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RESUMO 

EFEITO DA APLICAÇÃO DE ACETATO DE TRIANCINOLONA SEM 
PRESERVATIVO (TRIESENCE®) NA RETINA: ESTUDO MORFOLÓGICO, 
ELETRORRETINOGRÁFICO E EM CULTURA DE CÉLULAS RETINIANAS. 
São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo, 2013. 

INTRODUÇÃO:	
   Injeções	
   intravítreas	
   de	
   acetato	
   de	
   triancinolona	
   são	
   utilizadas	
   no	
  
tratamento	
   de	
   uma	
   série	
   de	
   doenças	
   retinianas.	
   Estudos	
   in	
   vitro	
   demonstram	
  
toxicidade,	
   mas	
   não	
   está	
   ainda	
   claro	
   se	
   está	
   relacionada	
   ao	
   preservativo	
   ácido	
  
benzílico.	
   Recentemente,	
   uma	
   formulação	
   sem	
   preservativo	
   (Triesence®)	
   foi	
  
aprovada	
   nos	
   Estados	
   Unidos	
   da	
   América	
   para	
   uso	
   intraocular.	
   Entretanto,	
   não	
  
existem	
  estudos	
  avaliando	
  os	
  efeitos	
  in	
  vitro	
  e	
  in	
  vivo	
  desta	
  formulação.	
  

OBJETIVOS:	
  Avaliar	
  os	
  efeitos	
  do	
  Triesence®	
  em	
  culturas	
  de	
  células	
  retinianas	
  e	
  em	
  
um	
  modelo	
  experimental	
  animal.	
  

MÉTODOS:	
  As	
  culturas	
  de	
  células	
  ARPE-­‐19	
  e	
  R28	
  foram	
  tratadas	
  por	
  24	
  horas	
  com	
  
Triesence®	
   em	
   	
   cristais	
   (TRIc)	
   nas	
   doses	
   de	
   1000,	
   500,	
   200	
   ou	
   100	
   µg/mL,	
   ou	
  
solubilizado	
   (TRIs)	
   nas	
   doses	
   de	
   1000,	
   500	
   ou	
   200	
   µg/mL.	
   O	
   Triesence®	
   foi	
  
solubilizado	
   após	
   a	
   centrifugação	
   da	
   droga,	
   descarte	
   do	
   sobrenadante	
   contendo	
   o	
  
veículo,	
   e	
   em	
   seguida	
   ressuspensão	
   da	
   droga	
   em	
   quantidade	
   equivalente	
   de	
  
dimetilsulfóxido	
  (DMSO).	
  A	
  porcentagem	
  de	
  viabilidade	
  celular	
  (VC)	
  foi	
  avaliada	
  em	
  
ensaio	
   de	
   exclusão	
   com	
   azul	
   de	
   tripan.	
   O	
   potencial	
   de	
   membrana	
   mitocondrial	
  	
  
(ΔΨm)	
   foi	
   analisado	
   com	
  o	
   ensaio	
   JC1.	
   A	
   atividade	
   da	
   caspase-­‐3/7	
   foi	
  mensurada	
  
por	
  ensaio	
  com	
  fluoróforos.	
  

Trinta	
  coelhos	
  borboletas	
  (Oryctolagus	
  Cuniculum)	
  foram	
  divididos	
  em	
  três	
  grupos	
  
e	
  receberam	
  3	
  quantidades	
  diferentes	
  de	
  Triesence®	
  intravítreo:	
  1,	
  4,	
  ou	
  8	
  mg.	
  Após	
  
a	
   anestesia,	
   o	
   olho	
   direito	
   (OD)	
   recebeu	
   a	
   droga,	
   enquanto	
   o	
   olho	
   esquerdo	
   (OE)	
  
recebeu	
   o	
   mesmo	
   volume	
   de	
   solução	
   salina	
   balanceada.	
   Ao	
   final	
   de	
   30	
   dias,	
   o	
  
eletrorretinograma	
  (ERG)	
  foi	
  registrado.	
  Após	
  realização	
  do	
  ERG,	
  os	
  animais	
  foram	
  
sacrificados	
   e	
   os	
   olhos	
   coletados	
   para	
   análise	
   morfológica.	
   Doze	
   outros	
   coelhos	
  
foram	
  submetidos	
  somente	
  a	
  análise	
  morfológica	
  após	
  7	
  dias	
  da	
  aplicação.	
  OS	
  ERGs	
  
foram	
   registrados	
   com	
   o	
   sistema	
   RETIport	
   (Roland	
   Consult,	
   Alemanha),	
   com	
   um	
  
estimulador	
   Ganzfeld	
   Q450	
   SC.	
   O	
   teste	
   de	
   postos	
   com	
   sinais	
   de	
   Wilcoxon	
   foi	
  
utilizado	
   para	
   comparar	
   as	
   amostras	
   relacionadas.	
   Para	
   estímulos	
   escotópicos,	
   o	
  
valor	
   logarítmico	
   das	
   amplitudes	
   médias	
   da	
   onda	
   b	
   foi	
   relacionado	
   ao	
   valor	
  
logarítmico	
   da	
   intensidade	
   luminosa	
   de	
   cada	
   estímulo,	
   e	
   a	
   amplitude	
   máxima	
   da	
  
onda	
  b	
   (Vmax),	
   a	
   intensidade	
   luminosa	
  necessária	
  para	
   se	
   atingir	
   50%	
  do	
  valor	
  do	
  
Vmax	
   (k),	
   e	
   a	
   inclinação	
   da	
   curva	
   (n)	
   foram	
   analisados	
   utilizando-­‐se	
   os	
   testes	
  
estatísticos	
  ANOVA	
  e	
  t	
  de	
  Student	
  pareado	
  bicaudal.	
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RESULTADOS:	
  TRIc	
  causa	
  diminuição	
  significativa	
  na	
  viabilidade	
  celular	
  em	
  todas	
  
as	
   concentrações	
   e	
   linhagens	
   testadas,	
   o	
   que	
   é	
   minimizado	
   pela	
   solubilização	
   da	
  
droga.	
  Mesmo	
  o	
  TRIs	
  demonstrou	
  aumento	
  da	
  regulação	
  da	
  caspase	
  3/7,	
  indicativo	
  
de	
  apoptose	
  in	
  vitro,	
  mas	
  não	
  houve	
  aumento	
  da	
  atividade	
  no	
  ensaio	
  JC1.	
  

O	
   ERG	
   escotópico	
   evidenciou	
   uma	
   queda	
   estatisticamente	
   significativa	
   de	
  
aproximadamente	
   7%	
  no	
  Vmax	
   no	
   grupo	
   recebendo	
   8	
  mg	
   a	
   droga,	
  mas	
   não	
   houve	
  
alteração	
  significativa	
  nos	
  parâmetros	
  k	
  ou	
  n	
  em	
  nenhuma	
  concentração	
  testada.	
  O	
  
ERG	
   fotópico	
   evidenciou	
   amplitudes	
   de	
   onda	
   b	
   significativamente	
   reduzidas	
   nos	
  
grupos	
   que	
   receberam	
   4	
   ou	
   8	
   mg,	
   mas	
   não	
   no	
   que	
   recebeu	
   1	
   mg.	
   Observou-­‐se	
  
redução	
  na	
  amplitude	
  do	
  flicker	
  para	
  24	
  ou	
  30	
  Hertz	
  (Hz)	
  no	
  grupo	
  que	
  recebeu	
  8	
  
mg,	
   e	
   para	
   30	
  Hz	
   no	
   grupo	
   que	
   recebeu	
   4	
  mg.	
  Não	
   foram	
  notadas	
   diferenças	
   nos	
  
ensaios	
  Hematoxilina-­‐Eosina	
  (H&E),	
  Tunnel,	
  Fluoro-­‐Jade	
  B	
  ou	
  GFAP	
  (proteína	
  glial	
  
fibrilar	
  ácida)	
  entre	
  retinas	
  tratadas	
  e	
  controle	
  após	
  30	
  dias.	
  Entretanto,	
  após	
  7	
  dias,	
  
observou-­‐se	
   marcação	
   positiva	
   para	
   proteína	
   glial	
   fibrilar	
   ácida	
   nas	
   células	
   de	
  
Müller.	
  

CONCLUSÃO:	
   TRIc	
   causa	
   uma	
   diminuição	
   significativa	
   na	
   viabilidade	
   celular	
   em	
  
culturas	
   de	
   células	
   retinianas.	
   Após	
   solubilizada,	
   a	
   droga	
   não	
   causa	
   este	
   efeito	
   ou	
  
tampouco	
  altera	
  o	
  ΔΨm.	
  Mesmo	
  o	
  TRIs	
  causa	
  aumento	
  dos	
  níveis	
  de	
  caspase	
  3/7,	
  
sugerindo	
   apoptose.	
   	
   No	
   modelo	
   experimental	
   em	
   coelhos,	
   foram	
   observadas	
  
alterações	
   morfológicas	
   e	
   eletrorretinográficas	
   após	
   a	
   injeção	
   intravítrea	
   de	
  
Triesence®.	
   Células	
   de	
  Müller	
   apresentaram	
  expressão	
  de	
  GFAP	
   após	
   7	
   dias,	
  mas	
  
não	
   após	
   30	
   dias,	
   sugerindo	
   ativação	
   transitória	
   deste	
   tipo	
   celular.	
   Não	
   foram	
  
encontrados	
   sinais	
   de	
   necrose	
   ou	
   apoptose,	
   mesmo	
   nas	
   doses	
   mais	
   elevadas.	
   Os	
  
resultados	
  do	
  ERG	
  sugerem	
  toxicidade	
  retiniana	
  após	
  aplicação	
  intravítrea	
  de	
  4	
  ou	
  8	
  
mg	
  de	
  Triesence®	
  (4	
  a	
  8	
  vezes	
  a	
  dose	
  clínica	
  terapêutica).	
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SUMMARY 

 

EFFECTS OF PRESERVATIVE-FREE TRIAMCINOLONE ACETONIDE 
(TRIESENCE®) ON RETINAL CELLS: AN IN VIVO MORPHOLOGIC AND 
ELETRORETINOGRAPHIC, AND IN VITRO TISSUE CULTURE STUDY 

INTRODUCTION:	
   Intravitreous	
   triancinolone	
   acetonide	
   is	
   used	
   to	
   treat	
   various	
  
retinal	
  disorders.	
  In	
  vitro	
  studies	
  show	
  toxicity,	
  but	
  it	
  is	
  not	
  clear	
  if	
  that	
  is	
  related	
  to	
  
the	
   preservative	
   benzyl	
   alcohol.	
   Recently,	
   a	
   formulation	
   without	
   preservative	
  
(Triesence®)	
   was	
   approved	
   for	
   intraocular	
   use.	
   However,	
   no	
   in	
   vitro	
   or	
   in	
   vivo	
  
studies	
  with	
  this	
  formulation	
  have	
  been	
  reported	
  in	
  literature	
  so	
  far.	
  

OBJECTIVES:	
  To	
  evaluate	
  the	
  effects	
  of	
  the	
  exposure	
  of	
  Triesence®	
  on	
  retinal	
  cells	
  
in	
  culture	
  and	
  on	
  an	
  in-­‐vivo	
  rabbit	
  model.	
  

METHODS:	
   ARPE-­‐19	
   and	
   R28	
   cell	
   cultures	
  were	
   treated	
   for	
   24	
   hours	
  with	
   1000,	
  
500,	
   200	
   or	
   100	
   µg/mL	
   of	
   crystalline	
   (TRIc)	
   or	
   1000,	
   500	
   or	
   200	
   µg/mL	
   of	
  
solubilized	
   (TRIs)	
   Triesence®.	
   The	
   drug	
   was	
   solubilized	
   by	
   centrifuging	
   it,	
  
discarding	
  the	
  supernatant	
  containing	
  the	
  vehicle	
  and	
  then	
  resuspending	
  the	
  pellet	
  
in	
  an	
  equivalent	
  amount	
  of	
  Dimethyl	
  sulfoxide	
  (DMSO).	
  Percentage	
  of	
  cell	
  viability	
  
(VC)	
   was	
   evaluated	
   by	
   a	
   trypan	
   blue	
   dye-­‐exclusion	
   assay.	
   	
