cicatrizagdo que ocorre no pdés-operatorio,
levando em consideracdo que o humor aquoso tem fatores estimuladores de

fibroblastos, como o VEGF, caracteristicamente detectado em concentracao
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aumentada no humor aquoso dos portadores de glaucoma (KHAW et al., 1994;
LI et al., 2009; SEIBOLD; SHERWOOD; KAHOOK, 2012).

Embora a maioria dos cirurgibes almeje o fechamento da ferida e sua
cicatrizacdo definitiva, o cirurgido do glaucoma esforca-se para uma
interrupg@o controlada e cautelosa da formacdo do tecido cicatricial no pos-
operatorio. Durante décadas, tem-se tentado resolver este paradoxo cirlrgico
com agentes que modulam a cicatrizacdo de feridas. Como 0 processo
cicatricial € complexo e prolongado, oferece muitos locais para a potencial
modulagdo (SEIBOLD; SHERWOOD; KAHOOK, 2012), como exemplificado na
Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncia de eventos da cicatrizagdo e possiveis métodos de modulagéo
da cicatrizacdo na cirurgia filtrante do glaucoma. (Adaptado de KHAW et al.,
1994).

EVENTOS MECANISMOS DE MODULACAO

Minimo trauma
Técnica cirargica menos invasiva

Incisdo da conjuntiva, da episclera e da esclera
Dano ao tecido conjuntivo

Hemostasia
Agentes prevenindo ou removendo fibrina

Liberacao de proteinas do plasma e do sangue
Ativacao da coagulacdo e do complemento

Liberacéo de fatores de crescimento no sangue

Quebra da barreia hematoaquosa

Liberacdo de fatores do crescimento no humor
aquoso

Migracgéo e proliferagdo de neutrofilos, macrofagos
e linfocitos

Migracgéo e proliferacdo de fibroblastos

Contracao da ferida
Sintese de colageno,
fibronectina pelo fibroblasto
Modificagdo do colageno (ligagdes covalentes)
Migracéo e proliferacdo de células endoteliais para
formacgé&o de novos vasos
Sintese continuada de colageno
Resolugcdo da cicatrizagéo,
desaparecimento dos fibroblastos
Cicatriz subconjuntival fibrosa

glicosaminoglicano e

apoptose e o0

Antagonistas da producéo/ativacdo dos fatores de
crescimento, anticorpos para fatores de
crescimento ou seus receptores

Agentes que estabilizam a barreira hematoaquosa

Antagonistas dos fatores de crescimento
Agentes antiinflamatérios

Agentes antiproliferativos

Agentes antiproliferativos

Drogas que agem inibindo a contracdo da ferida
Drogas que inibem essa ligacédo covalente

Inibidores da angiogenese

Antimetabdlitos
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1.2.1 Drogas moduladoras da cicatrizagao
O uso prolongado de medicagdo hipotensora ocular tépica provoca
estado inflamatorio cronico da capsula de Tenon, com consequente
proliferacéo fibroblastica excessiva (ALMEIDA; COHEN, 2008; BAUDOUIN et
al., 1994; BROADWAY et al., 1994; MASTROPASQUA et al., 2013). Dessa
forma, iniciaram-se pesquisas para o0 desenvolvimento de agentes
antifibroticos com o intuito de melhorar os resultados em olhos refratarios a
TREC. Foram realizados ensaios com penicilamina-D (MCGUIGAN; COOK;
YABLONSKI, 1986), B-aminopropionitrila (MCGUIGAN et al.,, 1987),
corticosteroides (NGUYEN; LEE, 1992; GIANGIACOMO; DUEKER;
ADELSTEIN, 1986), com sucesso limitado (ALMEIDA; COHEN, 2008).
¢5- FLUOROURACIL (5-FU): E um agente quimioterapico, analogo da
pirimidina, que age bloqueando a sintese de DNA inibindo, assim, a
proliferacéo fibroblastica (SHAPIRO et al., 1985; VAN BERGEN et al.,
2014). Foi o primeiro antimetabdlito utilizado em 1982 por Makoto
Araie, através de injecBes subconjuntivais aplicadas no pds-operatério
da TREC, fornecendo melhores resultados que os agentes até entéo
pesquisados (ALMEIDA; COHEN, 2008). Gressel, Parrish e Folberg
(1984) publicaram seus resultados em um modelo animal,
demonstrando a efetividade do 5-FU na formacao da ampola filtrante.
Pouco tempo depois, foi criado o Fluorouracil Filtering Surgery Study
Group (FFSSG) e, entdo, iniciado seu primeiro ensaio clinico
randomizado (FFSSG, 1989, 1996). Estudo in vitro demonstrou que
cinco minutos de exposi¢cdo ao 5-FU pode ter um efeito inibitério de até
30 dias na cultura de fibroblastos da Tenon (KHAW et al., 1992). Os
efeitos adversos do 5-FU sao reflexos de sua interferéncia nas células
com maior replicacdo, causando defeitos epiteliais corneanos e
vazamento conjuntival, com maior risco de complicacées decorrentes
de ampolas isquémicas, como endoftalmite e maculopatia hipotdnica
(SHAPIRO et al., 1985; VAN BERGEN et al., 2014).
¢ MITOMICINA C (MMC): é um antibiotico obtido a partir do fungo de

solo Streptomyces caespitosus. Apds a reducédo, a molécula se torna
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um antimetabolito alquilante e quimioterapico. E considerada cerca de
100 vezes mais potente que o 5-FU, o seu efeito independe da fase do
ciclo celular e exposicbes breves sao suficientes para suprimir a
proliferacdo de quaisquer tipos celulares. E um potente inibidor da
proliferacdo fibroblastica em cirurgias filtrantes, sendo descrito para
este fim pela primeira vez em 1983, por Chen-Wu Chen. Desde entéo,
varios autores comprovaram 0s excelentes resultados do uso
peroperatério da MMC, especialmente em pacientes com glaucomas
refratarios (ALMEIDA; COHEN, 2008; COSTA et al., 1999; SEIBOLD;
SHERWOOD; KAHOOK, 2012; VAN BERGEN et al., 2014). E
importante ressaltar que diferentes aspectos da administracdo da
MMC, incluindo a dose e o tempo de exposi¢cdo, podem determinar o
bom resultado cirdrgico e afetar o processo de cicatrizacao da ferida. A
breve aplicagcdo peroperatéria de MMC 0,2 mg/ml (2-2,5 minutos) é tao
eficaz para a melhoria do resultado cirdrgico quanto uma exposi¢ao
longa (5 minutos) (MEGEVAND et al., 1995; SCHNYDER et al., 1995;
VAN BERGEN et al., 2014), enquanto que uma dose baixa de MMC
(0,002%) mostrou eficacia reduzida, em comparacdo com uma dose
mais elevada (0,02%) (THORNTON; XU; KRUEGER, 2008; VAN
BERGEN et al., 2014). Infelizmente, a sua utilizacdo esta associada a
varias complicacdes, em particular, a producdo de ampolas finas
cisticas avasculares, com os riscos inerentes de persistente hipotonia
ou endoftalmite (CORDEIRO et al., 1997), podendo penetrar na esclera
e exercer efeito toxico direto sobre o corpo e epitélio ciliar,
possivelmente reduzindo a produgcdo de humor aquoso (NUYTS et al.,
1994).

Diante dos severos efeitos colaterais dessas duas drogas atualmente em
uso (5-FU e MMC), outras substancias que sejam mais seletivas e menos
toxicas estdo em estudo para substitui-las na funcéo de suprimir a cicatrizacao
de ferida apos a cirurgia fistulizante do glaucoma (TURGUT et al., 2014), tais

como.
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¢ METILCELULOSE: é um composto quimico derivado de celulose e,
assim como a celulose, ndo é digerivel, toxica ou um alérgeno. E
vendida sob uma variedade de nomes comerciais e utilizada como
espessante e agente emulsionante em produtos alimentares e
cosméticos. E também largamente utilizada na oftalmologia como, por
exemplo, lubrificante para tratamento de olho seco e como mantenedor
de camara anterior durante cirurgias intraoculares. Em 2006, foi
publicado artigo que demonstrou diminuicdo da taxa de cicatrizacéo
subconjuntival apdés TREC experimental em coelhos (SHOUMAN et al.,
2006).

¢ HIALURONATO DE SODIO 2,3%: é o principal componente de uma
variedade de agentes oftdlmicos viscoelasticos utilizados nas cirurgias
oftalmolégicas. A preparacdo de alto peso molecular, com alta
viscosidade, exibe excelente propriedade mecanica para criar e
preservar espacos entre os tecidos (ARSHINOFF; ALBIANI; TAYLOR-
LAPORTE, 2002). Foi demonstrado, in vitro, que o hialuronato de sédio
tinha a capacidade de afetar a mobilidade, a proliferacdo e a atividade
metabodlica dos fibroblastos (BALAZS et al, 1972). Em estudo
publicado em 2006, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
nas taxas de sucesso da TREC em pacientes que receberam o
hialuronato de sédio 2,3% subconjuntival em comparacdo com 0 grupo
controle (que recebeu solugdo salina), no entanto, foi associado a
ampolas cirargicas mais difusas no poés-operatério (LOPES et al.,
2006).

eLERDELIMUMAB (CAT-152): é um anticorpo monoclonal 1gG4
humano que neutraliza o TGF-B, e foi concebido para potencial uso
terapéutico como inibidor da cicatrizacdo. Em um modelo experimental
de cirurgia fistulizante do glaucoma, inje¢des subconjuntivais dessa
droga melhoraram a sobrevida da ampola cirdrgica. Em ensaios
clinicos fase 1 e 2, demonstrou ser seguro, bem tolerado e eficaz na

manutencdo da TREC, diminuindo a PIO apdés cirurgia em pacientes
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portadores de glaucoma primario. Em ensaio clinico fase lll, publicado
em 2007, ndo obteve sucesso como adjuvante da TREC (KHAW et al.,
2007).

¢ BEVACIZUMAB: é um anticorpo monoclonal ndo-seletivo humanizado,
gue age inibindo o VEGF. O VEGF induz a cicatrizacdo em feridas
cutaneas, aumentando a vascularizacdo e a deposicdo de colageno,
além de promover a rapida migracdo de ceélulas inflamatorias e
fibroblastos. O Bevacizumab tem sido largamente utilizado, por
exemplo, no tratamento de cancer colorretal metastatico e, como
injecdo intravitrea, no tratamento da degeneracdo macular relacionada
a idade (DMRI), da retinopatia diabética proliferativa (RDP) e do
glaucoma neovascular (MATHEW; BARTON, 2011; PAULA et al.,
2013). Em 2009, dois estudos evidenciaram que esta droga reduz a
proliferacdo de fibroblastos in vitro e a melhoria do resultado cirargico
em modelo experimental de cirurgia fistulizante do glaucoma (LI et al.,
2009; MEMARZADEH et al., 2009). Nos ultimos anos, vem sendo
largamente pesquisado como droga adjuvante na cirurgia fistulizante
do glaucoma, com resultados promissores (CHENG et al., 2015;
AKKAN; CILSIM, 2015; OZGONUL; MUMCUOGLU; GUNAL, 2014
FAKHRAIE et al., 2014).

¢siRNA: é uma pequena molécula de RNA interferente, que age inibindo
a expressao de um gene especifico e, portanto, impede a sintese de
uma proteina codificada por um RNA mensageiro (RNAm) alvo. Em
2010, foi publicado artigo que demonstrou que o siRNA mediando o
silenciamento do gene da enzima Skp2 (proteina quinase 2 interage
com a fase S do ciclo celular) inibiu a proliferacéo celular e diminuiu a
viabilidade celular de fibroblastos da capsula de Tenon, in vivo e in
vitro. Esses achados sugerem que a terapia genética, direcionada para
0s genes do ciclo celular, pode proporcionar um tratamento alternativo
adjuvante anticicatrizante em longo prazo para a cirurgia do glaucoma,
sem as complicacdes associadas com os antimetabolitos (WANG et al.,
2010).
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¢DIMETHYLENASTRON: é um membro da classe da quinazolina-
2(1H)-tiona e € 100 vezes mais potente do que drogas da mesma
familia. Age inibindo a cinesina Eg5, uma proteina motora envolvida na
formacdo e manutencdo do fuso mitdtico, que desempenha papel
crucial na divisdo celular e €, por conseguinte, um importante alvo na
terapia do cancer, uma vez que demonstrou alta atividade
antiproliferativa. No entanto, estudo realizado em 2010 demonstrou que
a aplicacdo subconjuntival desta droga em TREC experimental nao
melhorou consistentemente o resultado cirargico, talvez por atuar
apenas em uma restrita janela terapéutica do complexo processo
cicatricial (LUKE et al., 2010).

*BETATERAPIA: é aplicada com placa de Estroncio 90 de 1 cm? a
partir da qual sao emitidos feixes de radiagdo B, com capacidade de
penetracdo nos tecidos. A betaterapia acarreta a hidrolise da agua,
com liberacdo de radicais livres que reagem com o DNA e inibem a
proliferacdo de fibroblastos da capsula de Tenon e conjuntiva,
demonstrando, assim, melhora da sobrevida da TREC (KHAW et al.,
1991; KIRWAN et al., 2006; REHMAN et al., 2002). Em uma metanalise
publicada em 2011, observou-se aumento na taxa de sucesso da
TREC usando a betaterapia como adjuvante (FENDI et al., 2011).