   The	
   mitochondrial	
  
membrane	
   potential	
   (ΔΨm)	
   was	
   analyzed	
   with	
   the	
   JC-­‐1	
   assay.	
   The	
   caspase-­‐3/7	
  
activity	
  was	
  measured	
  by	
  a	
  fluorochrome	
  assay.	
  

Thirty	
   pigmented	
   rabbits	
   (Oryctolagus	
   Cuniculum)	
   were	
   assigned	
   to	
   3	
   different	
  
intravitreal	
   drug	
   concentrations	
   of	
   Triesence®:	
   1,	
   4	
   or	
   8	
   mg.	
   The	
   animals	
   were	
  
anesthetized	
  and	
  the	
  right	
  eye	
  (OD)	
  received	
  drug,	
  while	
  the	
  left	
  eye	
  (OS)	
  received	
  
balanced	
  salt	
  solution.	
  After	
  30	
  days,	
  electroretinogram	
  (ERG)	
  was	
  recorded.	
  ERGs	
  
were	
   recorded	
   with	
   the	
   RETIport	
   system	
   (Roland	
   Consult,	
   Germany)	
   with	
   a	
  
Ganzfeld	
   Q450	
   SC	
   stimulator.	
   Wilcoxon	
   signed	
   rank	
   test	
   was	
   used	
   to	
   compare	
  
related	
   samples.	
   After	
   the	
   ERG,	
   the	
   animals	
   were	
   euthanized	
   and	
   the	
   eyes	
   were	
  
collected	
   for	
   morphological	
   analysis.	
   Twelve	
   other	
   rabbits	
   had	
   histology	
   only	
  
analysis	
   after	
   7	
   days	
   of	
   injection.	
   	
   Dark-­‐adapted	
   b-­‐wave	
   mean	
   amplitudes	
   were	
  
plotted	
   as	
   log	
   response	
   versus	
   log	
   light	
   intensity	
   curves,	
   and	
   the	
   maximum	
  
amplitude	
   of	
   the	
   b	
  wave	
   (Vmax),	
   the	
   intensity	
   needed	
   for	
   50%	
  of	
  Vmax	
   (k),	
   and	
   the	
  
slope	
  of	
  the	
  function	
  (n),	
  were	
  analyzed	
  with	
  the	
  one-­‐way	
  ANOVA	
  and	
  paired	
  two-­‐
tailed	
  Student	
  t-­‐test.	
  

RESULTS:	
   TRIc	
   causes	
   a	
   significant	
   decrease	
   in	
   cell	
   viability	
   in	
   all	
   concentrations	
  
and	
  cell	
   lines	
  tested,	
  which	
  is	
  minimized	
  by	
  drug	
  solubilization.	
  Even	
  TRIs	
  showed	
  
significative	
  caspase-­‐3/7	
  upregulation,	
  indicative	
  of	
  in	
  vitro	
  apoptosis,	
  but	
  no	
  JC-­‐1	
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activity.	
  Dark-­‐adapted	
  ERGs	
  showed	
  a	
   significant	
  decrease	
   in	
   the	
  Vmax	
  at	
   the	
  8	
  mg	
  
group.	
   Neither	
   k	
   nor	
  n	
   was	
   affected	
   in	
   any	
   doses	
   tested.	
   Light-­‐adapted	
   ERGs	
   had	
  
significant	
  smaller	
  b-­‐wave	
  amplitudes	
  in	
  the	
  4	
  and	
  8	
  mg	
  groups,	
  but	
  not	
  in	
  the	
  1mg	
  
group.	
  There	
  was	
  a	
  significant	
  reduction	
  in	
  flicker	
  amplitude	
  at	
  24	
  and	
  30	
  Hz	
  in	
  the	
  
8	
   mg	
   group	
   and	
   at	
   30	
   Hz	
   in	
   the	
   4	
   mg	
   group.	
   No	
   difference	
   was	
   observed	
   in	
  
Hematoxylin-­‐Eosin	
   (H&E),	
   Tunnel,	
   Fluoro-­‐Jade	
   B	
   or	
   glial	
   fibrillary	
   acid	
   protein	
  
(GFAP)	
   between	
   any	
   experimental	
   and	
   control	
   retinas	
   after	
   30-­‐day	
   injection.	
  
However,	
  after	
  7	
  days,	
  retinas	
  from	
  the	
  8mg	
  group	
  showed	
  GFAP-­‐positive	
  processes	
  
of	
  Muller	
  glial	
  cells.	
  

CONCLUSION:	
   The	
   crystalline	
   form	
   of	
   Triesence®	
   (TRIc)	
   causes	
   significant	
  
decrease	
  in	
  CV	
  to	
  cultured	
  retinal	
  cells.	
  Once	
  the	
  Triesence®	
  is	
  solubilized	
  (TRIs),	
  at	
  
the	
   same	
   concentrations,	
   the	
   cells	
   remain	
   viable	
  with	
   no	
   decrease	
   in	
   CV	
   or	
   ΔΨm.	
  	
  
However,	
  even	
  TRIs	
  shows	
   increased	
  caspase-­‐3/7	
  activity	
  suggesting	
  some	
  degree	
  
of	
  apoptosis.	
  	
  Rabbit	
  retinas	
  submitted	
  to	
  intravitreal	
  injections	
  of	
  Triesence®	
  show	
  
morphological,	
  as	
  well	
  as	
  ERG	
  changes.	
  GFAP-­‐positive	
  processes	
  were	
  detected	
  after	
  
7	
  days,	
  and	
  disappeared	
  after	
  30	
  days,	
  suggestive	
  of	
  transient	
  Muller	
  cell	
  activation.	
  
No	
  signs	
  of	
  apoptosis	
  or	
  necrosis	
  were	
  observed	
  even	
  at	
  the	
  highest	
  dose	
  tested.	
  The	
  
ERG	
  results	
  suggest	
  retinal	
  toxicity	
  after	
  exposure	
  to	
  4	
  or	
  8	
  mg	
  of	
  the	
  drug	
  (four	
  or	
  
eight	
  times	
  the	
  clinical	
  dose).	
  

KeyWords: 1. RETINA   2.TRIAMCINOLONE   3.INTRAVITREAL INJECTIONS 
4. GLIAL FIBRILLARY ACIDIC PROTEIN   5. STEROIDS   6. DRUG TOXICITY 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Histórico 

Os corticosteroides são uma classe de drogas utilizadas por diversas vias 

para o tratamento de doenças oculares há muitos anos, mas mais recentemente 

passaram a ser administrados diretamente ao segmento posterior ocular para o 

tratamento de várias doenças.1-11 

A primeira injeção intravítrea de esteróides data de 1974, quando Graham 

e Peyman injetaram dexametasona em um modelo experimental de 

endoftalmite.12 Subsequentemente, séries de casos foram publicados relatando 

a combinação de esteróides com gentamicina para o tratamento de 

endoftalmites bacterianas.13-15 

No final da década de 1970, Machemer e Tano16,17 demonstraram que 

uma única injeção de dexametasona em modelos animais inibia o crescimento 

de fibroblastos e reduzia significantemente a incidência de descolamento de 

retina. Estes experimentos foram repetidos com o acetato de triancinolona, com 

resultados similares.18 

Já na década de 80, Ishibashi e colaboradores, avaliando modelo primata 

de lesões subretinianas induzidas por fotocoagulação a laser, observou que 

olhos tratados com dexametasona ou uma combinação de dexametasona e 

acetato de triancinolona  (AT) desenvolviam membranas neovasculares  
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subretinianas com menos frequência quando comparado a controles submetidos 

a fotocoagulação a laser sem tratamento adjunto de esteroides, sugerindo efeito 

antiangiogênico dos mesmos.19 

Apesar dos estudos experimentais promissores, a utilização intravítrea de 

glicocorticoides ganhou popularidade apenas mais recentemente. Em 1995, 

Penfold e colaboradores20 publicaram estudo piloto avaliando o AT intravítreo 

para o tratamento de degeneração macular relacionada à idade (DMRI) na forma 

exsudativa. Após 18 meses de seguimento, não foi observado nenhum efeito 

colateral grave e a acuidade visual do grupo tratado foi significantemente melhor 

do que no não tratado. Estudo similar publicado em 2000, apontava melhora 

visual após 3 e 6 meses em casos tratados com injeção intravítrea de AT, mas 

um aumento de pressão intraocular (PIO) foi notado em um quarto dos 

pacientes.21 

Bons dados de tolerabilidade levaram a partir da década de 90, a uma 

difusão das injeções intravítreas de esteroides como modalidade terapêutica 

para diversas doenças da retina. 
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1.2. Esteroides Utilizados na Prática Clínica 

 

São três os glicocorticoides mais comumente utilizados na prática clínica: 

dexametasona, acetato de fluocinolona e AT. O AT (9_-fluoro-16_-

hidroxiprednisolona) apresenta potência antiinflamatória 5 vezes maior que o 

cortisol (hidrocortisona), enquanto este número chega a 25 vezes para a 

dexametasona ou a fluocinolona.22 Quando considerada a concentração máxima 

após aplicação intravítrea, a dexametasona, por sua alta solubilidade, apresenta 

3,0 µg/mL de concentração vítrea máxima, enquanto este número chega apenas 

a 1,2 µg/mL para o AT23 e a 0,05 µg/mL para a fluocinolona24, de modo que se 

seguirmos esta lógica,  a dexametasona administrada ao segmento posterior 

deve possuir potência antiinflamatória cerca de 15 vezes maior que o AT, que 

por sua vez apresenta potência antiinflamatória cerca de cinco vezes maior que 

a fluocinolona. Entretanto, as meia vidas da dexametasona e da fluocinolona 

intraocular são extremamente curtas, da ordem de algumas horas,25 e seu uso 

terapêutico em doenças retinianas ou inflamatórias crônicas, onde uma ação 

antiinflamatória é desejada por períodos mais prolongados, exige a utilização de 

dispositivos de liberação lenta, como o caso do Retisert TM (implante de 

liberação lenta de fluocinolona)26 ou do Ozurdex®27 (implante de liberação lenta 

de dexametasonana), já disponíveis comercialmente na atualidade em vários 

países.  
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Ao contrário da dexametasona, o AT é pouco solúvel em água e 

apresenta ação farmacodinâmica residual na cavidade vítrea por até nove 

meses, como comprovado em um modelo experimental de coelhos 

pigmentados.28 Em estudo experimental que consistia na indução de retinopatia 

pela aplicação intravítrea de fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) 

em coelhos (causando vasodilatação, aumento da tortuosidade vascular, edema 

da retina interna constatado à tomografia de coerência óptica e extravazamento 

vascular ao exame de angiofluoresceinografia), diferentes esteroides 

apresentaram ação farmacodinâmica variáveis.  Enquanto a aplicação intravítrea 

de dexametasona suprimia a retinopatia induzida por três dias, uma única 

aplicação intravítrea de 2 mg de AT conseguiu neutralizar a retinopatia por até 

45 dias29, demonstrando in vivo as diferenças de farmacodinâmica entre os dois 

esteroides. 

Os efeitos mais prolongados do AT são obtidos através da liberação 

constante de pequenas quantidades oriundas de seu depósito cristalizado, 

gerando efeitos antiinflamatórios, antiproliferativos, antiangiogênicos e 

antipermeabilidade mais longos quando comparado a outras preparações de 

esteroides.30 
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1.3. Mecanismos de Ação 

Os glicocorticoides são potentes drogas antiinflamatórias, agindo na 

inibição da fosfolipase A2 e em diversos pontos da via do ácido aracdônico. A 

cascata inflamatória tem início com a ativação da enzima fosfolipase-A2. Devido 

a uma série de diferentes estímulos que geram um aumento de influxo de cálcio 

intracelular e sua fosforilação, esta enzima hidroliza o ácido graxo dos 

fosfolípides da membrana celular, liberando o ácido aracdônico.  Este composto 

é um derivado do ácido linoleico, que no organismo humano se encontra nos 

fosfolipídeos da membrana celular, e é oxidado em duas vias principais: a 

dependente de ciclo-oxigenase (COX) e a dependente de lipo-oxigenase (LOX), 

gerando como produtos derivados eucosanoides.31 

Os compostos da família das prostaglandinas e leucotrienos são 

conhecidos como eucosanoides por serem derivados dos ácidos graxos 

essenciais de vinte carbonos, que contém três, quatro ou cinco ligações duplas, 

e são os dois principais agentes das cadeias inflamatórias. A síntese de 

prostaglandinas é realizada por um complexo de enzimas microssomais, sendo 

a primeira destas enzimas conhecida como ciclo-oxigenase dos ácidos graxos. 