¢ PIRFENIDONA: E uma pequena molécula de piridina (SWIGRIS;
BROWN, 2006). O seu efeito antifibrético e sua seguranca foram
estabelecidos em 6rgdos como pulmao, figado e rim em modelos
animais e ensaios clinicos. Pode diminuir a acdo de uma série de
citocinas importantes no processo de cicatrizacao de feridas, tais como
o TGF-B, o CTGF, o PDGF e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
Em células do epitélio pigmentar da retina (EPR) humano, demonstrou
parar a sintese de fibronectina induzida por TGF-B;. Além disso, tem
efeito antifibrético sobre fibroblastos orbitais em pacientes com
oftalmopatia associada a tireoide. Zhong et al. (2011) utilizaram colirio

com esta substancia em modelo de TREC experimental em coelho e
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evidenciaram a reducdo da cicatrizagdo da ferida cirdrgica, sendo
considerada uma opc¢éo de tratamento antifibrotico que pode ser mais
segura do que a MMC.
¢INTERFERON a-2b: o interferon a é uma citocina com efeito
antifibrético evidenciado in vitro e in vivo (GILLIES; SU, 1991). Em
2011, estudo publicado utilizando inje¢cdes subconjuntivais de interferon
a-2b, combinadas com agulhamento de ampolas cirargicas
encapsuladas, demonstraram eficdcia no tratamento da cicatrizacao
precoce, evoluindo com reducéo da PIO apds 12 meses de seguimento
em 77,4% dos olhos tratados, além de baixo indice de complicactes
(WANG et al., 2011).
¢ DISPOSITIVOS DE LIBERACAO PROLONGADA DE CORTICOIDE
SUBCONJUNTIVAL: microfilme biodegradavel com sistema de
liberagdo prolongada de acetato de prednisolona 20% inserido na
regido subconjuntival, adjacente ao local da cirurgia filtrante, foi capaz
de reduzir a inflamacdo pos-operatéria e prolongar a sobrevida da
ampola filtrante, comparado com o grupo controle, em modelo
experimental de cirurgia fistulizante (ANG, 2011). Efeito este também
observado com o Ozurdex®, implante de liberacdo prolongada de
dexametasona, também testado em modelo animal (SOOHOO et al.,
2012).
¢ TACROLIMUS: é uma lactona macrolidea isolada de culturas da
bactéria Streptomyces tsukubaensis. Tem sido comercializada como
potente agente imunossupressor para prevenir ou tratar a rejeicao de
enxertos em pacientes transplantados e para o tratamento de doencas
autoimunes, incluindo a miastenia grave, artrite e dermatite atopica.
Pode modular a cicatrizacdo de feridas através da supressdo das
células inflamatdrias e/ou diminuicdo nos niveis de citocinas que
regulam a inflamacdo. Tem se mostrado eficaz para inibir a proliferacéo
de fibroblastos da capsula de Tenon de pterigio e do sitio cirargico de
TREC experimental (ARSLAN et al., 2012).



Introducdo 53

« OCTREOTIDA: E um octapeptideo sintético analogo da somatostatina
endégena com mais poténcia e meia-vida mais longa. Tem
propriedades, tanto antissecretora quanto antiproliferativa. Neste caso,
age inibindo a proliferacdo de linfécitos humanos e a quimiotaxia de
monacitos. O efeito modulador sobre a cicatrizacéo de feridas pode ser
também devido a inibicdo da producdo e secrecdo do horménio do
crescimento e do IGF-1. Pode atuar como agente anti-inflamatorio e
antioxidante, por meio da modulacdo da liberagdo de citocinas
inflamatorias. Arslan et al. (2012) evidenciaram que a administracéo
por via tépica de Tacrolimus e Octreotida reduziu a cicatrizacao
subconjuntival apés TREC experimental, inibindo a proliferacdo de
fibroblastos, diminuindo o numero de células mononucleares e
reduzindo os niveis de TGF- e de FGF-B na regido do retalho escleral.

¢SARATIN: é uma proteina originalmente isolada da saliva da
sanguessuga Hirudomedicinalis. Age interferindo nas ligacbes
integrinaa,f; plaquetaria-colageno e fator de Von Willebrand-colageno,
evitando a agregacdo das plaguetas em resposta a uma leséo
podendo, dessa forma, prevenir a liberacdo de fatores de crescimento
tais como o PDGF, o TGF-B, o IGF e o EGF. Evidéncias recentes
sugerem que ela também pode interferir com a ligacdo das células
inflamatérias com as proteinas da MEC, um passo necessario para a
migracao celular no local da lesdo tecidual. Recentes estudos em
modelos humanos tém demonstrado que essa proteina tem potentes
propriedades antitrombdéticas, tornando-a util no tratamento de lesdes
aterosclerdticas. Um estudo experimental randomizado demonstrou
aumento da sobrevida da ampola cirargica, em comparacao ao grupo
controle, e sem diferenca estatistica em relacdo ao grupo da MMC,
apos injecdo subconjuntival desta droga no pés-operatorio de cirurgia
filtrante do glaucoma, porém sem sinais de toxicidade local observada
com a MMC (MIN et al., 2012a,b).



Introducéo 54

¢ SONEPCIZUMAB: ¢é um anticorpo monoclonal humanizado
direcionado contra a esfingosina 1-fosfato (S1P). O S1P é um
lisofosfolipideo bioativo que participa de diversas funcgdes fisioldgicas,
em particular proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo celular. O
sonepcizumab apresenta potencial atividade antiangiogénica e
antineoplasica que, por sua vez, age limitando a quantidade de
moléculas de S1P livres nos tecidos reduzindo, assim, a atividade
fibrética. Atualmente, o anticorpo est4 na fase | de ensaios clinicos
para o tratamento de cancer e DMRI. Lukowski et al. (2013),
evidenciaram a sua acdo adjuvante na cirurgia fistulizante
experimental, com aumento da sobrevida da ampola cirdrgica e menos
fibrose, se comparado com o grupo controle.

¢ INFLIXIMAB: € um anticorpo IgG1 monoclonal quimérico rato/humano,
gue inibe o TNF-a. Este, por sua vez, estimula os fagdcitos
mononucleares, bem como outros tipos de células que produzem
varias citocinas proé-inflamatérias e induz a migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares. O infliximab se liga a molécula de TNF-a e reduz a
migracdo de linfécitos e producdo de citocinas pro-inflamatorias,
incluindo a IL-1, IL-6 e moléculas de adesdo. E um agente usado no
tratamento de doencas autoimunes tais como: doenca de Crohn, colite
ulcerativa, artrite reumatoide, espondilite anquilosante, uveite, esclerite
e doenca de Behcget. Foi também relatado recentemente que o
infliximab é eficaz no tratamento da neovasculariza¢éo da coroide e na
prevencdo da neovascularizacdo da cornea. Em estudos recentes, foi
demonstrado que o infliximab diminuiu a expressdo e o0s niveis de
citocinas, que desempenham papel importante na resposta cicatricial
de feridas, incluindo o TGF-B, o FGF-f e o PDGF-B. Turgut et al.
(2014) publicaram seus resultados utilizando esta droga em modelo
experimental de cirurgia fistulizante, com resultados promissores,

demonstrando eficacia antifibrotica comparavel a MMC.
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¢ TRASTUZUMAB: é um anticorpo monoclonal IgG humanizado. Liga-se
com alta afinidade pelo receptor do fator de crescimento epidérmico
humano 2 (HER2). E utilizado no tratamento contra o cancer de mama,
em que ocorre a sobre-expressao do HER2. Em modelo animal para
estudo de tumor, ele reduziu a expressao de fatores pro-angiogénicos,
enquanto que a expressao de fatores antiangiogénicos aumentou. Em
2014, pesquisadores demonstraram, em TREC experimental, que esta
droga diminuia a infiltracdo de fibroblastos no local da cirurgia,
possivelmente pela inibicAo da proliferacdo e da migracdo de
fibroblastos, por efeito toxico ou pela reducdo de TGF-B, FGF-B e
PDGF (TURGUT et al., 2015).

1.3 Acido rosmarinico

Em 1958, dois quimicos italianos, Scarpati e Oriente, isolaram pela
primeira vez um composto puro chamado de acido rosmarinico, da planta
Rosmarinus officinalis (conhecida em portugués como alecrim). A estrutura foi
elucidada como um éster dos &cidos caféico e 3,4-di-hidroxifenilatico
(PETERSEN; SIMMONDS, 2003) (Figura 6). A sua sintese quimica foi
finalmente alcangada em 1991 por Albrecht (ZINSMEISTER; BECKER,
EICHER, 1991). Desde entdo, varias sinteses quimicas do acido rosmarinico e
de seus derivados foram descritas, sendo comercializado em preparacfes de
cosméticos e complementos alimentares (KRAJCOVICOVA; MELUS, 2013).
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Figura 6: Molécula do Acido Rosmarinico (CisHs0s) (Adaptado de SIGMA
ALDRICH, [sd.]).

Esse composto é comumente encontrado na familia de plantas
Boraginaceae e na subfamilia Nepetoideae da familia Lamiaceae como, por
exemplo, as ervas aroméaticas (alecrim, erva-cidreira, salvia, manjericao,
orégano, entre outras), além de ter sido descrito menos frequentemente em
outras familias de plantas (PETERSEN; SIMMONDS, 2003). Nas plantas, ele
age, possivelmente, como um composto pré-formado de defesa
constitutivamente acumulado (KRAJCOVICOVA; MELUS, 2013). Uma
infinidade de atividades biologicas tém sido descritas para o acido rosmarinico,
sendo as principais: antioxidante, antitumoral, antibacteriana, antiviral, anti-
inflamatdria e antifibrética (PETERSEN; SIMMONDS, 2003).

As propriedades anti-inflamatorias baseiam-se na inibicdo das enzimas
lipoxigenases e cicloxigenases e na interferéncia na cascata do complemento
(PETERSEN; SIMMONDS, 2003). O acido rosmarinico mostrou efeitos
inibitorios significativos sobre a inflamacgéo induzida por lipopolissacarideos nas
células dendriticas derivadas da medula 0ssea; em primeiro lugar, por inibir o
recrutamento de macréfagos pela quimiocina, via sinalizagdo celular pela
proteina-quinase ativada por mitdgeno (MAPK) (KIM et al., 2008). Também
demonstrou efeito inibitorio sobre a producéo, induzida por lipopolissacarideo,

de Oxido nitrico e da enzima Oxido nitrico sintetase induzivel (iINOS) em
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macréfagos (QIAO et al.,, 2005). A sua acgdo antiviral foi detectada em
camundongo, em modelo de encefalite, em que o acido rosmarinico reduziu a
replicacdo viral no cérebro e a inflamacéo secundaria resultante da ativacao da
micréglia. Essa acdo anti-inflamatéria foi confirmada in vitro, uma vez que a
infeccdo viral das células aumentou a liberacdo de varias citocinas pro-
inflamatoérias e o tratamento das células infectadas com esta droga reduziu
significativamente os niveis de IL-6, IL-12, TNF-a, IFN-y e proteina
quimioatrativa de mondcito-1 (MCP-1), em comparacdo com 0S nhiveis nos
animais infectados néo tratados (SWARUP et al., 2007).

Huang e Zheng (2006) demonstraram, in vitro, a sua acao
antiangiogénica, inibindo a proliferacdo celular endotelial, migracdo, adesao e
formacdo de tubos vasculares pelas células endoteliais. O mecanismo pode
estar relacionado com a sua atividade antioxidante, que resultou na inibic&o
das espécies reativas de oxigénio associadas a expressdo de VEGF e
liberacdo de IL-8. Este efeito também foi notado em modelo experimental de
retinopatia da prematuridade, em que o &cido rosmarinico inibiu a
neovascularizagéo retiniana sem, no entanto, causar toxicidade tecidual (KIM et
al., 2009). Além disso, o acido caféico, um dos principais componentes do
acido rosmarinico, e seus derivados inibiram de forma eficaz a angiogénese
patolégica em tumor, principalmente através da inibicdo da atividade da STAT3
(transdutor de sinal e ativador de transcri¢cao 3) (JUNG et al., 2007).

Em modelo animal de fibrose hepatica, o acido rosmarinico diminuiu a
intensidade da fibrose, inibindo o TGF-B;, o CTGF e a ativacdo das células
estelares hepaticas (LI et al., 2010). Agiu inibindo a proliferacdo e induzindo a
apoptose das células estelares hepéticas, em parte devido a inibicdo da
fosforilacdo do STATS3, contribuindo, dessa forma, para a reversao da fibrose
hepatica (ZHANG et al., 2011). Em outro estudo, com cultura de células
mesangiais (aumentadas na glomerulonefrite, por exemplo), o acido
rosmarinico exibiu efeitos antiproliferativos sobre essas células e efeitos
supressivos sobre o PDGF (MAKINO et al., 2000).

Através do extrato de Perilla frutescens (uma das guarnicbes mais

populares no Japao), o acido rosmarinico desempenhou papel anticancerigeno
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por dois efeitos independentes: atividades anti-inflamatérias, tais como a
inibicdo da molécula de adeséo, da quimiocina e da sintese dos eicosanoides,
e atividade antioxidante, como a inibicdo da lesdo oxidativa do DNA
(OSAKABE et al., 2004).

E bem absorvido a partir do trato gastrointestinal e da pele.
Experimentos com ratos puderam demonstrar que, aplicado topicamente na
pele, apos absorcdo por via percutanea, encontrou-se distribuido na pele, no
sangue, nos 0ssos e musculos, enquanto que administrado intravenosamente
encontrava-se distribuido em varios 6rgaos, tais como: pulméo, baco, coracao
e figado (AL-SEREITI; ABU-AMER; SEN, 1999; BABA et al., 2004). E
rapidamente eliminado da circulacdo sanguinea apds a administracdo oral e
intravenosa, além de demonstrar muito baixa toxicidade, testada em
camundongos (FURTADO et al, 2008; LI et al, 2010; PETERSEN;
SIMMONDS, 2003; ROSSI et al., 2012).

1.4 Justificativa

Atualmente, o 5-FU e a MMC séo as drogas utilizadas no controle da
cicatrizacdo da cirurgia fistulizante do glaucoma. Como potenciais efeitos
colaterais, apresentam o risco de ma cicatrizagdo, com o desenvolvimento de
uma conjuntiva fina, hiperfiltracdo, possibilidade de vazamento prolongado de
humor aquoso no pdés-operatorio e outras complicacdes potencialmente
causadoras de cegueira. Tendo em vista as multiplas reacbes adversas
observadas com o uso dos atuais moduladores da cicatrizagcdo nas cirurgias
fistulizantes do glaucoma, torna-se interessante a busca por novos compostos

adjuvantes, motivo da realizacao deste estudo com o 4cido rosmarinico.
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Os objetivos do presente estudo séo:

1. Comparar os achados clinicos em termos de PIO, aspectos da
ampola filtrante, inflamacdo conjuntival e complicacdes cirdrgicas
entre olhos de coelhos submetidos a cirurgia antiglaucomatosa
experimental e tratados, ou ndo, com inje¢cbes subconjuntivais de

acido rosmarinico.

2. Avaliar a resposta inflamatéria, fibrogénica e angiogénica, por
histologia e imuno-histoquimica em amostras de conjuntiva, de
capsula de Tenon e de esclera retiradas do sitio cirirgico desses

olhos.

3. Verificar diferencas na expressdo génica de fatores relacionados a
fibrogénese tecidual, especificamente colageno tipo 1 alfa-1 e TGF-[3,,

em amostras dos sitios cirdrgicos.
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3.1 Desenho do estudo

Estudo experimental intervencionista, do tipo ensaio clinico
randomizado, realizado na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP).

3.2 Animais

Foram estudados 62 coelhos New Zealand (Oryctolagus cuniculus),
fémeas, albinos, pesando entre 2.0 e 2.5 kg, fornecidos pelo Biotério Central do
Campus da USP de Ribeirdo Preto. Todos os coelhos foram aclimatizados
durante, pelo menos, cinco dias antes do inicio do experimento. Por motivos
éticos e de padronizacado do estudo, utilizou-se somente o olho direito (OD) de
todos os coelhos para os procedimentos experimentais.

Os animais foram mantidos em gaiolas (no maximo, dois coelhos por
gaiola) no Biotério da Cirurgia Experimental da FMRP-USP, em ambiente
climatizado (ar condicionado a 22°C - 26°C), em ciclo claro-escuro de 12h, com
livre acesso a dgua e a racao apropriada.

A pesquisa seguiu as diretrizes para cuidados com experimentacao
animal da Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) e foi
previamente aprovada pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da FMRP-USP, Processo n° 124/2009 (Anexo A).

3.3 Forma de apresentacdao, via de utilizacéo e dose do acido rosmarinico

O &cido rosmarinico (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) foi
adquirido na forma de po6 e diluido em solucéo salina a 0,9%, a fim de se
obterem as concentragbes finais: 0,3 mg/ml, 1 mg/ml, 3 mg/ml, 5 mg/ml,
15 mg/ml e 50 mg/ml. O volume utilizado na inje¢cao subconjuntival foi de 0,1 ml

da suspensao, nos tempos descritos a seguir.
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3.4 Estudo piloto

Foram realizados dois ensaios para determinacdo de curvas dose-
resposta para investigacdo da dose ideal do composto, a ser aplicada neste
estudo.

As injecdes subconjuntivais de &cido rosmarinico, realizadas durante
estes ensaios, seguiram o mesmo protocolo desta pesquisa, porém 0s animais
foram submetidos a eutanasia no 10° dia de pd&s-operatério (DPO), para
posterior enucleacdo do olho operado e avaliacdo histopatol6gica qualitativa do
sitio cirargico, realizadas por patologista experiente.

O 1?2 ensaio dose-resposta foi realizado com 12 coelhos divididos em

quatro grupos, com trés animais cada, de acordo com trés concentracdes de
acido rosmarinico (0,3 mg/ml, 1 mg/ml e 3 mg/ml), além do grupo controle. A
diluicdo do &cido rosmarinico em p6é com solucao salina a 0,9% se mostrou
uma suspensdo homogénea, porém a preparacdo de 3 mg/ml demonstrou
discreta heterogeneidade na mistura (Figura 7). A avaliacdo histopatolégica
nao revelou diferencas nos aspectos inflamatério, fibrogénico e na contagem
dos vasos sanguineos/campo entre essas concentra¢des (0,3 mg/ml, 1 mg/ml e

3 mg/ml) e o grupo controle.
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Figura 7: Fotos dos Eppendorfs contendo as trés concentra¢des propostas para o 12
ensaio dose-resposta.

O 22 ensaio_dose-resposta foi realizado, com o0 mesmo protocolo, em

trés grupos com trés animais cada, de acordo com trés concentracdes de acido
rosmarinico (5 mg/ml, 15 mg/ml e 50 mg/ml). Foram obtidas suspensdes
menos homogéneas, a saber: 5 mg/ml com pouco precipitado, 15 mg/ml com
moderado precipitado e 50 mg/ml com precipitacdo aumentada e dificuldade de
diluicdo (Figura 8). ApOs a avaliagdo histopatolégica, as amostras de olhos
tratados com a concentragcdo de 15 mg/ml apresentaram menos inflamacao ou
achados relacionados a fibrogénese e a vascularizacdo, em relacdo as demais

concentracdes e ao grupo controle.
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Figura 8: Fotos dos Eppendorfs contendo as trés concentracdes propostas para o 22
ensaio dose-resposta.

3.5 Grupos de estudo

A amostra foi composta por 41 coelhos New Zealand (Oryctolagus
cuniculus), fémeas, albinos, pesando entre 2.0 e 2.5 kg. Foram considerados
dois grupos, a saber: no grupo controle, foi realizada a cirurgia
antiglaucomatosa em OD, associada as inje¢cdes subconjuntivais de solugéo
salina a 0,9% (grupo A) e, no outro grupo, foi realizado o mesmo procedimento
cirrgico, também em OD, associado as inje¢cdes subconjuntivais de acido
rosmarinico 15 mg/ml (grupo B). Cada grupo foi dividido, aleatoriamente, em
dois subgrupos, de acordo com o dia da eutanasia do animal, como
especificado abaixo:

Grupo A: Al (n=11) - sacrificados no 5° DPO e
A2 (n=10) - sacrificados no 15° DPO.
Grupo B: B1 (n=10) - sacrificados no 5° DPO e
B2 (n=10) - sacrificados no 15° DPO.
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Cada subgrupo (A1, A2, B1 e B2) também foi dividido, aleatoriamente,
com metade dos animais destinados para avaliacdo histopatoldgica e a outra
metade para estudo de reacdo em cadeia da polimerase do tipo RT-PCR

(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) (Figura 9).

Tamanho da amostra
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Figura 9: Organograma da divisdo dos grupos.

3.6 Procedimentos experimentais

O mesmo cirurgido (pesquisadora) realizou todos os procedimentos. A
sedacéo foi realizada em dois momentos: antes de cada inje¢do subconjuntival,
por meio de uma injecao intramuscular de 0,50 ml/kg de solucdo de quetamina
(25 mg/ml) com 0,25 ml/kg de xilazina (10 mg/ml) e, antes da cirurgia, com uma
injecdo intramuscular de 1 ml/kg de solucdo de quetamina (50 mg/ml) e

0,5 ml/kg de xilazina (20 mg/ml). Todos os animais receberam anestesia topica
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com colirio de proximetacaina a 0,5% (Laboratérios Alcon, Brasil) antes da
injecdo subconjuntival, antes da tonometria e antes da cirurgia.

As injecdes subconjuntivais, de 0,1ml de &cido rosmarinico 15 mg/ml
(grupo B) ou 0,1 ml de solucéo salina a 0,9% (grupo A), foram aplicadas, em
OD, com o auxilio de uma agulha/seringa de insulina (Figura 10), nos seguintes
momentos:

e Trés dias antes da cirurgia, na regiao onde seria realizada a cirurgia
antiglaucomatosa (regido temporal superior).

e¢Ao final da cirurgia, em regido proxima a ampola filtrante, com o
cuidado de ndo penetra-la.

e A cada trés dias, até a eutanasia do animal.

Figura 10: Fotos (A) e (B) representativas do grupo A. Injecdo subconjuntival aplicada
trés dias antes da cirurgia (A) e ao final da cirurgia (B). Fotos (C) e (D)
representativas do grupo B. Observar o aspecto externo da regido de
aplicacdo antes (C) e depois (D) da inje¢do subconjuntival de acido
rosmarinico, adquirindo esta coloracdo amarelada da suspensao (seta).
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A cirurgia antiglaucomatosa experimental realizada foi planejada com
base em detalhes técnicos de estudos previamente publicados (CORDEIRO et
al., 1997; SHERWOOD et al., 2004). O procedimento cirurgico foi realizado
seguindo, resumidamente, 0s seguintes passos:

eUma peritomia conjuntival de base férnix foi realizada no OD, na
regido temporal superior, dissecando a conjuntiva e expondo a
esclera (Figura 11A).

eParte do humor aquoso foi retirado com uma agulha/seringa de
insulina (local da paracentese) e substituido por metilcelulose, para
maior estabilidade da camara anterior (Figura 11B).

eNa regido exposta, penetrou-se a camara anterior com uma agulha de
22-gauge (Cateter Insyte 22G, BD Insyte®, Becton Dickson Indstria
Cirdrgica, MG, Brasil) que, antes de adentrar a camara anterior,
dissecou uma pequena regido da esclera anterior ao limbo (Figura
11C), de forma que a agulha ficou paralela ao eixo da iris, com o
cuidado de nao toca-la ou traumatizar o endotélio da cérnea (Figura
11D). A agulha foi retirada, permanecendo o tubo de sylastic inserido
na camara anterior, com sua extremidade distal préxima a pupila,
evitando, assim, contatos com a cornea (Figura 11E).

¢ O tubo foi cortado a um mm de sua inser¢do na esclera (Figura 11F),
de forma biselada e fixada na superficie escleral com nylon 10.0
(Ethicon®; Johnson & Johnson, NJ, EUA) (Figura 11G).

eA camara anterior foi refeita com metilcelulose, via paracentese
(Figura 11H).

e A conjuntiva foi suturada com nylon 10.0 (dois pontos, um em cada
extremidade da ampola cirdrgica) (Figura 111).

eFoi realizado teste de Seidel, até que se mostrasse negativo, com
confirmacéo de ampola filtrante formada, difusa e elevada.

eFoi realizada injecdo subconjuntival de 0,1 ml da substancia, de
acordo com o grupo (Figura 10B).
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WS

Figura 11: Fotos representativas do procedimento cirirgico (Vide texto para detalhes
do procedimento).

No pos-operatério, todos os olhos operados foram tratados com uma
combinacdo tdépica de antibiético (cloridrato de ciprofloxacino - 3,5 mg/g) e
corticoide (dexametasona - 1,0 mg/g) (Suspensao Oftalmica 5 ml, Laboratorios
Alcon - Brasil), 4x/dia por cinco dias.

A eutandsia dos animais foi realizada com uma infusdo endovenosa de
2 ml de tiopentato de sédio 40 mg/ml. Constatada a morte do animal, procedeu-
se imediatamente a enucleacdo do OD, com o cuidado de preservar o sitio
cirdrgico, dissecando a conjuntiva tarsal e garantindo, dessa forma, acesso ao
espaco periorbitario. A disseccdo se estendeu aos musculos oculares e ao
espaco retro-orbitario, expondo a esclera até a identificagdo do nervo optico,

seu isolamento e sua secgao.
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3.7 Parametros clinicos

A PIO foi aferida em ambos os olhos com o tonédmetro Tonopen (Tono-
Pen Avia®, Reichert Inc., NY, EUA), apdés anestesia topica (proximetacaina
0,5% - colirio). Tomou-se o cuidado de aferi-la antes da sedacdo, nos
seguintes momentos: antes da cirurgia e antes das inje¢cdes subconjuntivais, a
cada trés dias no poés-operatério, até a eutanasia do animal. A PIO registrada
para cada olho foi calculada pela média de trés medidas seguidas. Também foi
realizada a analise dos niveis da PIO, calculadas as diferencas entre os valores
medidos no dia da eutanasia do animal e aqueles prévios a cirurgia, corrigidos
pelo valor da P1O do olho contralateral (olho esquerdo - OE), a saber: diferenca
da PIO (APIO) = PIO ultimo DPO (OD-OE) - PIO pré-operatoria (OD-OE).