(COX-1 e 2).32 A COX-1 é constitutiva da maioria dos tecidos humanos, mas 

apresenta especial relevância para a mucosa gástrica, endotélio vascular, 

parênquima renal e plaquetas. Já a COX-2 é uma enzima de expressão  
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induzível por mediadores pró-inflamatórios em macrófagos e monócitos. A via da 

LOX é a segunda via que, com a da COX, formam a cascata do ácido 

aracdônico, e seu principal produto são os leucotrienos, potentes agentes pró-

inflamatórios e com acentuada ação de aumento da permeabilidade vascular.31 

Os glicocorticoides exercem sua ação antiinflamatória ao induzirem a 

síntese de uma enzima denominada lipocortina 1, que inibe tanto a fosfolipase-

A2 (gerando uma diminuição na formação de prostaglandina, leucotrienos e 

compostos correlatos) como a COX-1/2, apresentando portanto ação 

antiinflamatória potente e inespecífica. No ser humano, o principal glicocorticoide 

endógeno é o cortisol.22 

Além dos efeitos antiinflamatórios, os esteroides apresentam 

propriedades antiangiogênicas, antifibróticas e de melhora da permeabilidade 

vascular. No globo ocular, os efeitos principais dos esteroides se relacionam à 

estabilização da barreira hematorretiniana, e à inibição do estímulo inflamatório. 

Uma série de mecanismos de ação já relacionados aos esteroides explicam a 

estabilização da barreira hematorretiniana, incluindo a estabilização de 

membranas lisossomais e celulares, redução da produção de eucosanoides, 

inibição da migração celular de macrófagos e polimorfonucleares ao tecido 

afetado33-36, combinado ao aumento da expressão de proteínas juncionais em 

células do endotélio  
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retiniano.37  A estabilização da barreira hematoretiniana explica a melhora do 

edema macular observado após a administração intravítrea de esteroides. 

Com relação ao AT, sabe-se que este diminui o extravazamento 

vascular38, reduz a secreção de VEGF pelas células do epitélio pigmentado da 

retina (EPR) durante stress oxidativo39, inibe a expressão do gene sintetizador 

de VEGF em células da musculatura lisa de vasos40, e reduz dramaticamente a 

concentração vítrea de VEGF em pacientes portadores de retinopatia diabética 

proliferativa.41 Adicionalmente, o AT regula negativamente a expressão de 

moléculas de adesão endotelial envolvidas em processos inflamatórios42 e inibe 

a interação leucócito-endotélio na retina de ratos diabéticos.43 Todos esses 

efeitos são regulados por modulações genômicas ou pós translacionais, e são 

observados após várias horas do tratamento. Entretanto, evidências 

demonstram início da redução do edema macular a partir de uma hora após a 

realização de aplicações intravítreas.44 Por sua ação se iniciar após intervalo tão 

curto, acredita-se que o AT aja, pelo menos parcialmente, através de vias não 

genômicas, ou seja, da ativação de cascatas de sinalização através de 

alterações das propriedades fisicoquímicas das membranas celulares sem 

envolvimento direto de receptores de glicocorticoide.44 
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1.4 Indicações terapêuticas e efeitos colaterais   

 

Por sua ação duradoura na cavidade vítrea e ação antiinflamatória e de 

estabilização da barreira hematorretiniana, o uso intravítreo do AT já foi relatado 

em diversas doenças.  Quadros inflamatórios tais como a retinocoroidopatia de 

Birdshot45, síndrome de Vogt-Koyanagi-Harada46, coroidopatia serpinginosa47,48, 

ou a oftalmia simpática49, e patologias relacionadas a uma quebra da barreira 

hematorretiniana com edema macular associado, tais como a síndrome de 

Irvine-Gass (edema macular no pós operatório de cirurgia de catarata)50, 

oclusões venosas com edema macular51, edema macular diabético52,53, 

retinopatia diabética proliferativa54, edema cistoide pós transplante de córnea55, 

retinopatia ou papilopatia relacionadas à radiação56,57, casos de telangiectasia 

macular idiopática58, ou o até casos de  edema macular associado à síndrome 

da recuperação imunológica em pacientes imunodeprimidos59, estão entre as 

doenças já relatadas tratadas com injeção intravítrea de AT.  

O AT é também comumente utilizado no tratamento da DMRI exsudativa 

em associação à terapia fotodinâmica com verteporfina (PDT).60 A associação 

com AT diminui a necessidade média de retratamentos e melhora a acuidade 

visual final após seguimento médio de 12 meses em pacientes com membranas 

neovasculares ocultas, clássicas ou minimamente clássicas secundárias a  
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degeneração macular, provavelmente pela inibição da inflamação gerada pela 

terapia fotodinâmica no tecido subretiniano.60,61 

Diversos ensaios clínicos foram conduzidos com o objetivo de testar a 

eficácia do AT intravítreo no tratamento do edema macular. O grupo americano 

de pesquisas clínicas em diabetes (Diabetic Retinopathy Clinical Research 

Network, ou DRCR network) comparou pacientes diabéticos com edema 

macular submetidos a fotocoagulação a laser ou a injeções intravítreas de 1 ou 

4 mg de AT. Após 3 anos de seguimento, a acuidade visual se revelou 

ligeiramente melhor no grupo submetido a fotocoagulação quando comparado 

aos recebendo AT. Baseando-se nestes resultados funcionais, o estudo conclui 

não haverem benefícios a longo prazo para o uso de AT no tratamento do 

edema macular diabético.62 Outro estudo desta mesma rede de colaboração em 

pesquisa randomizou 854 olhos com edema macular diabético a aplicação de 

ranibizumabe intravítreo associado ou não a fotocoagulação a laser, AT 

intravítreo associado a laser, ou somente fotocoagulação a laser. Os grupos 

recebendo ranibizumabe intravítreo, com ou sem fotocoagulação a laser 

associada, apresentaram melhor acuidade visual final após 2 anos de 

seguimento, quando comparados aos grupos recebendo AT ou somente 

fotocoagulação a laser. Entretanto, em olhos pseudofácicos o AT apresentou 

resultados similares ao ranibizumabe e superiores à fotocoagulação a laser 

isolada.63 
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No estudo SCORE (Standard of Care versus Steroids for Retinal Vein 

Occlusion), pacientes com edema macular secundários a oclusões venosas 

foram randomizados para receberem o tratamento convencional 

(fotocoagulação em grade no caso das oclusões de ramo ou observação nas 

oclusões de veia central da retina) ou injeções repetidas de 1 ou 4 mg de AT. 

Todas as modalidades de tratamento foram efetivas em melhorar a acuidade 

visual em pacientes com edema macular secundário a oclusão de ramo venoso 

após 12 meses de acompanhamento: um ganho de 15 letras quando 

comparado à medida basal foi encontrado em 29% dos pacientes após 

fotocoagulação a laser, e em 26 e 27% dos pacientes submetidos a injeções 

intravítreas de 1 ou 4 mg de AT, respectivamente. Devido à maior incidência de 

catarata e aumento da PIO no grupo submetido a injeções de esteróides, os 

autores não recomendaram este tipo de intervenção em casos de edema 

macular secundários a oclusão de ramo venoso.64 

Com relação ao edema macular secundário a oclusão de veia central da 

retina, injeções intravítreas de AT se mostraram superiores à conduta 

expectante. O tratamento com injeções intravítreas de 1 ou 4 mg de AT resultou 

em um ganho de 15 letras em 27% e 26% dos pacientes após 12 meses de 

acompanhamento, contra apenas 7% no grupo observacional.65 Não foram 

observadas diferenças estatísticas entre os grupos tratados com esteroides, 

mas os efeitos adversos locais (elevação da PIO e surgimento de catarata) 

foram mais frequentes no grupo recebendo 4 mg de AT. Consequentemente, os  
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investigadores recomendaram a utilização de injeções repetidas de 1 mg de AT 

no tratamento do edema macular secundário a oclusões de veia central da 

retina.65 

Além das suas utilizações terapêuticas, o AT também é utilizado em 

cirurgias do segmento anterior para se evidenciar o vítreo prolapsado  em casos 

de ruptura da cápsula posterior da lente ou frouxidão zonular66,67, e durante 

cirurgias de vitrectomia posterior via pars plana para se evidenciar bandas 

vítreas68-70, membranas epirretinianas70, ou a própria membrana limitante 

interna.71 

Diversos efeitos colaterais secundários à injeção intravítrea de AT já 

foram relatados. Dentre os menos frequentes, cita-se a ativação de 

coriorretinopatia placóide posterior aguda sifilítica72, a exacerbação das 

manifestações clínicas de casos de coriorretinopatia central serosa73, ou o 

rompimento agudo de bolha de cirurgia filtrante.74 Quadro de maculopatia 

associada a injeções intravítreas de AT, composto por cristais iridescentes na 

superfície retiniana sobre a fóvea ou com distribuição em anel ao redor da região 

macular, já foi descrito mas não parece afetar a função visual.75  

As complicações mais relatadas após injeção intravítrea de AT incluem a 

endoftalmite, descolamento de retina, rasgaduras retinianas, hemorragia vítrea, 

além de aumento da PIO e formação de catarata.76-8 Bakri (2003) relatou que  
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após 12 semanas da injeção intravítrea, 49% dos olhos demonstram aumento da 

pressão de 5 mmHg ou mais, e 28% apresentam elevação maior ou igual a 10 

mmHg.78 Jonas (2003) notou que 50% dos olhos apresentavam elevação de PIO 

após 1 a 2 meses da aplicação. Na maioria dos casos, a PIO voltava aos níveis 

basais em até seis meses.77 Wingate (1999) notou em 32% dos olhos uma 

elevação de ao menos 5 mmHg após dois meses.76 Na maioria das séries, 

houve controle adequado da PIO com o uso de hipotensores tópicos; entretanto, 

alguns casos relatados na literatura necessitaram de trabeculectomia ou até 

vitrectomia para remoção da triancinolona.79 

A formação de catarata é frequente em pacientes submetidos a injeção 

intravítrea de AT. O DRCR network, em um estudo comparando fotocoagulação 

a laser e AT intravítreo para o tratamento do edema macular diabético, relatou 

que 83% dos olhos fácicos no início do estudo e que receberam 4 mg de AT 

necessitaram de facectomia em um seguimento de três anos, contra 31% dos 

pacientes fácicos que receberam somente o tratamento a laser.80 

A endoftalmite bacteriana aguda pode ocorrer após injeção intravítrea de 

AT. Mosfeghi (2003), em estudo multicêntrico envolvendo 922 aplicações, 

encontraram endoftalmite no primeiro mês após aplicação em 0,87% dos 

pacientes.81 Os fatores predisponentes identificados nos oito pacientes 

acometidos foram: diabetes mellitus não insulino dependente (em cinco casos);  
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injeção para mais de um paciente utilizando o mesmo frasco de AT (em dois 

casos), bolhas filtrantes (um caso), e blefarite (um caso). 

O diagnóstico diferencial da endoftalmite infecciosa é com a estéril; esta 

apresenta frequência em torno de 0.1 a 23.8% das injeções de AT realizadas.82-

87 A diferenciação entre o quadro infeccioso e o asséptico pode não ser óbvia, 

mas geralmente este último tem início mais precoce, melhor acuidade visual à 

apresentação, ausência de dor ou quemose, ausência de crescimento em 

culturas, e melhor acuidade visual final. Evidências científicas sugerem que uma 

reação tóxica seja desencadeada pelo preservativo ácido benzílico (AB), uma 

vez que a prevalência de pseudoendoftalmite é reduzida (mas não totalmente 

evitada) pela utilização intravítrea de formulações livres de preservativo.88,89 

Além disto, em pacientes com pseudoendoftalmite, o quadro inflamatório parece 

ser mais brando quando formulações sem preservativo são utilizadas.89 

 

1.5. Doses utilizadas e formulações 

Não existe uma dose correta pré-determinada para a aplicação intravítrea 

de AT. Diferentes doses já foram relatadas, variando de 1 mg a 25 mg. Nos 

Estados Unidos da América e no Brasil, a dose de 4 mg (0,1 mL) é a mais 

comumente utilizada, enquanto que na Alemanha, utilizam-se doses entre 20 e 

25 mg,2,55 conseguida por filtração e concentração da preparação de AT.  
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O Kenalog® (Brystol-Meyers-Squibb, Princeton, Nova Jersey), 

inicialmente desenvolvido para uso intra-articular ou intramuscular, ainda é uma 

formulação de AT muito utilizada para uso intraocular, mesmo após advertência 

do fabricante, que não se responsabiliza por usos da medicação em indicações 

não aprovadas na bula. Seu veículo contém, além do cloreto de sódio (para 

manter uma osmolaridade isotônica), AB a 1,0% como preservativo e agente 

bactericida, carboximetilcelulose sódica a 0,75% para aumento de viscosidade e 

distribuição da suspensão, e polissorbato a 0,04% também como preservativo.90 

O Triesence® , formulação sem preservativo aprovada em 2007 nos 

Estados Unidos da América para uso intraocular, apresenta concentração de 40 

mg/mL de AT, e seu veículo apresenta cloreto de sódio para manter 

isotonicidade, além de carboximetilcelulose sódica a 0,5% e polisorbato 80 a 

0,02%, não havendo portanto em sua composição o composto AB.91 Foi 

considerado seguro e eficaz na visualização do vítreo durante cirurgias de 

vitrectomia posterior, com ou sem remoção de membranas epirretinianas.92 

O TrivarisTM é uma formulação de AT sem preservativo aprovada nos 

Estados Unidos da América para uso intraocular em 2008. Esta formulação 

contém 8 mg de AT em 0,1 mL (80 mg/mL), e utiliza um gel denominado 

HyladurTM como veículo. Foi utilizada em ensaios clínicos randomizados, tais 

como o que avaliou a eficácia de esteróides no tratamento do edema macular 

secundário a oclusões vasculares retinianas (SCORE)64,65, e diversos protocolos  
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da rede americana de colaboração em pesquisa DRCR network.62,63,80 

Entretanto, esta formulação não é disponível comercialmente. 

 

1.6. Métodos de determinação da toxicidade retiniana 

A determinação da toxicidade de determinada droga a células da retina 

pode ser pesquisada por diversos ensaios. A viabilidade celular (VC) avalia a 

porcentagem de células viáveis em relação ao total de células presentes. Esta 

determinação pode ser conseguida através de incubação com o corante azul de 

tripan: células que apresentam estrutura intacta não permitem a entrada do 

corante, enquanto que células que apresentam membranas celulares 

comprometidas se coram de azul, permitindo a contagem e determinação da 

VC.93 No entanto, como muitas medicações (como o caso do AT) apresentam 

efeito duradouro, e os modelos de exposição a drogas in vitro não permitem a 

manutenção de células em cultura por períodos prolongados, métodos mais 

sensíveis, que possam detectar alterações celulares mais precoces, são úteis 

para a determinação de toxicidade celular inicial, antes que ocorra diminuição da 

VC. Alguns ensaios, como a medida da atividade de caspase 3/7,94-97 avaliam o 

nível de apoptose em determinada população celular após exposição a drogas; 

outros ensaios, como a medida dos níveis de desidrogenase mitocondrial ou do  
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potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm),93 avaliam a função desta organela, 

visto que na mitocôndria se inicia o processo de muitas vias de apoptose.98 

Para a avaliação da toxicidade retiniana in vivo, pode-se lançar mão de 

testes eletroretinográficos ou testes morfológicos e imunoistoquímicos. O 

eletrorretinograma (ERG) é um método bastante difundido para se avaliar a 

função retiniana em animais.29, 99-107 As respostas ao ERG de campo total 

representam a função retiniana como um todo, em especial as funções das 

células bipolares e fotorreceptores. A amplitude máxima das ondas a e b são 

frequentemente utilizadas na correlação entre o número de fotorreceptores e o 

estágio de determinada afecção. Mudanças na amplitude de ambas as ondas a 

e b são proporcionais a perdas de fotorreceptores.108 Os testes escotópicos 

primariamente refletem a função de bastonetes, enquanto o ERG fotópico reflete 

principalmente a função de cones. Quando adaptado ao escuro, flashes de 

intensidade leve a moderada ocasionam ativação dos bastonetes, enquanto os 

cones são avaliados com o animal adaptado ao claro e submetidos a flashes 

mais intensos; a estimulação tipo flicker também é utilizada para a avaliação da 

função dos cones. A fim de tornar consistentes os testes em todo o mundo, a 

Sociedade Internacional de Eletrofisiologia Clínica e Visão (ISCEV)109 propôs um 

protocolo de estimulação, visando a análise em separado de cones e 

bastonetes. 
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Com relação å análise histológica, o corante Hematoxilina-Eosina (H&E) é 

bastante utilizado para a avaliação da morfologia 

retiniana.97,100,103,104,106,107,110,111,112 A análise imunoistoquímica pode auxiliar na 

determinação de necrose ou apoptose tecidual, ou até inferir a ocorrência de 

“stress” tecidual. O TUNEL (in situ terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated (TdT) dUTP-biotin nick-end labeling), é um ensaio consolidado para 

determinar a presença de fragmentos de DNA presentes nas cascatas de 

apoptose, e baseia-se na determinação dos fragmentos de DNA pela enzima 

TdT, que cataliza a incorporação de desoxiuridina 5’-trifosfato (d-UTPs) 

marcados com fluoróforos.113,114 

O ensaio Fluorojade-B é utilizado para a identificação de necrose celular. 

O corante Fluoro-Jade B é um derivado aniônico tribásico da fluoresceína, 

apresentando perfil de excitação e emissão muito similares à própria 

fluoresceína (excitação: 495 nm; emissão:521 nm), podendo portanto ser 

analisado utilizando-se os mesmos filtros excitação e barreira. Este ensaio é 

bastante utilizado para determinação de tecido neuronal em necrose.115-7. 

A expressão da proteína glial fibrilar ácida (GFAP) pode também ser 

utilizada como marcador de sofrimento tecidual. As células de Müller se tornam 

reativas em resposta a muitos processos patológicos retinianos. Esta reação, 

denominada gliose das células de Müller, é um dos componentes de um 

processo retiniano complexo em resposta a qualquer “stress”, que envolve  
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ativação da microglia, alterações vasculares e migração de leucócitos aos 

tecidos retinianos. A resposta mais sensível e não específica a lesões retinianas 

é o aumento da regulação da GFAP.118-20 Esta proteína é um filamento 

intermediário normalmente expresso em astrócitos, mas não nas células de 

Müller.121 Entretanto, em uma série de alterações retinianas, tais como 

descolamento de retina122, isquemia123, ou aumento da pressão intraocular124, a 

expressão de GFAP pelas células de Müller torna-se aparente. Desta maneira, 

considera-se a expressão de GFAP pelas células de Müller como um indicador 

molecular de “stress” retiniano, e alguns autores consideram a imunoistoquímica 

para GFAP mais sensível em se detectar “stress” retiniano que o ERG ou 

observações histológicas com a microscopia óptica.125 

 

 

1.7. Justificativa do estudo 

A toxicidade do AT a células retinianas já foi demonstrada in vitro93-97, 110 e 

em estudos morfológicos em coelhos.112 Dados eletrorretinográficos são 

inconclusivos, uma vez que alguns trabalhos demonstram toxicidade99, enquanto 

outros concluem ser seguro para uso intraocular.100,101 O mecanismo de 

toxicidade ainda necessita ser determinado: enquanto alguns autores atribuem a 

toxicidade ao uso do preservativo AB99,102,126 (e portanto recomendam a 

utilização de formulações sem preservativo), outros consideram que o contato  
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direto dos cristais de AT às células retinianas seja o responsável pela morte 

celular.30,110,127 

Apesar de terem composições e concentrações semelhantes à exceção 

da presença ou ausência do preservativo AB, estudo recente demonstra 

farmacocinética e farmacodinâmica bastante distintas quando considerado 

diferentes formulações de AT. Em olhos de coelhos pigmentados, o Kenalog® 

permanence na cavidade vítrea e inibe a retinopatia induzida por VEGF por mais 

tempo quando comparado a outras formulações como o Triesence®.28 Os 

cristais de AT apresentam tamanho maior para o Kenalog® quando comparado 

ao Triesence® (47µm versus 26µm para o percentil 90 do volume de 

distribuição), e este dado provavelmente explica como formulações 

semelhantes, com concentração idêntica de cristais, podem ter diferentes 

comportamento in vivo bastante heterogêneo.28 Seguindo-se esta linha de 

raciocínio, não se pode extrapolar o padrão de toxicidade in vitro e em modelos 

experimentais in vivo da formulação de AT Kenalog® para a formulação 

Triesence®.  

Apesar das inúmeras evidências demonstrando a toxicidade in vitro do 

Kenalog® e dos dados conflitantes em estudos experimentais in vivo para esta 

mesma formulação, a toxicidade in vivo ou in vitro do Triesence® não havia sido 

relatada no início deste estudo. 
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2. OBJETIVOS: 

 

1) Determinar os efeitos da exposição do Triesence®, uma formulação de 

acetato de triancinolona para uso intraocular,  em duas culturas diferentes de 

células retinianas: R28 e ARPE-19; 

 

2) Determinar os efeitos morfológicos e eletrorretinográficos da injeção 

intravítrea de Triesence® em modelo experimental de coelhos pigmentados. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 Trata-se de um estudo experimental dividido em duas etapas. Na 

primeira, foi realizada a exposição da medicação em modelo experimental in 

vitro, em cultura de células retinianas. Estes experimentos foram realizados na 

Universidade da California- Irvine, no laboratório do Dr. Baruch David 

Kuppermann. 

 Na segunda etapa, olhos de coelhos pigmentados foram submetidos a 

testes eletrorretinográficos e imunoistoquímicos, no laboratório de Psicologia 

Experimental da Universidade de São Paulo, sob supervisão da Profa. Dora Fix 

Ventura, e no departamento de Biologia Celular da Universidade de São Paulo, 

sob supervisão da Profa. Dânia Emi Hamassaki. 

 

3.1. Cultura de células  

As células ARPE-19, uma linhagem de células imortalizadas do EPR 

humano,  foram obtidas do American Type Culture Collection (ATCC) 

(Manassas, Virgínia, EUA). As células proliferaram em meio de cultura que 

consistia em mistura de 1:1 (vol/vol) do meio modificado de Dulbecco e do meio 

F-12 da mistura nutriente de Ham (DMEM F-12; Invitrogen-Gibco, Carlsbad, 

Califórnia, EUA), 10 mM 1X de aminoácidos não-essenciais, bicarbonato de 

sódio a 0,37%, L-glutamina a 0,058%, soro bovino fetal a 10%, e antibióticos  
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(penicilina G 100 U/mL, sulfato de estreptomicina a 0,1 mg/mL, gentamicina 10 

mg/mL, anfotericina B 2,5 mg/mL). 