Os olhos operados foram avaliados clinicamente, sob anestesia topica
(proximetacaina 0,5% - colirio) e apdés a sedacdo do animal [uma injecdo
intramuscular de 0,50 ml/kg de solucdo de quetamina (25 mg/ml) com
0,25 ml/kg de xilazina (10 mg/ml)], por meio de fotografias, dando énfase aos
seguintes fatores: aspectos da ampola filtrante, grau de hiperemia, quemose
conjuntival e complicagbes diversas (tais como: deiscéncia de sutura,
infeccbes, hemorragias subconjuntivais, hifema, atalamia, entre outras). Tais
avaliacbes foram realizadas a cada trés dias no pdés-operatério, antes da
injecdo subconjuntival e antes da eutanasia.

Os aspectos da ampola filtrante também foram classificados de acordo
com Moorfields Bleb Grading System (WELLS et al., 2006) (Anexo B). Esse
sistema leva em consideracdo a avaliacdo dos seguintes parametros
relacionados a ampola filtrante: area central, area maxima, altura e
vascularizacdo. Cada um desses parametros apresenta um modelo de
fotografia padrao segundo o qual se deve atribuir um escore, por comparacgéo
visual direta (Anexo B). Tal sistema foi desenvolvido para uso em humanos e,
para ser aplicado no presente estudo, pequenos ajustes foram realizados, a
saber: foi desconsiderada a elevacao conjuntival gerada pela presenca do tubo
de sylastic e foi dada adequada relacdo de proporcionalidade das medidas por

diferencas anatdémicas entre os olhos de coelhos e humanos.
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3.8 Avaliagéo histolégica

Apoés a eutanasia dos animais e enucleacdo do OD, os olhos foram
colocados imediatamente em frascos, devidamente identificados e contendo
solucéo fixadora tamponada (formaldeido 10% em tampé&o fosfato 0,1M). Apos
24h de fixacdo nessa solugcéo, com os tecidos mais enrijecidos, os globos
oculares foram cortados, em dois cortes sagitais, preservando o sitio cirdrgico.
Essas amostras passaram, entdo, por desidratacdo progressiva, em banhos
com concentragfes crescentes de alcodis. Foi feita diafanizacéo e preparacéo
de blocos de parafina, seguindo a técnica classica. A partir dos blocos, foram
feitos cortes seriados utilizando-se micr6tomo manual. A espessura dos cortes
foi de 6 um e os mesmos foram montados sobre laminas de histologia. O
material foi corado com Hematoxilina & Eosina (HE) e Sirius Red em acido
picrico a 0,1% (Picro-sirius) pelo método convencional para todos os cortes.
Foram gquantificadas, nos cortes histologicos, a quantidade de neutrdéfilos e de

vasos sanguineos e a densidade de colageno formado no sitio cirargico.

3.9 Avaliacdo imuno-histoquimica

Foram realizadas preparagbes imuno-histoquimicas para a-actina de
muasculo liso («-SMA), com o intuito de se avaliarem as populacbes de
miofibroblastos, de acordo com o protocolo a seguir:

ePreparacdo de cortes de 4 um em laminas recobertas com poli-L-
lisina 0,1%;

e Desparafinizacdo em xilol, gradientes de alcool e 4gua destilada;

e Recuperacdo antigénica em panela a vapor, com tampdao citrato de
sédio 0,01 M, pH6;

eBloqueio da peroxidase endogena com solugcdo contendo agua
oxigenada 30 volumes a 3% em PBS (phosphate buffered saline), por

15 minutos;
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eBloqueio de ligagcdo com proteinas inespecificas com 150 ul de soro
de cavalo (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA), por 30
minutos;

elncubacdo com anticorpo primario monoclonal anti-a-actina de
masculo liso 1:100 (SM-a. actin, DAKO A/S, Dinamarca), em camara
Uumida por duas horas a 37°C, com posterior lavagem;

eIncubacédo com anticorpo secundario biotinilado (Vector Laboratories
Inc., Burlingame, CA, EUA), diluido 1:50 em PBS, por 35 minutos;

elncubacdo com complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA), diluido 1:100 em PBS por 35
minutos;

eRevelacdo com substrato de 3,3'-diaminobenzidina (DAB) (kit de
substrato DAB; Vector Laboratories, CA, EUA) por 10 minutos em
camara escura;

e Contracoloracdo com hematoxilina de Mayer por 30 segundos;

« Montagem com Entellan® (Thermo Fisher Scientific Inc., Franklin, MA,
EUA).

Também foram realizadas preparacfes imuno-histoquimicas com anti-
VEGF, de acordo com o protocolo a seguir:

ePreparacdo de cortes de 6 um em laminas recobertas com poli-L-
lisina 0,1%;

e Desparafinizacdo em xilol, gradientes de alcool e agua destilada;

e Recuperacdo antigénica em panela a vapor, com tampao citrato de
sédio 0,01 M, pH6;

eBloqueio da peroxidase enddgena com solucdo contendo agua
oxigenada 30 volumes, a 3% em PBS, por 30 minutos;

ePara 0 bloqueio das reacdes inespecificas, as laminas foram
incubadas em solucdo de albumina de soro bovino (solugédo de

albumina sérica bovina - BSA 2% diluido em tampao fosfato 0,1 M)
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(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) durante 30 minutos, a
temperatura ambiente;

eIncubacdo com anticorpo primario monoclonal humano anti-VEGF
1:50 (VEGF C-1; SC 7269, BD Biosciences Pharmingen, CA, EUA),
diluido em 1% solucédo de BSA. As laminas foram lavadas seis vezes
em tampao PBS 0.1 M, por cinco minutos cada, mantidas em camara
Uumida por duas horas a 37°C, com posterior lavagem;

e Incubacdo com anticorpo IgG secundario biotinilado (2 pug/ml) (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA), por 35 minutos;

elncubacdo com complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA), diluido 1:100 em PBS por 35
minutos;

eRevelacdo com substrato de 3,3'-DAB (kit de substrato DAB; Vector
Laboratories, CA, EUA) por 10 minutos em camara escura;

e Contracoloracdo com hematoxilina de Mayer por 30 segundos;

eAs laminas foram desidratadas em série crescente de etanol,
diafanizadas em xilol e montadas em Tissue Mount (Tissue Tek®
Glas™ Mounting Media, Sakura Finetek USA Inc., Torrance, CA,
EUA).

Controles positivos e negativos também foram realizados e utilizados

para avaliar os resultados.

3.10 Expresséao génica por RT-PCR em tempo real

Adotou-se, como controle, amostras (conjuntiva e capsula de Tenon da
regido temporal superior) de animais ndo submetidos a nenhum procedimento
ocular (n=5) e, como controle enddégeno, o gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), para avaliacdo da expressdo de RNAm dos genes

alvos, em unidades arbitrarias (UA), com base em calculos do delta CT.
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Imediatamente apds a eutanasia dos animais, os olhos operados (OD)
foram rapidamente dissecados, a fim de que se retirasse material presente
apenas no sitio cirdrgico, somente conjuntiva e capsula de Tenon, sem
aproveitamento da esclera subjacente. Precaucfes foram tomadas para evitar
sangramentos e contaminagdo da amostra. Logo em seguida, as amostras
foram colocadas em microtubos com tampa tipo Eppendorf de 1,5 ml,
devidamente identificados. Foram estocados imediatamente em Freezer a
-80°C.

Estas amostras estocadas a -80°C foram destinadas para quantificacédo
da expressdo génica do colageno tipo 1 alfa-1 (COL1A1l) e do TGF-B,. As
amostras teciduais, homogeneizadas com o auxilio de um homogeneizador
Polytron (PT 2100, Kinematica Polytron, Newark, NJ, EUA), foram submetidas
a extracdo do RNA total utilizando centrifuga refrigerada (Eppendorf 5415R,
Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo) e kit especifico (RNeasy Mini Kit, QIAGEN). O
DNA complementar foi obtido por transcricdo reversa a partir de 5 pg de RNA
total, utilizando kits de retrotranscricdo (Ready-To-Go You-Prime First-Strand
Beads e pd(N)6 Random Hexamer, Amersham Biosciences Corp, Piscataway,
NJ, EUA). A amplificagédo génica com simultadnea quantificagéo foi realizada por
meio do emprego do sistema “real-time” PCR iQ5 BIO-RAD (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA), utilizando-se primers especificos para os genes do COL1Al, TGF-
B> e GAPDH (mimic) (Assays-on-Demand Gene Expression Products, Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), e a enzima Taqg Polimerase (TagMan
Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG - 2X, Applied Biosystems).

3.11 Estudo morfomeétrico

A avaliagdo histologica foi realizada por um patologista com experiéncia
em patologia ocular (Prof. Dr. Fernando Chahud, do Departamento de
Patologia da FMRP-USP). A avaliacdo morfologica foi realizada sem o
conhecimento prévio, pelo patologista, a qual animal ou grupo pertencia cada

preparacdo histolégica. As preparacdes histologicas coradas por HE e as de
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imuno-histoquimica foram documentadas e analisadas tomando-se trés
campos de grande aumento (400X) (da regido do sitio cirdrgico) de cada um
dos cinco cortes de cada animal. As fotomicrografias foram obtidas por um
sistema de captura de imagem composto por uma camera colorida CCD
Samsung® (SDC-313/243) acoplada ao microscépio Olympus BX41® e o
software analySIS getlT da Olympus soft imaging solutions GmbH, do
Departamento de Patologia da FMRP-USP. Uma vez que a analise pode sofrer
interferéncia da intensidade de iluminacdo e tons das fotografias, toda a
documentacédo foi realizada utilizando-se os mesmos parametros do software
de captura. As fotomicrografias receberam uma codificacdo para que a
identificacdo do grupo de estudo ndo fosse possivel e foram avaliadas pelo
patologista, a quem foi solicitada a contagem dos vasos sanguineos e dos
neutroéfilos por campo microscépico.

As densidades de colageno, da marcacdo anti-a-actina e anti-VEGF

foram calculadas, quantitativamente, pela andlise das fotomicrografias pelo

software ImageJ® 1.36 (disponivel em http://rsb.info.nih.gov/ij/), seguindo a
sequéncia de passos, a saber: em file, abriu-se a imagem a ser analisada; em

plugins, selecionou-se color function; neste selecionou-se color deconvolution;

neste selecionou-se H AEC (se foi coloracdo por Sirius Red) ou H DAB (se foi
imuno-histoquimica); neste momento, a foto foi decomposta em trés cores -
branca, azul e marrom, desprezando-se as imagem branca e azul, ficando
somente com a original, para comparar com a decomposta em marrom; clicou-
se em image, selecionou-se type; neste selecionou-se 8-bit (a foto marrom
ficou em preto e branco); clicou-se em image, selecionou-se adjust; neste
selecionaram-se threshold, Black & White e clicou-se em apply e, logo em
seguida em ok (o que ficou em preto na foto € o que corou pelo Sirius Red ou
pela imuno-histoquimica, ou seja, o foco da andlise); clicou-se control M (ou
analyze e selecionou-se measure) (apareceu a porcentagem de preto na foto -
% area - este valor foi anotado na planilha para posterior analise estatistica).
Foi calculada a média para cada animal, a partir dos trés valores obtidos para

cada corte histolégico (trés campos analisados por corte).


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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3.12 Anédlise estatistica

Os dados coletados foram descritos aplicando-se parametros usuais de
estatistica descritiva, por meio de média, mediana e erro padrdo. Devido a
natureza dos dados, os grupos foram comparados utilizando o teste nao-
paramétrico para variaveis continuas U-Mann Whitney (software Prism 5.0 e
GraphPad Instat - GraphPad Software Inc., CA, EUA). Valores de p<0,05 foram

considerados como estatisticamente significativos.
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Os experimentos seguiram o protocolo programado, sem perdas de
animais [n (final) = 41]. No entanto, para a avaliacdo histoldégica e imuno-
histoquimica para o0 o-actina (amostra de 21 animais), durante o
processamento do material, o globo ocular de um animal do grupo Al ficou
fragmentado, sem condi¢des de localizacdo do sitio cirdrgico e, portanto, foi
desconsiderado [n (final) = 20]. Para a analise imuno-histoquimica para o
VEGF (amostra de 21 animais), foram desconsiderados dois globos oculares
(um do grupo A2 e outro do grupo Bl) por problemas de processamento da
amostra [n (final) = 19].

4.1 Parametros clinicos

Em todos os animais, ndo houve quemose em qualquer momento do
pos-operatorio. A hiperemia conjuntival foi mais acentuada no 3° DPO (variava
de 1+ a 3+/4+, sendo mais intensa no grupo Al). No entanto, do 5° DPO em
diante, estava ausente na maioria dos animais (variava de ausente a 2+/4+).

Levando em consideracdo somente o olho operado (OD), ndo houve
diferenca estatisticamente significativa para os valores de PIO entre 0s grupos
no 5° DPO (média + erro padrédo: 11,8 + 0,3 mmHg vs 11,9 + 0,3 mmHg para o
grupo Al e para o grupo B1, respectivamente) e no 15° DPO (média * erro
padrao: 11,9 + 0,4 mmHg vs 11,3 + 0,6 mmHg para o grupo A2 e para o0 grupo

B2, respectivamente) (Graficos 1 e 2).
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Grafico 1: Grafico da comparagédo entre os grupos dos valores de PIO do OD obtidos
no ultimo dia de pds-operatério (n=41). Dados apresentados na forma de
mediana (linha central) e média (cruz), percentis 25 e 75 (linhas inferiores e
superiores, respectivamente) e tracos inferiores e superiores, indicando os
limites observados. Valores de p<0,05 foram considerados como

estatisticamente significativos.

De acordo com a férmula [(APIO) = PIO ultimo DPO (OD-OE) - PIO pré-
operatoria (OD-OE)] para o calculo da variacdo da PIO, levando-se em conta o
OE, também né&o houve diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos (média + erro padrdo: A1 vs B1: -1,7 + 0,6 mmHg vs -0,2 + 0,4 mmHg e
A2 vs B2: -0,8 £ 0,3 mmHg vs -1,4 £ 0,3 mmHg) (Tabela 2).
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Gréfico 2: Valores de PIO do OD obtidos em cada grupo (média dos grupos para cada
momento de afericdo) que recebeu (B1, cinco dias e B2, 15 dias) ou néo
(A1, cinco dias e A2, 15 dias) o tratamento com acido rosmarinico. Dados
apresentados como média e erro padrao.

A avaliacdo morfologica da ampola cirurgica foi realizada, de acordo com
o Moorfields Bleb Grading System (WELLS et al., 2006) (Anexo B), pela anélise
da area (central e maxima), da altura e da vascularizacdo da ampola cirtrgica,
calculando a mediana de cada parametro, considerando o ultimo dia de exame.

Dentre os parametros analisados, a area central (mediana * erro padrao:
Al vs B1l:40+02vs4,0+0,2e A2vs B2:2,0+0,3vs 4,0+0,2), aarea
maxima (mediana + erro padrdo: Al vs B1: 4,0 £ 0,2 vs 3,5+ 0,3 e A2 vs B2:
2,0+0,3vs 3,0+0,1) e aaltura (mediana + erro padrédo: A1vs B1: 2,0+ 0,3 vs
20+0,2eA2vs B2:1,0£0,1 vs 2,0 £ 0,2) dos grupos tratados (B1 e B2)
apresentaram tendéncia a maiores escores, porém com significancia
estatistica apenas entre os grupos avaliados com 15 dias (A2 e B2) (area
central com p=0,0004, &rea maxima com p=0,0007 e altura com p=0,0239).
Em relacdo ao parametro vascularizacdo, o grupo B apresentou escores
significativamente menores, estatisticamente, em relacdo ao grupo A no 5°
DPO (mediana * erro padrédo: A1 vs B1: 4,0 £ 0,1 vs 3,0 £ 0,1; p<0,0001) e no
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15° DPO (mediana % erro padrao: A2 vs B2: 3,0 + 0,1 vs 2,0 = 0,1; p=0,0011)
(Tabela 2 e Figura 12).

Tabela 2: Distribuicdo da mediana de escores + erro padrao dos parametros avaliados
relativos a caracteristicas da ampola filtrante (de acordo com o Moorfields
Bleb Grading System) e média da formula APIO * erro padrdo. Valores de
p<0,05 foram considerados como estatisticamente significativos. A1 e Bl
avaliados no 5° DPO; A2 e B2 avaliados no 15° DPO.

Al 4,0+0,2 4,0+0,2 20+03 4001 -1,7 £ 0,6 mmHg
Bl 4,0+0,2 3,5+0,3 20+0,2 3001 -0,2 = 0,4 mmHg
p (valor)  0,7216 0,9069 0,8188 <0,0001* 0,0842
A2 2,0+0,3 20+0,3 10+0,1 3,0+0,1 -0,8 = 0,3 mmHg
B2 4,0+0,2 30+0,1 20+0,2 2001 -1,4 + 0,3 mmHg
p (valor)  0,0004* 0,0007* 0,0239* 0,0011* 0,2256

Figura 12: Fotografias demonstrando aspectos da ampola filtrante e do tubo de
sylastic dos diversos grupos de estudo, ao dia da eutanasia. Notar
tendéncia de ampola mais difusa e alta no grupo tratado B2 e ampolas
menos vascularizadas nos grupos tratados Bl e B2.
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4.2 Complicagdes

Foram observadas as seguintes complicacfes (Figura 13):

e Ruptura da capsula anterior em um animal do grupo B2 (transcorreu
com reacao inflamatoria do 1° ao 5° DPO) (Figura 13A);

¢ Atalamia em um animal do grupo Al do 1° ao 2° DPO (Figura 13B);

eDiscreto sangramento subconjuntival relacionado as injecdes de
tratamento nos seguintes animais: dois animais do grupo Al e dois do
grupo A2,

eToque da extremidade distal do tubo no endotélio corneano, sem
causar descompensacdo da cOrnea, em nove animais do grupo Al,
trés do grupo A2, dois do grupo B1 e em dois do grupo B2 (Figura
13C);

¢ Coagulo nas imediagfes do tubo em sete animais do grupo Al, um do
grupo A2 e em cinco do grupo Bl (Figura 13 C e D).

e Sinéquia anterior nas imediac6es do tubo em trés animais do grupo

Al e em um do grupo A2 (Figura 13E).

‘.

Figura 13 (A) evolucado, no 15° DPO, de lesdo a cépsula anterior do cristalino (seta).
(B) notar, no 3° DPO, a ampola filtrante mais elevada (seta) com
vascularizagdo aumentada, além da presenca de sinéquia anterior ao redor
do tubo. (C) presenca de coagulo na base do tubo, proximo ao angulo da
camara anterior, e o toque da extremidade distal do tubo no endotélio
corneano. (D) evidéncia de coagulo na regido distal do tubo (na camara
anterior). (E) presenca de sinéquia anterior proxima a regido distal de tubo
(seta).
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4.3 Avaliacao histologica

A avaliacdo histologica qualitativa, realizada por patologista experiente,
mostrou auséncia de diferencas significativas na conjuntiva, capsula de Tenon
e esclera, entre os grupos tratados ou ndo com o &cido rosmarinico. Ambos os
grupos mostraram intensa deposi¢cdo de colageno a partir do quinto dia de
estudo. Além disso, notou-se pouco e difuso edema, moderada infiltracdo
inflamatoéria aguda e auséncia de sinais de necrose tecidual em todos os
grupos (Figura 14). Observou-se, ainda, algum material hialino em amostras
do grupo B, que foi atribuido a residuos da suspenséo de &cido rosmarinico,

previamente injetados nessas localizagdes.
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Figura 14: Fotomicrografias da regido limbar de dois animais do grupo Al no 5° DPO.
(A) sitio cirargico e o infiltrado inflamatorio, além da presenca de
invaginacdo de tecido epitelial conjuntival (seta). (B) sitio cirtrgico (ampla
ampola filtrante) (asterisco), além de menor infiltrado inflamatério e
deposicao inicial de colageno (HE; magnificacao original - 50x).

Assim, procedeu-se a contagem de neutréfilos e vasos sanguineos no
sitio cirargico, a avaliagdo quantitativa da deposicao de colageno (por meio de
medidas da coloracdo com o Sirius Red), além da medida da marcacéo pela

imuno-histoquimica para a-actina e VEGF. A contagem de neutréfilos por
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campo histologico, realizada por patologista experiente, evidenciou diminui¢ao
significativa no grupo tratado com o acido rosmarinico, apenas na comparagao
entre os grupos A2 e B2 (mediana * erro padrdo: 21,0 £ 2,5 neutrofilos/campo
vs 10,0 + 1,6 neutrofilos/campo; p=0,0159), sendo Al vs Bl: 16,0 + 2,7

neutrofilos/campo vs 11,0 = 2,4 neutroéfilos/campo com p=0,9166 (Grafico 3).
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Grafico 3: Distribuicdo dos valores de neutréfilos/campo na area cirdrgica dos olhos
operados dos diversos grupos do estudo, ao dia da eutanasia (n=21).
Dados apresentados na forma de mediana (linha central) e média (cruz),
percentis 25 e 75 (linhas inferiores e superiores, respectivamente) e tracos
inferiores e superiores, indicando os limites observados. Valores de p<0,05
foram considerados como estatisticamente significativos. *p=0,0159.

O numero médio de vasos sanguineos por campo foi significativamente
menor no grupo B em comparacgao ao grupo A, tanto com cinco DPO (mediana
* erro padrao: Al vs B1: 10,0 £ 0,9 vasos/campo vs 5,0 £ 0,5 vasos/campo;
p=0,0079), quanto com 15 DPO (mediana + erro padrdo: A2 vs B2: 9,0 £ 1,6

vasos/campo vs 5,0 + 1,0 vasos/campo; p=0,0345) (Gréfico 4 e Tabela 3).
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Grafico 4: Distribuicdo da quantidade de vasos sanguineos/campo na area cirlrgica
dos olhos operados dos diversos grupos de estudo, ao dia da eutanasia
(n=21). Dados apresentados na forma de mediana (linha central) e média
(cruz), percentis 25 e 75 (linhas inferiores e superiores, respectivamente) e
tracos inferiores e superiores, indicando os limites observados. Valores de
p<0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.
*Al vs Bl: p=0,0079; A2 vs B2: p=0,0345.

N&do foram observadas diferencas estatisticamente significativas na
comparacdo das medidas feitas pelo software ImageJ® 1.36, da coloracdo com
Sirius Red, entre os grupos de estudo (mediana + erro padrédo: Al vs B1: 74,22
+ 3,38% vs 66,58 + 2,07%; p=0,2222 e A2 vs B2: 44,50 + 3,09% vs 41,13 +
1,70%; p=0,1508) (Grafico 5, Figura 15 e Tabela 3).
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Grafico 5: Gréafico de comparacao dos grupos demonstrando os valores (%area)
obtidos pelo software ImagelJ® 1.36 para quantificacdo de colageno
corado pelo Sirius Red (n=21). Dados apresentados na forma de mediana
(linha central) e média (cruz), percentis 25 e 75 (linhas inferiores e
superiores, respectivamente) e tracos inferiores e superiores, indicando
os limites observados. Valores de p<0,05 foram considerados como
estatisticamente significativos.
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Figura 15: Fotomicrografias de exemplos de campos histologicos do sitio cirargico,
mostrando é&reas adjacentes ao tubo de sylastic implantado. Notar
importante depoésito de coldgeno corado em tons de vermelho nos
diversos grupos do estudo (Sirius Red; magnificagéo original - 400x).

4.4 Avaliagcdo imuno-histoquimica

Na avaliacdo imuno-histoquimica para a-actina (a-SMA), dos campos
histolégicos da regido do sitio cirirgico, realizada pelo software ImageJ® 1.36,
nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Al e
Bl (mediana = erro padréo: Al vs Bl: 27,54 +13,56% vs 74,28 *+ 10,58%;
p=0,1508) e entre A2 e B2 (mediana + erro padréo: A2 vs B2: 27,54 + 2,23% vs
60,63 + 8,54%; p=0,0952) (Grafico 6, Figura 16 e Tabela 3).
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Grafico 6: Grafico de comparacdo dos grupos demonstrando os valores (%area)
obtidos pelo software ImageJ® 1.36 da coloragéo imuno-histoquimica para
oa-actina (a-SMA) (n=20). Dados apresentados na forma de mediana
(linha central) e média (cruz), percentis 25 e 75 (linhas inferiores e
superiores, respectivamente) e tracos inferiores e superiores, indicando
os limites observados. Valores de p<0,05 foram considerados como
estatisticamente significativos.
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Figura 16: Fotomicrografias da imuno-histoquimica para o-actina do sitio cirargico,
mostrando areas adjacentes ao tubo de sylastic implantado. Notar
marcacgao fibroblastica em tons de castanho nos diversos grupos do
estudo (Magnificacéo original - 400x).

A analise imuno-histoquimica do VEGF no sitio cirargico revelou
moderada coloracdo com anti-VEGF em todos 0s animais, principalmente em
fibroblastos e células endoteliais presentes nos campos histolégicos. Tomou-
se o cuidado de se excluirem da contagem as células endoteliais que revestem
0S vasos sanguineos. Assim, a andlise levou em consideracdo apenas 0s
fibroblastos subconjuntivais e as células inflamatorias da coloracao.