As células R28, consideradas células precursoras da retina 

neurossensorial de ratos, foram derivadas da retina do sexto dia de vida pós 

natal e cedidas pelo laboratório da Dra Gail Seigel (University of Buffalo, Nova 

Iorque, EUA).128 As células R28 expressam características genéticas 

relacionadas a neurônios129, assim como propriedades funcionais neuronais.130 

As células R28 foram cultivadas em meio modificado de Dulbecco, glicose 

(DMEM high glucose; Invitrogen-Gibco) com 10% de soro fetal bovino, 1X meio 

essencial mínimo (MEM), 10mM 1X de aminoácidos não-essenciais, bicarbonato 

de sódio a 0,37%, e gentamicina a 10 mg/mL. 

Antes de serem expostas à droga, as células foram semeadas em placas 

de cultura com 6 poços em cada placa, e incubadas a 37oC em 5% de CO2 até 

atingirem 80-90% de confluência, quando então foram então transferidas a meio 

sem soro por 24 horas com o objetivo de manter as células em estado séssil não 

proliferativo, similar ao encontrado na retina in vivo. 
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3.2. Exposição ao Triesence®  

As culturas de células ARPE-19 e R28 foram tratadas por 24 horas com 

as seguintes concentrações de Triesence® cristalino (TRIc): 100, 200, 500 e 

1000 mg/mL, e foi realizada a análise da VC. Com o intuito de se observar o 

papel dos cristais de TRI na toxicidade, ambas as culturas de células foram 

tratadas por 24 horas com a droga solubilizado em dimetilsulfóxido (DMSO) 

(TRIs), nas concentrações de 200, 500 e 1000 mg/mL. A solubilização foi obtida 

através de centrifugação da medicação a 5000 revoluções por minuto (rpm) em 

centrífuga por 1 minuto e o sobrenadante contendo o veículo foi descartado. O 

depósito contendo a medicação foi rentão ressuspendido em quantidade identica 

de DMSO, a fim de se obter a mesma concentração da droga comercial.  

Ambas as linhagens celulares foram encubadas por 24 horas nos 

mesmos meios de cultura adicionados a DMSO como controle. Para as doses 

equivalentes de 1000 mg/mL, 500 mg/mL e 200 mg/mL, 250 mL, 125 mL e 50 

mL de DMSO foram respectivamente adicionados a cada mL de meio de cultura, 

representando a mesma quantidade de solvente utilizada para solubilizar a 

droga nas concentrações testadas. Foram realizados os seguintes ensaios tanto 

para TRIs como para os controles tratados com DMSO: determinação da VC, 

atividade da caspase 3/7 e ∆Ψm. 
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3.3.Determinação da Viabilidade Celular  

Para a determinação da VC, as células foram removidas das placas com 

6 poços através de incubação com  tripsina- ácido etilenodiamino tetraacético 

(EDTA) a 0,2% a 37oC  por 5 minutos. Antes da tripsinização, o meio original em 

cada poço foi transferido para tubos estéreis de centrifugação de 15 mL (Corning 

Incorporation, Corning, Nova Iorque, EUA) com o objetivo de incluir as células já 

destacadas na contagem de viabilidade celular. Os tubos de 15 mL contendo as 

células em suspensão e o meio com as células destacadas foram centrifugados 

a 1000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi então descartado, e o aglomerado 

celular foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura. Em seguida, foi realizada 

a análise automatizada da VC (ViCell analyzer; Beckman Coulter Inc., 

Fullerton, Califórnia, EUA). O aparelho realiza um ensaio de exclusão 

automatizada pelo método do azul de tripan (células com a membrana 

plasmática comprometida permitem a entrada do azul tripan e são identificadas 

coradas de azul pelo analizador), fornecendo a porcentagem de VC. 
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3.4. Atividade da Caspase 3/7 

A quantificação da atividade da caspase 3/7 foi realizada utilizando-se kits 

de detecção (Carboxyfluorescein FLICA Apoptosis Detection Kits; 

Immunochemistry Technologies LLC, Bloomington, Minessota, EUA).  As sondas 

de detecção FLICA (Fluorescent Labeled Inhibitor of Caspases) são compostas 

por uma sequência de peptídeos, a fluorometilcetona, que facilita a ligação 

irreversível entre a enzima caspase ativada e um marcador fluorescente. Este 

marcador apresenta um pico de excitação entre 488 e 492 nanômetros (nm) e 

uma emissão entre 515 e 535 nm. A apoptose foi quantificada pelo nível de 

fluorescência das sondas FLICA se ligando à caspase. Células que não estejam 

em apoptose não aparecem marcadas, enquanto que as células em apoptose 

apresentam forte fluorescência. A atividade da caspase foi medida como a 

média do sinal de intensidade da fluorescência em determinada área 

demarcada- Sinal Médio de Intendidade (msi). 
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Após 24 horas de incubação com a medicação (TRI), as células foram 

lavadas com meio de cultura, que foi substituído por 300 mL por poço da 

solução FLICA adicionada a meio de cultura, e foram incubadas por uma hora a 

37oC e 5% de CO2. As células foram em seguida lavadas com tampão fosfato. A 

atividade da caspase 3/7 foi medida  em msi. Os seguintes controles foram 

incluídos: células das linhagens ARPE-19 e R28 sem serem incubadas com o 

FLICA a fim de se excluir autofluorescência das próprias células; células ARPE-

19 e R28 não tratadas com medicação e incubadas com FLICA para 

comparação da atividade de caspase com relação às células tratadas com a 

droga; poços das placas de cultura celular com apenas tampão fosfato, 

representando a fluorescência de fundo, além de células de ambas as linhagens 

estudadas tratadas com DMSO a fim de se determinar o efeito do composto 

utilizado para solubilizar a droga na indução de apoptose. A intensidade de 

fluorescência foi determinada por uma Unidade de Escaneamento de Imagens 

Fluorescentes (excitação: comprimento de ondas (λ) de 488 nm, emissão: λ de 

520 nm; FMBIO III; Hitachi). 
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3.5. Potencial de membrana mitocondrial 

A detecção dos valores do ΔΨm foi realizada através do kit de detecção 

do potencial de membrana mitochondrial JC-1 (Biotium, Hayward, Califórnia, 

EUA). O JC-1 (5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetil-benzimidazolil-carbocianina) é 

um corante catiônico que acumula se agregando nas membranas mitocondriais 

de células sadias, resultando em fluorescência avermelhada (590 nm). As 

células deterioradas, que apresentam valores de potencial de membrana 

mitocondrial menores, demonstram fluorescência esverdeada (529 nm). A 

relação de vermelho (células saudáveis) e verde (células lesadas) foi medida em 

cada amostra.  O sinal de fluorescência foi determinada por uma Unidade de 

Escaneamento de Imagens Fluorescentes (FMBIO III; Hitachi) programada para 

a detecção de emissões de luz verde (510-525nm) ou vermelha (590nm). A 

relação de fluorescência vermelho/verde foi calculada e os dados foram 

analisados através do teste t de Student não pareado. 
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3.6. Estudos morfológicos e eletrorretinográficos  

3.6.1. Identificação dos grupos e desenho do estudo 

Quarenta e dois coelhos borboleta machos (Oryctolagus cuniculum), com 

peso entre 2,0 e 2,5 quilogramas (Kg), foram utilizados neste estudo. Todos os 

procedimentos experimentais seguiram as resoluções da Association for 

Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) relativas à experimentação 

animal. Os coelhos foram mantidos em ciclos de 16/8 horas (hs) de claro-escuro, 

com alimentação e hidratação livres.  

Os coelhos foram divididos em dois grupos principais. No primeiro grupo, 

30 coelhos foram subdivididos em três grupos de 10 coelhos em cada grupo, e 

utilizados tanto nos experimentos eletrofisiológicos como nos morfológicos, após 

30 dias da injeção da droga. Cada subgrupo recebeu uma determinada 

concentração de TRI em seu OD (1,0, 4,0 ou 8,0 mg) e o mesmo volume de 

BSS no OE. Foi realizado ERG antes da aplicação da droga e após 30 dias. 

 O segundo grupo foi composto por 12 coelhos utilizados somente para 

estudos morfológicos, sendo sacrificados após 7 dias da aplicação da 

medicação.  Cada subgrupo de 4 coelhos em cada grupo recebeu uma 

determinada concentração de TRI em seu OD (1,0, 4,0 ou 8,0 mg) e o mesmo 

volume de BSS no OE. 
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3.6.2. Eletrorretinograma  

Antes da realização do ERG e da aplicação intravítrea, os coelhos foram 

anestesiados através de injeção intramuscular de mistura contendo hidrocloreto 

de Ketamina (50 mg/Kg de peso corpóreo) e xilazina (6,7 mg/Kg de peso 

corpóreo). As pupilas foram dilatadas com tropicamida a 1% e anestesia tópica 

com propacaína a 0,5% utilizada para reduzir o desconforto dos animais.  Os 

animais foram adaptados ao escuro por 30 minutos antes da realização dos 

estímulos escotópicos, e adaptados ao claro por 5 minutos à luz antes da 

realização dos estímulos fotópicos e flicker. As respostas ao estímulo luminoso 

foram coletadas simultaneamente nos dois olhos, utilizando-se eletrodos 

corneanos ERG jet acoplados a lente de contato, protegendo-se a córnea com 

metilcelulose a 0,5%. Os eletrodos referência foram incorporados à mesma 

lente, de modo a manter contato com a conjuntiva bulbar do coelho durante o 

experimento. O eletrodo terra foi posicionado na orelha do animal, após o local 

ser meticulosamente limpo com álcool, sendo estabilizado  por pasta condutora. 

A estimulação elétrica foi obtida utilizando-se o estimulador  Ganzfeld Q450 SC 

acoplado ao sistema de aquisição RETIport (Roland Consult, Germany). Foram 

seguidos os padrões e protocolos modificados da ISCEV revisado em 2008109, 

para a realização dos experimentos. Para os estímulos escotópicos, foi realizado 

a seguinte sequencia de estimulação: 0,001 candela em segundo por metro  
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quadrado (cd.s/m2), 0,01 cd.s/m2, 0,1 cd.s/m2, 1 cd.s/m2, e 10 cd.s/m2. Após a 

adaptação ao claro, foram realizados os seguintes estímulos: 3.0 e 10.0 cd.s/m2. 

Por fim, foi realizada a estimulação flicker com intensidade de 3.0 cd/m2, nas 

frequências de 12,18, 24 e 30 Hertz (Hz), seguindo o protocolo da ISCEV. 

Para os estímulos escotópicos, o valor logarítmico das amplitudes médias 

da onda b foi tabulado e relacionado ao valor logarítmico da intensidade 

luminosa de cada série de estímulos, e a curva resultante foi ajustado segundo a 

equação de Hill131: 

𝑉 = 𝑉!"#
𝐼!

𝑘! + 𝐼! 

onde Vmax	
  corresponde à amplitude saturada da onda b, I à intensidade luminosa, 

k é a intensidade luminosa necessária para se atingir 50% do valor de Vmax, e n é 

a inclinação da curva. 

 

3.7. Injeções intravítreas  

Seguido da realização do exame eletrorretinográfico, os coelhos ainda 

sedados e já dilatados foram submetidos a injeções intravítreas de TRI (40 

mg/mL) nas doses de 8,0 mg (0,2 mL), 4,0 mg (0,1 mL) ou 1,0 mg (0,05 mL) no 

OD e solução salina balanceada com volume correspondente ao injetado no OD 

do mesmo animal, no OE. Os 12 coelhos utilizados somente para estudo  
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morfológico foram submetidos ao mesmo tipo de anestesia intramuscular, mas 

não realizaram exame eletrorretinográfico. Os 12 animais foram divididos em 3 

grupos de 4 animais em cada grupo, e receberam doses intravítreas de TRI nas 

doses de 8, 4 ou 1 mg no seu olho direito e injeção  de solução salina 

balanceada no OE no volume correspondente ao injetado em OD. 