A avaliacdo do centro dos sitios cirdrgicos, com base em medicdes
quantitativas da area de coloracao, feita pelo software ImageJ® 1.36, mostrou
que as ampolas filtrantes do grupo B, no 5° dia de pds-operatorio,
apresentaram estatisticamente menos coloragao anti-VEGF do que o grupo A
(mediana = erro padrdo: Al vs Bl: 30,91 + 3,23% vs 15,23 % 3,79%;
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p=0,0190). Esta diferenca ndo foi evidenciada em tecidos mais distantes da

transicdo corneo-escleral. Muito embora a andlise qualitativa da colora¢cdo com

anti-VEGF, no 15° dia de pos-operatorio, demonstre ser mais baixa no grupo B
(mediana * erro padrao: A2 vs B2: 31,41 + 3,18% vs 19,19 + 2,07%; p=0,0635)

(Grafico 7, Figura 17 e Tabela 3), do ponto de vista estatistico esta diferenca

nao foi significativa.
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Gréfico de comparacdo dos grupos demonstrando os valores (%area)
obtidos pelo software ImageJ® 1.36 da coloracéo imuno-histoquimica para
VEGF (n=19). Dados apresentados na forma de mediana (linha central) e
média (cruz), percentis 25 e 75 (linhas inferiores e superiores,
respectivamente) e tracos inferiores e superiores, indicando os limites
observados. Valores de p<0,05 foram considerados como
estatisticamente significativos. *p=0,0190.
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Figura 17: Coloragdo imuno-histoquimica para VEGF em areas dentro dos sitios
cirdrgicos. Notar maior niamero de fibroblastos e de células inflamatérias
coradas no grupo Al (A) do que no grupo Bl (B). Uma invaginacdo do
epitélio conjuntival é visivel em (A), com coloracdo muito fraca anti-VEGF
(asterisco). Material hialino (residuos de acido rosmarinico) é evidente
em (B) (setas). Podem ser observados achados semelhantes no grupo
A2 (C) e no grupo B2 (D), incluindo a presenca de material hialino em (D)
(setas) (Magnificacao original - 400x).

4.5 Expressao génica por RT-PCR em tempo real

A andlise da expressao génica por RT-PCR em tempo real do TGF-,
nao revelou diferencga estatisticamente significativa entre os grupos (mediana +
erro padréo: Al vs B1: 0,69 + 0,36 vs 1,05 + 0,45; p=0,3095 e A2 vs B2: 1,16 +
0,35 vs 2,00 + 0,14; p=0,1508) (Grafico 8A e Tabela 3). A analise para o
colageno tipo 1 alfa-1 (COL1A1) também nao foi estatisticamente significativa
na comparacao entre os grupos de cinco dias, apesar do grupo B1 revelar
valores mais elevados (mediana + erro padrao: A1 vs B1: 1,58 + 1,98 vs 5,99 +
4,54; p=0,3095). No entanto, na comparacado entre os grupos de 15 dias, houve
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diferenca estatisticamente significativa (mediana = erro padrao: A2 vs B2: 1,20
+ 0,36 vs 4,28 + 1,54; p=0,0159) (Grafico 8B e Tabela 3).

Tabela 3: Distribuicdo da mediana + erro padrao dos parametros estudados relativos a
fatores envolvidos na fibrogénese tecidual (coloracéo por Sirius Red, imuno-
histoquimica para a-actina e RT-PCR em tempo real para TGF-B, e
COL1A1) e na angiogénese (imuno-histoquimica para VEGF e contagem de
vasos/campo) da ampola de filtracdo nos diversos grupos de estudo.
Valores de p<0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.

Grupos Sirius Red a-actina TGF-B2 COL1A1 VEGF Vasos/campo
Al 74,22 £3,38% 27,54 £13,56% 0,69 +0,36UA 1,58 +1,98UA 30,91+3,23% 10,0+0,9
B1 66,58 +2,07% 74,28 +10,58% 1,05+0,45UA 5,99 +4,54UA 1523+3,79% 5,0+0,5

p 0,2222 0,1508 0,3095 0,3095 0,0190* 0,0079*

A2 44,50 £3,09% 27,54 +2,23% 1,16 + 0,35UA 1,20+ 0,36UA 31,41+3,18% 9,0+1,6

B2 41,13+1,70% 60,63 + 8,54% 2,00 £0,14UA 4,28 +1,54UA 19,19+2,07% 5,0+1,0

p 0,1508 0,0952 0,1508 0,0159* 0,0635 0,0345*
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Graficos 8: Graficos de comparacdo dos grupos demonstrando os valores obtidos
pelo RT-PCR em tempo real para TGF-f, (Grafico 8A) para COL1Al
(Grafico 8B) (n=20). Dados apresentados na forma de mediana (linha
central) e média (cruz), percentis 25 e 75 (linhas inferiores e superiores,
respectivamente) e tracos inferiores e superiores, indicando os limites
observados. Valores de p<0,05 foram considerados como
estatisticamente significativos. *p=0,0159.
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A faléncia da cirurgia filtrante do glaucoma é atribuida principalmente a
fibrose excessiva, o que envolve varios mediadores diferentes presentes antes
e durante a reparacdo tecidual (KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014;
POHLERS et al., 2009; WYNN; RAMALINGAM, 2012). O fibroblasto é o
principal tipo celular envolvido, contribuindo para o acumulo de MEC e fibrose.
Além disso, participa da inflamagdo e da neovascularizagdo observadas
durante a cicatrizacdo patoldgica de varios tecidos diferentes, incluindo o olho
(CORDEIRO et al., 2000b; KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014; POHLERS
et al., 2009).

Atualmente, existem duas opg¢Oes de drogas moduladoras da
cicatrizacdo usadas nas cirurgias fistulizantes do glaucoma, a saber: 0 5-FU e a
MMC. Essas substancias, apesar de potentes moduladores da fibrose no sitio
cirdrgico, possuem alguns efeitos colaterais indesejaveis que péem em risco a
visdo, tais como: o desenvolvimento de ampolas filtrantes avasculares, com
risco de vazamento de humor aquoso pela conjuntiva atréfica, hipotonia,
atalamia, maculopatia hipotdnica e endoftalmite infecciosa. @Como
consequéncia, a busca por novas drogas moduladoras da cicatrizacdo, com
menos efeitos colaterais, tem sido grande nos ultimos tempos (LAMA;
FECHTNER, 2003; SEIBOLD; SHERWOOD; KAHOOK, 2012).

O presente estudo € o primeiro a avaliar o efeito do &cido rosmarinico
como adjuvante em cirurgia filtrante do glaucoma. Inicialmente, deve-se
ressaltar que as complicacbes observadas em alguns animais durante os
procedimentos experimentais (cirurgia e inje¢cdes subconjuntivais), como
descrito nos resultados, foram controladas e aparentemente nédo interferiram
nos resultados das avaliagbes clinicas e histopatoldgicas desses animais.
Também, por ndo se verificar maior frequéncia das complicacdes nos olhos
tratados com acido rosmarinico, infere-se que seu uso, na concentracao
preconizada, ndo foi associado diretamente a complicagbes clinicamente
observaveis.

O tratamento com o &cido rosmarinico, na concentragdo de 15 mg/ml,

nao revelou melhora clinica, em termos de medidas de PIO, entre os grupos de
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estudo, apesar de demonstrar ampolas filtrantes maiores e mais elevadas no
grupo tratado, de acordo com Moorfields Bleb Grading System.

Na pratica clinica, o acompanhamento da ampola com a classificacao
morfolégica padronizada pode ajudar a prever o resultado cirdrgico e fornecer
informagdes sobre a necessidade de tratamento adicional (PICHT; GREHN,
1998). O Moorfields Bleb Grading System, sistema de classificagdo morfolégica
da ampola cirdrgica, foi o que demonstrou maior concordancia na avaliacao
fotografica das ampolas cirargicas em comparacdo com 0S outros sistemas
disponiveis (CANTOR et al., 2003; PICHT; GREHN, 1998). Esse sistema
parece representar adequadamente as ampolas que estdo sendo codificadas
para analise estatistica em estudos clinicos. Foi selecionado para ser aplicado
neste estudo por demonstrar maior detalhamento da vascularizacdo da ampola
cirirgica em relacdo aos demais sistemas (WELLS et al., 2006, 2007).

Apesar de se mostrar insuficiente para a promocdo de melhores
resultados clinicos na avaliagcdo da cirurgia antiglaucomatosa experimental em
coelhos, primordialmente pela auséncia de diferencas tonométricas entre os
grupos, do ponto de vista de vascularizacdo da ampola filtrante, segundo
Moorfields Bleb Grading System, os grupos tratados com o acido rosmarinico
demonstraram menores escores, indicando efeito modulador vascular. Este
efeito pode estar associado com sua acdo inibitéria da neovascularizacao,
conforme descrito por outros autores (HUANG; ZHENG, 2006; JUNG et al.,
2007; KIM et al., 2009). A possibilidade de que os escores avaliados tivessem
sofrido influéncia de uma ac¢édo vasoconstrictora sobre 0s vasos conjuntivais
fica afastada, uma vez que o acido rosmarinico pode apresentar efeito
vasodilatador paradoxal (ERSQY et al., 2008).

O mesmo protocolo de tratamento foi acompanhado de aumento, nédo
estatisticamente significativo, em alguns fatores relacionados ao processo
cicatricial aos cinco dias de pos-operatorio (imuno-histoquimica para a-actina e
expressdo do COL1Al), mas principalmente aos 15 dias de pds-operatério

(imuno-histoquimica para a-actina, e expressao do TGF-f, e do COL1A1l). No
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entanto, a expressdo do COL1A1 apés 15 dias mostrou-se significativamente
aumentada no grupo que recebeu tratamento com o &cido rosmarinico.

A avaliacdo pelo Sirius Red revelou também alta deposicéo de coldgeno
em todos os grupos de experimento, sem diferencas significativas nos grupos
tratados com o &cido rosmarinico. Esses achados corroboram com a avaliacao
qualitativa da fibrose da area cirargica, observada desde o experimento piloto.
Levar em consideragdo que a andlise do Sirius Red néo foi realizada sob luz
polarizada, que seria o ideal para a visualizacdo de fibras colagenas de
diferentes espessuras. No entanto, realizou-se, neste estudo, a padronizacéo
das fotomicrografias pelo software ImageJ® 1.36.

Esse aumento da deposicao de colageno e da expressédo do TGF- e do
COL1A1 no grupo tratado com o acido rosmarinico estdo em desacordo com
estudos publicados anteriormente, que demonstraram a acao inibitéria desta
droga sobre a fibrose hepéatica e o TGF-3; (LI et al., 2010; ZHANG et al., 2011).
Especula-se que a divergéncia dos presentes achados em relacédo aos estudos
anteriores seja decorrente da forma de aplicacdo e da concentracdo aplicada.
No estudo publicado por Li et al. (2010), por exemplo, a via de administracao
foi a intragastrica e foram usadas proporcionalmente menores concentracées.
Além disso, o material hialino observado no presente estudo, em alguns cortes
histol6gicos, € de origem desconhecida, mas pode representar residuo de
acido rosmarinico. E possivel que essa elevada concentracdo da droga
(constituindo uma suspensao pouco homogénea) tenha levado a formacao de
um coloide no espaco subconjuntival, com efeito potencialmente fibrosante.
Este aspecto nao foi avaliado por instrumentos de descricdo quimica, 0s quais
poderdo ser usados no futuro para associacdo causal desta deposicao
subconjuntival com a fibrose local observada.

Interessante ressaltar que o tratamento, dentro do protocolo exposto,
levou a menor quantidade de neutréfilos por campo aos 15 dias de estudo e,
também, menor quantidade de vasos sanguineos por campo histolégico no 5° e
15° DPO. Este ultimo dado vem corroborar com a observacdo de menores
escores para a vascularizagcdo da ampola filtrante e menor marcagao com anti-

VEGF nos grupos tratados com acido rosmarinico.



Discusséo 98

A diminuicdo do numero de neutréfilos no grupo tratado com o &cido
rosmarinico corrobora com estudo publicado anteriormente, em que 0s autores
evidenciaram que o tratamento com esta substancia foi capaz de diminuir a
reacao inflamatoria, com a reducédo do numero de neutrofilos, além de diminuir
a quantidade de IL-8 que estimula a migracdo de neutrofilos para o local da
lesdo, em modelo experimental de cancer de pele com ratos (OSAKABE et al.,
2004). As demais propriedades anti-inflamatérias conhecidas baseiam-se na
inibicdo de enzimas (lipoxigenases e cicloxigenases), na interferéncia na
cascata do complemento (PETERSEN; SIMMONDS, 2003), inibicdo do
recrutamento de macrofagos (QIAO et al.,, 2005) e na reducédo de algumas
citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-12, TNF-a, IFN-y e MCP-1) (SWARUP et
al., 2007), aspectos ndo abordados no presente estudo.

A diferenga comparativa na marcagdo para VEGF observada entre os
grupos pode, de certa forma, refletir a importancia dos fibroblastos na ativacéo
da cascata angiogénica relacionada ao processo de cicatrizacao (FUJIWARA;
MURAGAKI; OOSHIMA, 2005; KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014; LI et
al., 2009). Além disso, também se poderia especular que o &cido rosmarinico
atuaria como modulador da expressdao do VEGF nos fibroblastos, inibindo
pontos desconhecidos na cascata de sinalizacdo do controle da secrecdo de
VEGF. Estudos anteriores demonstraram que esta droga € capaz de diminuir a
proliferacdo e a formacdo de tubos vasculares pelas células endoteliais,
provavelmente relacionada com a sua atividade antioxidante, que resultou na
inibicdo das espécies reativas de oxigénio associadas a expressdo de VEGF
(HUANG; ZHENG, 2006); ou o seu efeito antiproliferativo sobre os tecidos
vasculares, através da interrupcao do ciclo celular nas fases GO/G1 (MAKINO
et al., 2000). Em modelo experimental de retinopatia da prematuridade, o acido
rosmarinico inibiu a neovascularizagdo retiniana sem, no entanto, causar
toxicidade tecidual (KIM et al., 2009). Ademais, esta relacionado com a inibicao
da angiogénese patolégica em tumor (JUNG et al., 2007).

Alguns agentes antiangiogénicos tém demonstrado efeitos inibitorios
sobre a atividade de fibroblastos em diferente estudos (KENDALL; FEGHALI-
BOSTWICK, 2014; STATON; REED; BROWN, 2009; WONG et al., 1994) e,
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mais recentemente, o VEGF tem sido considerado como uma importante
citocina a ser controlada, a fim de diminuir a proliferacdo e migracao de
fibroblastos e células inflamatérias (FUJIWARA; MURAGAKI; OOSHIMA, 2005;
Ll et al., 2009; MATHEW; BARTON, 2011; O'NEILL et al., 2010; VAN BERGEN
et al., 2011; ZHANG et al., 2008). Além disso, os pacientes submetidos & TREC
tém niveis elevados de VEGF no humor aquoso e varios estudos testaram
anticorpos anti-VEGF como opcéo terapéutica para o atual tratamento
adjuvante antiproliferativo (GREWAL et al., 2008; LI et al., 2009; MATHEW;
BARTON, 2011; O’'NEILL et al., 2010; PAULA et al., 2013; VAN BERGEN et al.,
2011).

Como elevada atividade angiogénica de fibroblastos estimulados tem
sido atribuida ao TGF-B e ao VEGF, os futuros esforcos devem se concentrar
tanto no seu efeito paracrino como no autécrino (FUJIWARA; MURAGAKI;
OOSHIMA, 2005; KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014). Levando-se em
consideracdo o numero crescente de artigos focados em angiogénese como
alvo para melhorar os resultados cirurgicos de cirurgias filtrantes do glaucoma,
novos inibidores da neovascularizagcdo devem ser avaliados, uma vez que 0s
antifibréticos atuais (5-FU e MMC) tém efeitos adversos frequentes (LI et al.,
2009; LUKOWSKI et al., 2013; MATHEW; BARTON, 2011; MEMARZADEH et
al., 2009; PAULA et al., 2013; TURGUT et al., 2014, 2015).

De acordo com os resultados do presente estudo, pode-se especular
que o acido rosmarinico, na concentracdo de 15 mg/ml, tenha acgéo inibitoria
sobre a neovascularizacéo relacionada com a cicatrizacdo de feridas, todavia
foi incapaz de controlar todos os passos relacionados com a fibrose
subconjuntival em longo prazo. Além disso, a avaliacdo clinica (incluindo PI1O)
de modelos experimentais de cirurgia filtrante € geralmente limitada devido a
fibrose precoce e mais agressiva em animais, em comparagao com O
observado em humanos (MILLER et al., 1989).

Devem-se levar, ainda, em consideracdo, as seguintes limitacOes
metodologicas para o uso do acido rosmarinico, com base neste estudo:

e Periodo relativamente curto de avaliacéo clinica e histologica;
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e A necessidade de injecbes subconjuntivais para garantir a
disponibilidade do acido rosmarinico;

e Andlise limitada do processo inflamatorio, incluindo citocinas e tipos
celulares, presentes neste modelo experimental;

¢ Avaliacdo da ampola filtrante por apenas um pesquisador, que apesar
de mascarado para a identificacdo dos grupos, poderia levar a um
viés de observacdo. Ressalta-se, no entanto, que a pesquisadora foi
previamente treinada e tinha experiéncia clinica com gradacédo de

ampolas de TREC em humanos.

Tais achados apontam para os potenciais efeitos anti-inflamatorios e de
modulacdo da neovascularizacdo pelo &cido rosmarinico em cirurgias
antiglaucomatosas, porém sem acdo moduladora da fibrogénese.
Considerando que esta droga ndo demonstrou efeito toxico ao epitélio
pigmentar da retina (KIM et al., 2009), mais estudos in vitro e in vivo seréo
necessarios para elucidar o seu mecanismo de acéo, além de ensaios clinicos
para verificar a sua seguranca e eficacia em cirurgia fistulizante do glaucoma

em humanos.



6. Conclusoes
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N&o se observou diferenca significativa nos niveis da PIO entre os olhos
tratados ou ndo com acido rosmarinico. A comparagéo dos aspectos da ampola
filtrante e da inflamac&o conjuntival, realizada por atribuicido de escores do
Moorfields Bleb Grading System, mostrou aumento significativo da area central,
area méaxima e altura da ampola nos olhos tratados com &cido rosmarinico
apenas na avaliacao de 15 dias; porém houve menor vasculariza¢do nos olhos
tratados, tanto na avaliacdo de cinco quanto de 15 dias. Também nao foram
observadas complicacdes relacionadas ao tratamento com esta droga.

A resposta inflamatéria, avaliada pela contagem de neutréfilos no sitio
cirargico, foi significativamente menor em olhos tratados com &cido rosmarinico
por 15 dias. Observou-se também, nos olhos tratados, menor quantidade de
vasos/campo aos cinco e aos 15 dias, contudo menor marcagdo imuno-
histoquimica para VEGF apenas aos cinco dias de tratamento. Embora a
marcagao imuno-histoquimica para a-actina tenha sido maior nos grupos
tratados, essa diferenca ndo foi significativa. Além disso, a deposicao de
colageno avaliada pela coloracdo com Sirius Red também ndo se mostrou
diferente entre os grupos.

Na comparacdo da expressdo génica de fatores relacionados a
fibrogénese tecidual, observou-se maior expressdo de COL1Al nos olhos
tratados com &cido rosmarinico aos 15 dias. Nao foram observadas diferencas
significativas entre olhos tratados ou ndo com a droga na expressdo de
COL1AL1 aos cinco dias, nem na expressao do TGF-$2 em nenhum dos tempos

analisados.
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ANEXO A

APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

m'Camisséc de Etica em Experimentacdo Animal —

CERTIFICADO

_ _ Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagfo n° 124/2009, sobre o projeto intitulado “Efeito de_
moduladores da cicatrizagcdo na trabeculectomia experimental em
coelhos™, sob a responsabilidade do Professor Doutor Jayter Silva de
Paula estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal
adotado pelb Colégio Brasileiro de Experimentaciio Animal (COBEA) e foi
APROVADO em reunido de 31 de agosto de 2009.

(We certify that the protocol n° 124/2009, about “Effect of Healing Modulators in Experimental
Trabeculectomy in Rabbits”, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH
adopted by Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved in 08/31/2009
meeting.

Ribeirdo Preto, 31 de agosto de 2009.

Prof. Dr. Eduardo Melani Rocha

Presidente da Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal
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ANEXO B

MOORFIELDS BLEB GRADING SYSTEM
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Rosmarinic Acid Suppresses Subconjunctival
Neovascularization in Experimental
Glaucoma Surgery
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ABSTRACT

Purpose: Excessive subconjunctival scarring is associated with increased angiogenesis and leads to filtration
failure in glaucoma surgery. In this study, we describe that rosmarinic acid (RA) has anti-angiogenic activity
during wound healing in a rabbit model of glaucoma surgery.

.com by 189.63.226.196 on 12/15/14

Methods: Forty New Zealand rabbits underwent an experimental trabeculectomy and were randomly allocated
into two treatment groups: RA group — treated with subconjunctival injections of 0.1 ml RA (15mg/ml; n=20) -
and control group - treated with subconjunctival injections of 0.1 ml balanced salt solution (1 =20). The in vivo
effect of RA was investigated after 5 and 15d by measuring the intraocular pressure (IOP; with Tonopen) and
bleb area and vascularity (using the Moorfields Bleb Grading System). Vascularization was also studied by
counting histological blood vessels and by immunohistochemistry of vascular endothelial growth factor (VEGF)
at the surgical site and by quantification of vessels in chicken’s chorioallantoic membrane (CAM), treated with
AR 500 pg/ml for 48 h.

Results: On the fifth day, eyes of RA group displayed higher bleb area (3.6+0.2 versus 1.8 £0.2; p=0.004) and
lower vascularity (3.0+0.5 versus 4.0+0.4; p=0.009) than controls; however, difference in IOP reduction was
not significant (~1.4+0.3 versus —0.8+0.3 mmHg; p=0.226). Proportion of vessels/field (4.6+0.5 versus
10.4+0.9; p=0.008) and VEGF immunostaining (15,347 + 3788 versus 31,043 +3230; p =0.019) also declined with
RA treatment. However, at the 15th day, none of the parameters were different between the groups, except for
vessels /field proportion (5.4+1.0 versus 10.6 +1.6; 1,_1:0.035)‘ CAM exposed to AR inhibited vascularization
(—45.67 +4.74%; p <0.001).

Conclusion: These data indicate RA has a short-term anti-angiogenic effect and could be a potential modulator of
neovascularization during subconjunctival healing at glaucoma filtration surgical sites.
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INTRODUCTION major alternative to medical treatment and have been
specifically associated with decreases in visual fields

Prevention of optic nerve damage is the main object- progression rates.®
ive of all current glaucoma treatment options, Surgical filtration failures are most associated with
which are still based on intraocular pressure (IOP) excessive fibrosis in subconjunctival tissues at the
reduction.”” Glaucoma filtration surgeries are the surgical site resulting in fibroblastic production of
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collagen and angiogenesis.6’7 In fact, recent studies
have investigated new therapies aimed at modulation
of scarring with special attention being paid to control
excessive neovascularization observed early post-
operative period.ﬁm Moreover, routine anti-fibrotic
agents used per-operatively to enhance outcomes of
glaucoma filtration surgery are associated with
diverse and potential severe post-operative eye com-
plications.”

Rosmarinic acid (RA) is a naturally occurring
polyphenol (ester of caffeic acid and 3,4-dihydrox-
yphenyllactic acid), found in species of the subfamily
Nepetoideae (Lamiaceae), with several biological
activities.'™!® Its anti-oxidative effects result in inhib-
ition of some steps in the angiogenesis cascade,”
including in retinal endothelial cells.'® Aiming to
decrease neovascularization related to wound healing
process, we show in this study that RA has the
potential in rabbits to be used as an anti-angiogenic
adjunctive agent in experimental glaucoma filtration
surgery.

MATERIALS AND METHODS

Animals

This study included 40 female white New Zealand
rabbits (Oryctolagus cuniculus), each weighing 2.0-
2.5kg. All animals were acquired from the Central
Bioterium of the University of Sao Paulo (Ribeirao
Preto Campus). The animals were housed in individ-
ual cages in an air-conditioned room (22°C-26°C) on
a 12-h light-dark cycle. All of the rabbits were
acclimatized for at least five days before the experi-
ments started. The animals were fed standard rabbit
chow, but were given only water 12 h before surgery.
The study was approved by the Institutional Animal
Experimentation Ethics Committee of Ribeirdo Preto
Medical School. Only one eye of the rabbits in the
study groups was subjected to standard preparation
for surgery, anesthesia and the surgical technique. All
experiments and animal-related procedures were
performed according to the guidelines for animal
care and experimentation by the Association for
Research in Vision and Ophthalmology as described
in their Statement for the Use of Animals in
Ophthalmic and Visual Research.

Surgical Procedures

Prior to surgeries, all animals were anesthetized with
an intramuscular injection of ketamine 1 ml/kg solu-
tion (50 mg/ml) and 0.5ml/kg xylazine (20mg/ml).
A conjunctival fornix peritomy procedure was per-
formed in the right eye, and the sclera was exposed.
A 2 x 2mm limbal base flap with half of the thickness

of the sclera was performed close to the cornea.
A paracentesis at the temporal side of the cornea was
made, and a 22-gauge needle (22G Catheter Insyte,
BD Insyte“\‘, Becton Dickson Surgical Industry,
Sao Paolo, Brazil) was used to penetrate the anterior
chamber, under the scleral flap. A silastic tube was
cut 1.0mm from its insertion, trimmed, beveled and
fixed on the scleral surface with nylon 10.0." The
scleral flap and conjunctiva were sutured with 10.0
nylon. All operated eyes were treated with a fixed
combination of topical antibiotic (ciprofloxacin hydro-
chloride, 3.5mg/g) and corticosteroid (dexametha-
sone, 1.0mg/g) four times a day for five days.

Treatment and Monitoring

RA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) was diluted in
0.9% saline solution in order to obtain a final concen-
tration of 15 mg/ml. Such concentration demonstrated
best results in previous pilot tests from our laboratory
(data not shown). Two different masked researchers
performed separately treatment (C. M. M.) and clinical
evaluation (J. L. M. F) protocols. Animals were
numbered and randomly allocated in two groups:

RA group: Subconjunctival injections of 0.1 ml RA
solution was applied at the superior quadrant of right
eye for three times — three days before, during and on
each of three days after the surgical procedure, into
the bleb (11=20).

Control group: subconjuntival injection of 0.1ml
balanced salt solution was applied at the superior
quadrant of the right eye for the same time points
(n=20).