A técnica da injeção consistiu na assepsia do fórnice conjuntival através 

de aplicação de colírios de iodo polvidona a 5% e de ofloxacina a 0,3%, 

anestesia tópica com cloridrato de proximetacaína a 0,5%, colocação de 

blefarostato, paracentese de alívio na câmara anterior, removendo-se de 0.1 a 

0,2 ml de humor aquoso, dependendo do volume a ser injetado, e injeção da 

droga no OD ou da solução salina balanceada no OE no quadrante temporal 

superior a 2,0 mm do limbo, orientando a agulha para o centro da cavidade 

vítrea. Foi utilizada agulha 30 gauge, acoplada a seringa de 1,0 mL. Após a 

aplicação, foi novamente realizado mapeamento de retina, checando-se a 

perfusão da artéria retiniana. Os coelhos foram observados durante a 

recuperação anestésica, e mantidos pelos próximos 30 dias (grupo ERG e 

morfologia, 30 animais) ou 7 dias (grupo somente morfologia,12 animais) em 

gaiolas isoladas com alimentação e hidratação livres. Ao final deste período, os 

animais foram novamente submetidos à anestesia intramuscular descrita acima. 

Os animais submetidos a estudo eletrorretinográfico e imunoistoquímico foram 

mantidos em cativeiro por 30 dias, sendo realizado ERG após este período. Os  
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animais submetidos apenas a estudo imunoistoquímico foram mantidos em 

cativeiro por 7 dias. Todos os coelhos foram novamente sedados no dia do 

sacrifício. 

 

3.8. Morfologia e imunoistoquímica  

Após a realização do ERG (no grupo 30 dias) e antes do final dos efeitos 

da anestesia, os coelhos foram sacrificados através de injeção intracardíaca de 

10 mg/ Kg de pentobarbital sódico. Em seguida, foi realizada a enucleação dos 

globos oculares, que foram fixados em uma solução de paraformaldeído a 4%, 

durante meia hora. O fixador, paraformaldeído a 4% (Sigma), foi preparado 

poucas horas antes, em tampão fosfato (PB) 0,1 molar (M), com pH de 7,4. Após 

o período de 30 minutos, o segmento anterior dos globos foi cuidadosamente 

dissecado através de incisão circular límbica, removendo-se córnea, íris e 

cristalino. O segmento posterior foi então pós-fixado no mesmo fixador descrito 

acima por 3,5 horas a 4oC. Em seguida, os olhos foram crioprotegidos através 

de passagens em concentrações crescentes de sacarose (10, 20 e 30%) em 

tampão fosfato 0,1 M. Para realização dos cortes histológicos congelados, os 

globos foram emblocados no composto Tissue Tek OCT (Sakura Finetek, 

Torrence, Califórnia, EUA) e mantidos a 70oC negativos até serem cortados em 

criostato. Os globos foram cortados obtendo-se cortes longitudinais de 12 µm de  
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espessura, coletando-se amostras do tecido orientadas no sentido nasal-

temporal da seguinte maneira: os 80 cortes iniciais de 30 µm foram 

desprezados, coletou-se o primeiro corte com 12 µm de espessura em 20 

lâminas, desprezou-se mais 20 cortes de 30 µm, o segundo corte de 12 µm foi 

coletado em todas as lâminas, foram desprezados mais 50 cortes de 30 µm de 

espessura, e o último corte de 12 µm foi coletado, de modo que todas as 

20 lâminas coletadas apresentavam amostras de diferentes porções do globo. 

As lâminas foram mantidas a -20oC até serem utilizadas. 

Os cortes obtidos tanto do OD (injetado com a medicação) como do OE 

(controle, injetado com solução salina balanceada) foram corados utilizando-se 

H&E para análises histopatológicas. 

A presença de apoptose foi pesquisada pelo ensaio TUNEL, de acordo 

com as instruções do fabricante (Roche Molecular Biochemicals, Mannhelm, 

Alemanha).  As lâminas foram lavadas em PB 0,05M, com pH de 7,4 e os cortes 

foram incubados em uma solução permeabilizante contendo Triton X-100 0,1 %, 

citrato de sódio 0,1% em PB 0,05 M por 2 minutos em gelo. Os cortes foram 

então incubados durante 1 hora com a enzima deoxinucleotidil transferase 

terminal (TdT) e os nucleotídeos marcados com fluoresceína foram incorporados 

aos terminais da molécula de ácido desoxirribonucleico (DNA) fragmentada. A 

reação foi interrompida com uma solução contendo Tris-HCl 4 mM e EDTA 5 

mM por 5 minutos. Após lavagens com PB 0,05M, as lâminas foram montadas  
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com VectaShield (Vector Laboratories, Burlingame, Califórnia, EUA) e 

observadas sob microscópio de fluorescência. Para o controle negativo, foi 

omitida a incubação com a enzima TdT.  

  O ensaio Fluoro-Jade B (Chemicon International, Temecula, Califórnia, 

EUA) foi utilizado para a identificação de necrose celular. Para este ensaio, as 

lâminas foram selecionadas e secas em chapa aquecida a 37ºC durante 1 hora. 

Em seguida, as lâminas foram imersas em etanol absoluto por 3 minutos, 

seguido de etanol a 70º por 1 minuto e água deionizada por 1 minuto. 

Posteriormente, as lâminas foram incubadas em solução a 0,06% de 

permanganato de potássio por 15 minutos sob agitação constante. Após 

lavagem de 1 minuto em água deionizada, as lâminas foram incubadas em 

solução de 0,001% de Fluoro-Jade B em água deionizada com 0,1% de ácido 

acético por 30 minutos sob agitação constante, no escuro. Em seguida, as 

lâminas sofreram 3 lavagens de 10 minutos em água deionizada e foram 

banhadas por 2 vezes em xilol, por 1 minuto, sendo cobertas pelo meio de 

montagem DPX (Electron Microscopy Science; Fort Washington, Filadélfia, 

EUA) e lamínula. 

Por fim, foi realizada a imunoistoquímica para identificação da presença 

de expressão de GFAP. Os cortes foram lavados 3 vezes em tampão fosfato 

0,1M por 10 minutos e incubados por aproximadamente 16 horas em  
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temperatura ambiente com o anticorpo primário contra GFAP (1: 1000, Sigma 

Anti-Protein Kinase Cα antibody produced in rabbit - P4334).  

Após 3 novas lavagens em PB 0,1 M por 10 minutos para retirar o 

excesso de anticorpo primário, o material foi incubado com o anticorpo 

secundário Alexa 488 (1:500, Molecular Probes). Tanto o anticorpo primário 

quanto o secundário foram diluídos em solução de PB 0,1 M contendo 0,3% de 

Triton X-100. Os núcleos foram marcados com iodeto de propídeo 1:1000 (1 

mg/mL). Posteriormente, as lâminas foram montadas com VectaShield e 

lamínula e analisadas em microscópio de fluorescência. 

 

3.9. Análise estatística  

Cultura de células: Os dados foram submetidos a análise estatística 

utilizando-se os testes ANOVA  (Prism, versão 3.0; GraphPad Software Inc., San 

Diego, Califórnia, EUA) e teste t de Student não pareado (bicaudal; GraphPad 

Software Inc., San Diego, Califórnia, EUA). O teste de comparação múltipla de 

Newman-Keuls foi realizado para a comparação de dados em diferentes 

experimentos. Foram considerados estatisticamente significativos valores de 

erro alfa (p) inferiores a 0,05. As barras de erro nos gráficos de viabilidade 

celular representam o erro padrão dos experimentos realizados em duplicatas e  
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repetidos por três vezes. As barras de erro nos gráficos de atividade da 

caspase-3/7 e JC-1 representam o erro padrão dos experimentos realizados em 

triplicatas e repetidos por três vezes. 

 

3.10. Eletrorretinografia 

O teste de postos com sinais de Wilcoxon foi utilizado para a comparação 

de amostras relacionadas. Amplitudes e tempos implícitos tanto da onda a como 

da onda b foram comparados nas amostras estudadas. No caso dos estímulos 

flicker, foi realizada análise de Fourrier utilizando-se 100 Hz como a frequência 

de corte. A análise dos harmônicos foi realizada através de análise de Fourrier 

utilizando-se o programa Matlab Signal Processing Toolbox (The Mathworks, 

Boston, Massachussets, EUA). 

  O primeiro harmônico foi comparado entre o OD (tratado com a droga) e 

OE (injetado com solução salina balanceada). Foram considerados 

estatisticamente significativos valores de p inferiores a 0,05. 

 Os parâmetros da curva de Hill correspondentes ao valor logarítmico da 

onda b escotópica versus o valor logarítmico da intensidade luminosa foram 

analisados através do teste estatístico ANOVA e teste t de Student bicaudal 

pareado com correção de Bonferroni para o número de comparações entre os 

grupos.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1.Viabilidade Celular nas Culturas Tratadas com TRIc 

 

Células ARPE-19: A incubação com TRIc causou significativa diminuição 

da VC em todas as concentrações testadas (Gráfico 1). A viabilidade média das 

amostras de células da linhagem ARPE-19 após 24 horas de exposição ao TRIc 

foi de: 13,0 ± 6,5%, 28,9 ± 9,3% e 54,9 ± 5,6% para 1000, 500 ou 200 µg/mL, 

respectivamente (p<0,001) e 82,5 ± 0,6% para 100 µg/mL (p<0,05) quando 

comparado a controles não tratados (97,0 ± 0,2%). 

Células R28: As células expostas ao TRIc apresentaram uma diminuição 

significativa da VC quando comparadas a células controle não tratadas (22,7 ± 

2,4%, 34,6 ± 1,9%, 58,7 ± 1,4% e 75,3 ± 2,5% para 1000, 500, 200 ou 100 

µg/mL, respectivamente versus 86,1 ± 3,5% para controles não tratados, 

p<0,001, Gráfico 2). 
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Gráfico 1- Porcentagem de viabilidade celular de células ARPE-19 expostas ao 
Triesence® em cristais (TRIc) 

 

 

 

Gráfico 2- Porcentagem de viabilidade celular de células R28 expostas ao 
Triesence® em cristais (TRIc) 
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4.2.Viabilidade Celular nas Culturas Tratadas com TRIs 

 

Células ARPE-19: A exposição ao TRIs não causou redução significativa 

na VC em nenhuma concentração testada. A viabilidade média das células 

ARPE-19 após 24 horas de exposição ao TRis foi de: 78,6 ± 27,1%, 89,6 ± 9,3% 

e 95,6 ± 0,6% para 1000, 500 e 200 µg/mL respectivamente, versus 98,3 ± 

0,4%, 97,7 ± 0,7 ou 97,1 ± 1,7 para células tratadas com DMSO em doses 

equivalentes e 97,0 ± 0,2 para controles não tratados (Gráfico 3). 

 

Células R28: Resultados similares foram obtidos quando a VC das células 

R28 expostas ao TRIs foi comparada à das células expostas a DMSO em doses 

equivalentes ou quando comparado a controles não tratados (Gráfico 4). Não 

houve diferença estatisticamente significativa entre células expostas ao TRIs 

(71,9 ± 16,8%, 78,6 ± 16,1% ou 84,9 ± 4,1% para 1000, 500 ou 200 µg/mL 

respectivamente) e células expostas a doses equivalentes de DMSO (85,4 ± 

3,6%, 88,7 ± 3,7% ou 92,0 ± 2,3% para doses de DMSO equivalentes às 

utilizadas para solubilizar a droga nas concentrações de 1000, 500 ou 200 

µg/mL respectivamente) ou controles não tratados (92,6 ± 0,9%). 
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Gráfico 3- Porcentagem de viabilidade celular de células ARPE-19 expostas ao 
Triesence® solubilizado em DMSO (TRIs) 

 

 

Gráfico 4- Porcentagem de viabilidade celular de células R28 expostas ao 
Triesence® solubilizado em DMSO (TRIs) 
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4.3. Atividade da caspase- 3/7 em culturas tratadas com TRIs 

Células ARPE-19: As células expostas a TRIs por 24 horas na 

concentração de 1000, 500 ou 200 µg/mL apresentaram uma atividade de 

caspase-3/7 significativamente maior que os respectivos controles tratados com 

DMSO (16432,4 ± 596,3  msi  versus 11862,1 ± 557,5, p<0,001; 16299,9 ± 205,2 

msi  versus 11836,2 ± 114,2 msi, p<0,001; e 13002,6 ± 152,8 msi  versus 

10709,1 ± 326,7 msi, p<0,01 para 1000, 500 e 200 µg/mL, respectivamente). A 

atividade da caspase-3/7 em células tratadas com TRIs foi significativamente 

maior quando comparada a controles não tratados (10345,70 ± 171,82 msi). No 

entanto, as células tratadas com DMSO nas doses equivalentes a 1000 e 500 

µg/mL apresentaram uma maior atividade da caspase quando comparadas a 

controles não tratados (p<0,05 e p<0,01, respectivamente, Gráfico 5). 