Rabbits were assessed clinically just before surgery,
at days 1, 5 and 15 post-operatively. In each evalu-
ation, after topical anesthesia (proparacaine 0.5 % —
two eye drops), IOP was measured in both eyes with
Tonopen (Tonopen Avia, Reichert Inc.,, Depew, NY),
and the following bleb findings were recorded: area
(maximal), height and vascularity (which was classi-
fied according to Moorfields Bleb Grading System,
MBGS?®) and also complications. All animals were
photographed by one individual (C. M. M.), and
masked images of the treatment group were graded
by another one (J. L. M. F).

Histological Analysis

On the 5th and 15th post-operative days, the rabbits
were euthanized using intravenous pentobarbital
(100-150 mg /kg). Upon sacrifice and enucleation,
samples of the surgical site, including sclera, conjunc-
tiva and Tenon’s capsule were dissected and
fixed with 10% buffered formalin. Preparation for
routine histology was performed on paraffin, using
hematoxylin and eosin staining. Photographs of
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sections were made in order to evaluate microscopic
fields of surgical site, at 200 magnification. Analysis
of mean number of blood vessels was performed by
counting all identified subconjunctival blood vessels
in three sequential fields starting at the corneo-scleral
transition, using five sequential slices. Blood vessel
evaluation as well other histopathologic analyses of
interest were performed by an experienced and
masked ocular pathologist (F. C.).

Immunohistochemistry for Vascular
Endothelial Growth Factor

Immunohistochemical preparations for vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) were used in order to
assess the amount of fibroblasts-expressing VEGE.
The paraffin-embedded slides were heated to 60°C,
deparaffinized and rehydrated. Endogenous peroxid-
ase activity was quenched by means of a 30-min
incubation in a 3% H>O,/phosphate buffered solution
(PBS) solution, washed and blocked with a solution of
20% Aquablock (East Coast Biologics, Inc., North
Berwick, ME) in PBS/0.2% Tween-20 for 30 min. The
sections were then incubated with a human anti-
VEGF monoclonal antibody at a dilution of 1:50 (VEGF
C-1; SC 7269, BD Biosciences Pharmingen, San Diego,
CA). Primary antibodies were detected using biotiny-
lated IgG secondary antibodies (2 ug/ml), after which
the sections were incubated with 3,3'-diaminobenzi-
dine (DAB substrate kit; Vector Laboratories,
Burlingame, CA). One 400x magnified microscopic
field (centered at the scleral surgical site) of five slices
for each animal was evaluated using Image ] 1.36
(National Institutes of Health [NIH], Bethesda, MD)
software program for DAB brown analysis. We chose
to withdraw staining from endothelial cells of vessels
at the final DAB protocol analysis in order to avoid
potential bias related to different number of vessels in
selected microscopic fields.

Chick Chorioallantoic Membrane Assay

The analysis of the antiangiogenic activity of AR was
performed using chicken embryo for the chorioallan-
toic membrane (CAM) assay, modified from previous
studies.?? Embryonated eggs were kept incubated at
37°C and 60% humidity, using a digital automatic
incubator. After 72h, a circular eggshell aperture of
approximately 1.0cm was made, discarding non-
viable eggs (not fertilized). CAM was exposed after
withdrawing the inner membrane following by seal-
ing of eggs with a masking tape. At the fifth day, 20l
of RA solutions (250 or 500 pg/ml) were applied on 12
embryos. Negative controls were exposed to PBS (pH
7.4), as well as positive controls, to bevacizumab
solution (an anti-VEGF agent, at 500 ug/mL) (n=12).
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After seven days of incubation, CAM were extracted,
fixated (3.7% formaldehyde) for 10 min and photo-
graphed. The images were analyzed based on meas-
urements of proportion of blood vessels area in pixels
(Image ] 1.36 — National Institute of Health).

Statistical Analysis

All analyses of the study were performed using the
Prism 5.0 software program (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA). The means, medians, proportions
(percentages) and standard errors (SEs) were calcu-
lated using descriptive statistics. The Mann-Whitney
U test was used to compare the results between
groups. We calculated the power (1 — beta) of findings
considering the difference and the standard deviation
observed in the “blood vessels per field” parameter
on the fifth day and assuming an alpha value of 0.05.
p Values of less than 0.05 were considered as statis-
tically significant.

RESULTS

All operated eyes displayed diffuse blebs throughout
the five days after filtration surgery; however, none
were identifiable on the 15th postoperative day. On
the fifth day, evaluation of blebs morphology using
MBGS showed no significant difference between RA
and control group, in terms of height (median +SE:
2.0+0.1 versus 2.0+0.4). Interestingly, eyes from RA
group presented with a higher bleb area (3.6+0.2
versus 1.8+0.2; p=0.004) and less redness and sig-
nificant lower vascularity (3.0+£0.2 versus 4.0+0.2;
p=0.0089) than the control group (Figure 1). No
significant difference in mean IOP was observed
between groups on the fifth post-operative day
(10.8 £0.7 mmHg versus 11.5+0.4mmHg for RA and
control group, respectively). The clinical evaluations
of the RA and control groups after 15d were not
different from one another.

Qualitative histological evaluation showed minimal
differences between groups in terms of conjunctival
epithelial layers, subconjunctival edema, leukocyte
migration and gross contents of extracellular matrix
attributed to collagen deposition. Some hyaline mater-
ial was observed exclusively in RA group specimens,
which was attributed to residuals of RA suspension
previously injected in those regions. In addition, no
signs of tissue necrosis were observed. Moreover,
mean number of blood vessels per field was signifi-
cantly lower in RA group than control group at 5th
(4.6 0.5 versus 10.4 0.9 vessels/field; p=0.0079) and
15th postoperative days (5.4+1.0 versus 10.6+1.6;
p=0.035). The differences observed were robust
because power calculation for the paired comparison
(n=10 per group) at five days period was 0.99.
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FIGURE 1 Photographs showing the redness of surgical blebs on the fifth post-operative day in right eyes of rabbits which underwent
experimental glaucoma surgery. (A) Control group: note diffuse, moderate high bleb with apparent vascularity (animal#2). (B) RA
group example of animal #4, displaying also diffuse, moderate high blebs, but with minimal vascularity. Note flat blebs and almost
similar vascularization on thel5th postoperative day in both control (C) and RA groups (D).

VEGF immunohistochemistry analysis of all sub-
conjunctival tissues revealed moderate anti-VEGF
staining in all animals, mainly in fibroblasts and
endothelial cells. Evaluation of the center of surgical
sites, based on quantitative measurements of staining
area, showed that blebs of the RA group had less anti-
VEGF staining than the control group (15.4+3.8%
versus 31.0 +£3.2%; p = 0.019) (Figure 2). This difference
was not seen in tissues far from the cornea-scleral
transition. Although qualitative analysis of anti-VEGF
staining at the 15th day seems to be lower between
groups (Figure 2), it was not significant.

RA treatment also resulted in a significant reduction
of the CAM vessels percentage compared to controls at
both concentrations (-32.0 £1.1% and —45.7 £ 1.4% for
RA 250 and 500 pg/ml, respectively; p <0.001), besides
RA 500 pg/ml treatment reduced the vessel proportion
more than bevacizumab 500pg/ml (-13.7 £1.3%;
p=0.008) (Figure 3).

DISCUSSION

Failure of glaucoma filtration surgery is mainly
attributed to excessive fibrosis, which involves several

different mediators present before and during wound
repair’*?° Fibroblasts are the major cell type con-
tributing to fibrotic accumulation of extracellular
matrix, besides their involvement in inflammation
and neovascularization observed during pathological
wound healing of several different tissues including
the eye.>*2

Some anti-angiogenic agents have demonstrated
inhibitory effects on fibroblasts activity in different
studies,”*** and more recently VEGF has been
considered an important target cytokine to be con-
trolled in order to decrease proliferation and migra-
tion of fibroblasts and inflammatory cells.**®
Moreover, patients who underwent trabeculectomy
have elevated levels of aqueous VEGF, and several
studies tested anti-VEGF antibodies as a therapeutic
option to current antiproliferative adjuvant treat-
ments.*”"

As high angiogenic activity of stimulated fibro-
blasts has been attributed to TGF-p and VEGF, future
efforts should focus on both their paracrine and
autocrine effects.”®*? Taking into account the ever
growing number of reports focused on angiogenesis
as an additional target for improving surgical out-
comes of glaucoma surgeries, new neovascularization
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FIGURE 2 Immunohistochemical staining for VEGF in areas within surgical site centers. Note larger number of fibroblast and
inflammatory cells stained in the control group (A) than RA group (B), on the fifth postoperative day. Conjunctival epithelium
invagination is visible in (A), with very weak anti-VEGF staining (asterisk) and hyaline material is evident in (B), which was attributed
to residuals from RA injections (arrows). Similar findings can be observed at 15th postoperative day in both control (C) and RA group
(D), including the presence of hyaline material in (D). Magnification 400x.

3

$

= o B

QO% oq)\“\ Q\\“\' o&(“\
BT o
LU

FIGURE 3 Proportion of blood vessels displayed as
mean +standard error from CAM exposed to RA solutions
(250 or 500pg/ml) and bevacizumab (beva, 500 pug/ml).
Phosphate buffered solution (PBS) was used as a control. In
all treatment groups, declines in blood vessel proportion were
significant relative to the control. Interestingly, 500 pg/ml RA
inhibited vessel formation more than 500 pg/ml bevacizumab.
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Blood vessels proportion (CAM)

inhibitors should be evaluated, since current anti-
fibrotic agents have shown frequent adverse effects.
RA is a herbal compound with several biological
activities, including previous re?orts of its anti-fibrotic
and anti-angiogenic effects.'”'® In this study, we
demonstrated anti-angiogenic effects of RA in both
CAM assays and the histological analysis of

© 2014 Informa Healthcare USA, Inc.

subconjunctival tissues at the filtration surgical site.
In fact, RA produced a pronounced reduction in blood
vessels of 45% in CAM and 55% at the surgical site.
Since CAM analysis was performed objectively fol-
lowing the Image ] protocol and a masked experienced
ocular pathologist counted the number of blood
vessels per field, these results provide strong evidence
documenting anti-angiogenic effects of a RA solution
at its working concentration. The anti-angiogenic effect
of RA was greater than that of bevacizumab treatment,
according to our CAM assays results. The CAM
findings confirmed and validated RA effects since we
postulated that bevacizumab treatment could serve as
a positive control for vascularization inhibition.
Anti-VEGF staining was dramatically reduced in
samples from the RA group, even after excluding
from the analysis endothelial cells lining blood ves-
sels’ staining. Thus, the immunohistochemical ana-
lysis took only subconjunctival fibroblasts and
inflammatory cells staining into account. The differ-
ence in this VEGF staining observed between groups
may so reflect the importance of those cells in the
angiogenic cascade activated by the healing process.
Moreover, we also speculate that RA may act as a
modulator of VEGF expression in such cells, inhibit-
ing unknown points in the signaling cascade control-
ling VEGF secretion. Previous studies have shown
RA is able to decrease proliferation and tube forma-
tion of endothelial cells, probably related to its
suppression of H202-induced VEGF expression'” or
its anti-proliferative effect on vascular tissues,
through cell cycle arrest at the G0/G1 phases.™®
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Our findings are based on an evident difference in
vascularity scores of blebs, according to MBGS
evaluation. However, no group differences were
found between other clinical signs underlying good
bleb functioning, including IOP, on the 15th day. We
speculate RA could inhibit vascularization related to
wound healing, but it was unable to control all steps
related to the longer-term subconjunctival fibrosis. In
fact, there are no indications of any histological
differences in either extracellular matrix or inflamma-
tory cells between the groups. Besides, clinical evalu-
ation (including IOP) of experimental models of
filtration surgery is limited because fibrosis usually
occurs earlier and is more aggressive in these animal
models than that observed in humans.*

Limitations of this study are related to the short
period of clinical and histological evaluation, the
necessity of subconjunctival injections to guarantee
RA accessibility and no specific analysis of other
fibrotic parameters, such as collagen deposition or
myofibroblast  differentiation. ~ Furthermore, as
described, only one masked researcher evaluated and
graded the bleb appearance, which could lead to an
observation bias. However, this researcher (J. L. M. F))
was extensively trained previously and has demon-
strated low grading variability using that grading
system.

Furthermore, the hyaline material observed in
some histological slices is of unknown origin, but
could represent residuals from RA injections. We
experienced some difficulty in obtaining a homoge-
neously dispersed RA solution due to the high
concentration used. It is possible that the high RA
concentration could be transformed to a colloidal
suspension in the subconjunctival space, which war-
rants further investigation. Based on our findings, a
limited anti-angiogenic effect was observed on the
15th postoperative day, because in all analyses made,
there were no significant declines except in the
proportion of blood vessels/field. The larger declines
and variability in results observed in several param-
eters of the control group at this time point (15th day)
might account for why we could not resolve any other
changes during our short-term study.

Despite these points highlighted and considering
that RA has shown no toxic effect in the retinal
pigment epi‘rhelium,18 further in wvitro and in wvivo
studies using RA are necessary to elucidate its
mechanism of action. Furthermore, future clinical
trials will be needed to verify its safety and efficacy
in human glaucoma filtration surgery.
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