 

Células R28: As células tratadas por 24 horas com TRIs nas 

concentrações de 1000, 500 e 200 µg/mL apresentaram aumento significativo da 

atividade da caspase-3/7 quando comparado aos controles tratados com DMSO 

(14958,3 ± 779,8 msi vs. 1713,0 ± 1632,0 msi, p<0,01; 14541,4 ± 3337,2 msi vs. 

3465,5 ± 2445,9 msi, p<0,01; 14322,3 ± 2756,0 msi vs. 6997,1 ±  
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56,6 msi, p<0,05 para 1000, 500 e 200 µg/mL, respectivamente). No entanto, 

apenas a dose mais elevada apresentou aumento significativo quando 

comparado a controles não-tratados (8298,5 ± 900,8 msi, p<0,001). Os controles 

incubados com DMSO não foram estatisticamente diferentes dos controles não-

tratados (Gráfico 6). 
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Gráfico 5- Atividade da Caspase 3/7 em células ARPE-19 expostas ao TRIs

 

 

 

Gráfico 6- Atividade da Caspase 3/7 em células R28 expostas ao TRIs 
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4.4. Potencial de membrana mitocondrial nas culturas de células 

tratadas com TRIs 

Células ARPE-19: Não foi observada diferença estatisticamente 

significativa entre as células tratadas com TRIs (2,0 ± 0,1, 2,0 ± 0,3 ou 2,3 ± 0,6 

para 1000, 500 e 200 µg/mL, respectivamente), células tratadas com doses 

equivalentes de DMSO (2,4 ± 0,4, 2,6 ± 0,4 ou 2,3 ± 0,7 para doses equivalentes 

a 1000, 500 ou 200 µg/mL) ou controles não tratados (1,6 ± 0,3) com relação ao 

∆Ψm (Gráfico 7). 

Células R28: Resultados similares foram observados quando as células 

R28 foram expostas ao TRIs por 24 horas. Não houve diferença estatística no  

∆Ψm entre células expostas ao TRIs (0,9 ± 0,0, 0,8 ± 0,0 ou 0,8 ± 0,1 para 1000, 

500 ou 200 µg/mL), controles tratados com as quantidades equivalentes de 

DMSO (0,9 ± 0,3, 0,9 ± 0,3 e 0,9 ± 0,2, respectivamente para 1000, 500 ou 200 

µg/mL), ou quando comparado a controles não tratados (0,7 ± 0,3) (Gráfico 8). 
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Gráfico 7- Potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) em cultura de células 

ARPE-19 tratadas com TRIs 

 

Gráfico 8- Potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) em cultura de células R28 

tratadas com TRIs 
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4.5. Eletrorretinografia 

Para os estímulos fotópicos e escotópicos, foram analisados a amplitude 

e tempo implícito das ondas a e b.  

Estímulos escotópicos: Os animais foram testados após adaptação de 30 

minutos ao escuro. Obteve-se valores similares da amplitude da onda a e 

tempos implícitos para todos os estímulos realizados. Com relação à amplitude 

da onda b, não foi atingida significância estatística em qualquer intensidade de 

estímulo para as concêntrações de 1 ou 4mg, conforme demonstrado nos 

gráficos VLog (gráficos 9 e 10).  A amplitude da onda b foi significativamente 

menor no olho direito do grupo que recebeu 8 mg da droga para o estímulo de 

0,001 cd.s/m2 (p=0.015, Gráfico 11). Entretanto, tal significância deixa de existir 

após a correção de Bonferroni-Holm. 
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Gráfico 9: Análise da amplitude da onda b para cada intensidade de estímulo 

escotópico estudado no grupo recebendo 1 mg de Triesence® 

 

 

Gráfico 10: Análise da amplitude da onda b para cada intensidade de estímulo 

escotópico estudado no grupo recebendo 4 mg de Triesence® 
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Gráfico 11: Análise da amplitude da onda b para cada intensidade de estímulo 

escotópico estudado no grupo recebendo 8 mg de Triesence® 
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Ainda com relação aos estímulos escotópicos, o valor logarítmico da onda 

b foi relacionado ao valor logarítmico da intensidade luminosa para cada 

quantidade de droga utilizada, e as curvas resultantes são apresentadas na 

figura 1. As curvas obtidas após 30 dias da aplicação intravítrea de TRI foram 

comparadas às curvas basais. Os parâmetros  Vmax, k, e n são apresentados 

nas tabelas 1 a 3. Os parâmetros k e n não apresentaram alterações 

estatisticamente significativas após 30 dias em qualquer quantidade de TRI 

utilizada. Entretanto, o Vmax apresentou uma redução estatisticamente 

significativa após 30 dias no grupo recebendo 8mg da droga, mesmo após a 

correção de Bonferroni-Holm (p=0,01). 
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Figura 1: Curvas relacionando o valor logarítmico da onda b e o valor logarítmico 

do estímulo luminoso em condições escotópicas para animais recebendo 1, 4 ou 

8mg de TRI. 
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Tabela 1: Valores de Vmax antes (basal) e após a aplicação da medicação 

TRI	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
  
1	
  	
  mg	
   	
  	
   4	
  mg	
   	
  	
   8	
  mg	
   	
  	
  
Vmax	
   	
  	
   Vmax	
   	
  	
   Vmax	
   	
  	
  
Basal	
   30	
  dias	
   Basal	
   30	
  dias	
   Basal	
   30	
  dias	
  
2,07325	
   2,09518	
   2,36495	
   2,28094	
   2.56712	
   2.31619	
  
2,50064	
   2,22683	
   1,99899	
   2,10135	
   2.31618	
   2.10533	
  
2,22329	
   2,07600	
   2,24165	
   2,16031	
   2.41142	
   2.17033	
  
2,10784	
   1,99308	
   2,24974	
   2,19260	
   2.29174	
   2.18434	
  
2,27155	
   2,13520	
   1,98480	
   2,38104	
   2.36871	
   2.38779	
  
2,16464	
   2,24542	
   1,82992	
   2,13595	
   2.49338	
   2.20473	
  
2,11881	
   2,03399	
   2,10213	
   1,86063	
   2.50631	
   2.10533	
  
2,18061	
   2,03173	
   1,89077	
   1,98872	
   2.42976	
   2.40364	
  
2,16975	
   1,98864	
   1,94221	
   1,71297	
   2.18486	
   2.27517	
  
2,24112	
   2,59237	
   2,18385	
   1,93641	
   2.20768	
   1.98788	
  
2,20515	
   2,14184	
   2,07890	
   2,07509	
   2.37772	
   2.21407	
  

0,1	
   0,2	
   0,2	
   0,2	
   0.127801203	
   0.132485687	
  
	
   	
   	
   	
   	
   	
  
BSS	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
  
1	
  	
  mg	
   	
  	
   4	
  mg	
   	
  	
   8	
  mg	
   	
  	
  
Vmax	
   	
  	
   Vmax	
   	
  	
   Vmax	
   	
  	
  
Basal	
   30	
  dias	
   Basal	
   30	
  dias	
   Basal	
   30	
  dias	
  
2,09518	
   2,25852	
   2,41644	
   2,26711	
   2,50023	
   2,28233	
  
2,22683	
   2,07042	
   1,81524	
   2,25331	
   2,23543	
   2,32607	
  
2,07600	
   2,21828	
   1,98904	
   2,10371	
   2,25245	
   2,09587	
  
1,99308	
   2,03433	
   2,06296	
   2,23062	
   2,28330	
   2,28931	
  
2,13520	
   2,01804	
   2,05519	
   5,19645	
   2,34670	
   2,35063	
  
2,24542	
   2,19049	
   1,87807	
   2,05313	
   2,42797	
   2,34522	
  
2,03399	
   2,14569	
   2,04136	
   1,96362	
   2,53921	
   2,16992	
  
2,03173	
   2,11240	
   2,18811	
   2,13876	
   2,45466	
   2,49003	
  
1,98864	
   2,12347	
   1,93647	
   1,73623	
   	
  	
  	
  	
  	
  2,3635	
   2,32607	
  
2,59237	
   1,97412	
   2,02924	
   2,08758	
   2,24197	
   2,26376	
  
2,14184	
   2,11458	
   2,04121	
   2,40305	
   2,36454	
   2,29392	
  

0,2	
   0,1	
   0,2	
   1,0	
   0.1	
   0.1	
  
OD recebendo TRI; OE recebendo BSS. Em destaque amarelo: média ± 

erro padrão. 
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Tabela 2: Valores de K antes (basal) e após a aplicação da medicação 

TRI	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
  
1	
  	
  mg	
   	
  	
   4	
  mg	
   	
  	
   8	
  mg	
   	
  	
  
k	
   	
  	
   k	
   	
  	
   k	
   	
  	
  
Basal	
   30	
  days	
   Basal	
   30	
  dias	
   Basal	
   30	
  dias	
  

0,00552	
   0,00231	
   0,00463	
   0,00764	
   0,00006	
   0,00103	
  
0,00240	
   0,00779	
   0,00218	
   0,00193	
   0,00804	
   0,00784	
  
0,00504	
   0,00555	
   0,00407	
   0,00101	
   0,00470	
   0,00127	
  
0,00649	
   0,00117	
   0,00007	
   0,00651	
   0,00602	
   0,00974	
  
0,00671	
   0,00203	
   0,00109	
   0,00004	
   0,00778	
   0,00939	
  
0,00685	
   0,00581	
   0,00129	
   0,00870	
   0,00578	
   0,00339	
  
0,00483	
   0,00691	
   0,00127	
   0,00136	
   0,00642	
   0,00784	
  
0,00105	
   0,00188	
   0,00142	
   0,00178	
   0,00107	
   0,00123	
  
0,00565	
   0,00113	
   0,00185	
   0,00254	
   0,00112	
   0,00195	
  
0,00728	
   0,00450	
   0,00124	
   0,00141	
   0,00241	
   0,00124	
  
0,00518	
   0,00391	
   0,00191	
   0,00329	
   0,00434	
   0,00449	
  
0,002	
   0,002	
   0,001	
   0,003	
   0,003	
   0.004	
  

	
   	
   	
   	
   	
   	
  
BSS	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
  
1	
  	
  mg	
   	
  	
   4	
  mg	
   	
  	
   8	
  mg	
   	
  	
  
k	
   	
  	
   k	
   	
  	
   k	
   	
  	
  
Basal	
   30	
  dias	
   Basal	
   30	
  dias	
   Basal	
   30	
  dias	
  

0,00231	
   0,00007	
   0,00548	
   0,00807	
   0,00764	
   0,00993	
  
0,00779	
   0,00483	
   0,00396	
   0,00336	
   0,00814	
   0,00835	
  
0,00555	
   0,00665	
   0,00150	
   0,00109	
   0,00951	
   0,00105	
  
0,00117	
   0,00793	
   0,00422	
   0,00785	
   0,00741	
   0,00663	
  
0,00203	
   0,00682	
   0,00123	
   0,00000	
   0,00112	
   0,00772	
  
0,00581	
   0,00812	
   0,00734	
   0,00966	
   0,00954	
   0,00146	
  
0,00691	
   0,00522	
   0,00171	
   0,00254	
   0,00435	
   0,00613	
  
0,00188	
   0,00967	
   0,00225	
   0,00208	
   0,00979	
   0,00458	
  
0,00113	
   0,00368	
   0,00163	
   0,00110	
   0,00688	
   0,00835	
  
0,00450	
   0,00549	
   0,00124	
   0,00176	
   0,00153	
   0,00137	
  
0,00391	
   0,00585	
   0,00306	
   0,00375	
   0,00659	
   0,00556	
  
0,002	
   0,003	
   0.002	
   0,003	
   0.003	
   0.003	
  
OD recebendo TRI; OE recebendo BSS. Em destaque amarelo: média ± 

erro padrão. 

 



	
   57	
  

Resultados 

 

Tabela 3: Valores de n antes (basal) e após a aplicação da medicação 

TRI	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
  
1	
  	
  mg	
   	
  	
   4	
  mg	
   	
  	
   8	
  mg	
   	
  	
  
n	
   	
  	
   n	
   	
  	
   n	
   	
  	
  
Basal	
   30	
  dias	
   Basal	
   30	
  dias	
   Basal	
   30	
  dias	
  

0,68641	
   1,76973	
   0,60001	
   0,74234	
   0,30421	
   0,95340	
  
0,30425	
   0,70240	
   0,93203	
   0,70032	
   0,79782	
   1,08932	
  
0,66002	
   0,69922	
   0,57183	
   0,53929	
   0,57935	
   0,71087	
  
0,56264	
   0,69669	
   0,29889	
   0,77163	
   1,12582	
   0,64460	
  
0,53929	
   0,85496	
   0,96697	
   0,13529	
   0,91391	
   0,93652	
  
0,69195	
   0,62843	
   0,76690	
   0,87431	
   0,86595	
   1,75855	
  
0,62757	
   0,75935	
   0,79041	
   0,88224	
   0,79988	
   1,08932	
  
0,56323	
   0,49071	
   1,15437	
   0,78691	
   0,98481	
   0,90428	
  
0,67416	
   0,72760	
   0,86860	
   0,83413	
   0,9098	
   1,16288	
  
0,71286	
   0,20423	
   0,91877	
   0,85078	
   1,51055	
   1,06622	
  
0,60224	
   0,75333	
   0,78688	
   0,71172	
   0,87921	
   1,03160	
  

0,1	
   0,4	
   0,2	
   0,2	
   0,3	
   0,3	
  
	
   	
   	
   	
   	
   	
  
BSS	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
  
1	
  	
  mg	
   	
  	
   4	
  mg	
   	
  	
   8	
  mg	
   	
  	
  
n	
   	
  	
   n	
   	
  	
   n	
   	
  	
  
Basal	
   30	
  dias	
   Basal	
   30	
  dias	
   Basal	
   30	
  dias	
  

1,76973	
   0,17085	
   0,55688	
   0,76381	
   0,84138	
   1,02953	
  
0,70240	
   0,79853	
   0,97433	
   0,45124	
   0,74509	
   0,79080	
  
0,69922	
   0,81100	
   0,51107	
   0,78544	
   0,70919	
   0,70547	
  
0,69669	
   0,65876	
   1,01000	
   0,82493	
   1,05476	
   0,70263	
  
0,85496	
   0,68619	
   0,92161	
   0,02292	
   0,94570	
   0,73150	
  
0,62843	
   0,66642	
   0,98684	
   1,10536	
   0,10923	
   1,24467	
  
0,75935	
   0,77450	
   0,79106	
   1,43649	
   0,61672	
   0,91685	
  
0,49071	
   0,59791	
   0,29989	
   1,41132	
   0,81419	
   0,72663	
  
0,72760	
   0,71447	
   0,94058	
   1,09056	
   0,82225	
   0,79080	
  
0,20423	
   0,61858	
   0,93557	
   0,49714	
   1,25333	
   1,43293	
  
0,75333	
   0,64972	
   0,79278	
   0,83892	
   0,79118	
   0,90718	
  

0,4	
   0,2	
   0,2	
   0,4	
   0,3	
   0,3	
  
OD recebendo TRI; OE recebendo BSS. Em destaque amarelo: média ± 

erro padrão. 
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Estímulos fotópicos: Foram observados valores da onda a e tempos 

implícitos mais reduzidos no OD no grupo que recebeu 8 mg de TRI, porém não 

se atingiu significância estatística para estas variáveis. Para o grupo que 

recebeu 1 mg da medicação intravítrea, foi obtido em um dos animais um valor 

de amplitude 30% mais elevado que dos 9 animais restantes após estimulação 

com 10 cd.s/m2, de modo que a orientação estatística foi desconsiderar este 

animal. Desta forma, não se obteve diferença estatística em relação à amplitude 

da onda b no grupo recebendo 1 mg da droga em nenhuma das duas 

intensidades testadas (gráfico 12). A amplitude da onda b foi significativamente 

reduzida no olho direito para ambas as intensidades testadas (3 e 10 cd.s/m2) 

nos grupos que receberam 4 ou 8 mg de medicação intravítrea (p=0,022 e 

p=0,028 para 4 mg; p=0,028 e p=0,038 para 8 mg) (Gráficos 13 e 14). 

Entretanto, após a correção de Bonferroni-Holm, apenas o grupo recebendo 4 

mg da medicação manteve significância estatística. 
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Gráfico 12: Gráfico Vlog: Análise da amplitude da onda b para cada intensidade 

de estímulo fotópico estudado no grupo recebendo 1 mg de Triesence®. 
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Gráfico 13: Gráfico Vlog: Análise da amplitude da onda b para cada intensidade 

de estímulo fotópico estudado no grupo recebendo 4 mg de Triesence®. 

*:p<0,05 
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Gráfico 14: Gráfico Vlog: Análise da amplitude da onda b para cada intensidade 

de estímulo fotópico estudado no grupo recebendo 8 mg de Triesence®. 

*:p<0,05 
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Estímulos flicker:  Os traçados foram submetidos a análise de Fourrier 

utilizando-se 100 Hz como freqüência de corte. Decidiu-se por comparar o 

primeiro harmônico quanto à amplitude, entre o olho tratado (OD) e o olho 

controle (OE). Em todas as freqüências analisadas, a amplitude da onda obtida 

no OD foi reduzida em relação ao OE, mas obteve-se significância estatística 

somente para as freqüências de 24 ou 30 Hz para o grupo tratado com 8 mg de 

TRI (p=0,038 e p=0,028, respectivamente) e na freqüência de 30 Hz para o 

grupo tratado com 4 mg (p=0,007). Após correção de Bonferroni-Holm, manteve 

significância estatística apenas o grupo tratado com 4 mg de TRI, na frequência 

de 30 Hz. Não foi observada diferença estatisticamente significante na amplitude 

da onda no grupo tratado com 1 mg (gráficos 15 a 17). 
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Gráfico 15: Análise de Fourrier de diversas frequências de estimulação no grupo 

recebendo 1 mg de Triesence®. 
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Gráfico 16: Análise de Fourrier de diversas frequências de estimulação no grupo 

recebendo 4 mg  de Triesence®. *: p<0,05 
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Gráfico 17: Análise de Fourrier de diversas frequências de estimulação no grupo 

recebendo 8 mg de Triesence®. *: p<0,05. 
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4.6. Morfologia 

A análise das lâminas coradas pela coloração H&E não demonstrou 

alterações morfológicas em nenhuma das concentrações testadas ou tempos 

estudados (figura 2). 
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Figura 2: Comparação entre a morfologia retiniana de OD, com 8 mg de TRI e 

OE, tratado com BSS, após 30 dias da aplicação. 

 

ONL: camada nuclear externa; INL: camada nuclear interna; GCL: camada de 

células ganglionares. Barra de escala (canto inferior direito da figura) 

correspondendo a 50 µm, aumento de 40X. 
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O ensaio Fluorojade B não foi positivo para nenhuma concentração 

testada em nenhum tempo pesquisado. Da mesma forma, o ensaio Tunel não 

apresentou positividade em nenhuma das concentrações testadas (1, 4 ou 8 mg 

intravítreo) tanto após 7 dias como após 30 dias, sugerindo não haver 

evidências de necrose ou apoptose nos cortes estudados. 

A marcação para GFAP foi negativa para todas as concentrações 

testadas tanto para olhos tratados como para controles após 30 dias, mas 

apresentou marcação evidente nos grupos sacrificados após 7 dias da injeção 

intravítrea, somente no olho que recebeu a medicação, em todas as 

concentrações testadas (figura 3). Observou-se uma marcação preferencial 

superior (próximo ao sítio da aplicação) para os grupos que receberam 1 ou 4 

mg da droga, enquanto no grupo que recebeu 8 mg de TRI, observou-se 

marcação tanto na retina superior como na inferior (figuras 4 a 7). 
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Figura 3: Comparação entre OD e OE para a marcação imunoistoquímica com 

GFAP, após 7 dias de aplicação de Triesence® 

 

A: Retina superior de OD, aumento de 20X; B: Retina superior de OD, aumento 

de 40X; C: Retina inferior de OD, aumento de 20X; D: Retina inferior de OD, 

aumento de 40X. 
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Figura 4: Marcação para GFAP em OD em diferentes regiões retinianas para 

três animais aleatórios no grupo recebendo 1 mg de Triesence® após 7 dias de 

aplicação 

 

Barra de escala (canto inferior direito da figura) correspondendo a 50 µm 

ONL: Camada nuclear externa; INL: camada nuclear interna; GCL: camada de 

células ganglionares. 5, 6 e 8: Fotografias representativas de três animais 

diferentes 
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Figura 5: Marcação para GFAP em OD em diferentes regiões retinianas para 

três animais aleatórios no grupo recebendo 4 mg de Triesence® após 7 dias de 

aplicação 

  

Barra de escala (canto inferior direito da figura) correspondendo a 50 µm 

ONL: Camada nuclear externa; INL: camada nuclear interna; GCL: camada de 

células ganglionares. 1, 3 e 4: Fotografias representativas de três animais 

diferentes 
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Figura 6: Marcação para GFAP em OD em diferentes regiões retinianas para 

três animais aleatórios no grupo recebendo 8 mg de Triesence® após 7 dias de 

aplicação 

 

Barra de escala (canto inferior direito da figura) correspondendo a 50 µm. 

ONL: Camada nuclear externa; INL: camada nuclear interna; GCL: camada de 

células ganglionares. A, B e C: Fotografias representativas de três animais 

diferentes 
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Figura 7: Quadro comparativo de diferentes regiões retinianas de animais 

submetidos a injeção intravítrea de Triesence® nas doses de 1, 4 ou 8 mg, com 

a marcação para GFAP, após 7 dias de aplicação 

 

       Barra de escala (canto inferior direito da figura) correspondendo a 50 µm 

ONL: Camada nuclear externa; INL: camada nuclear interna; GCL: camada de 

células ganglionares  
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5.DISCUSSÃO 

 Os experimentos realizados in vitro demonstraram uma diminuição da VC 

concentração dependente quando as células retinianas foram expostas por 24 horas ao 

TRIc. Não houve redução estatisticamente significativa após a droga ser solubilizada; 

entretanto, mesmo a exposição ao TRIs causou um aumento da expressão da 

caspase-3/7, indicativo de apoptose em ambos os tipos celulares testados. Os estudos 

eletrorretinográficos demonstraram uma redução significativa do Vmax escotópico na 

dose de 8 mg, enquanto que os estímulos fotópicos demonstraram queda significativa 

da amplitude da onda b para as concentrações de 4 e 8 mg. A análise de Fourrier para 

os estímulos flicker evidenciou queda da amplitude do primeiro harmônico, significativa 

na frequência de 30 Hz para a dose de 4 mg, e nas frequências de 24 e 30 Hz, para a 

dose de 8 mg. Quanto aos estudos histológicos e imunoistoquímicos, observou-se 

expressão transitória da GFAP nos olhos tratados com TRI. 

Culturas celulares oferecem a vantagem de se manipular precisamente o meio,  

fornecendo um bom modelo experimental. Diversos autores já testaram a exposição do 

AT a células retinianas in vitro. Enquanto que para se testar a sensibilidade de células 

retinianas a esteróides, a cultura primária de células de rato já tenha sido utilizadada96, 

a maioria dos artigos publicados lida com cultura de células imortalizadas, pela maior 

facilidade no manuseio e na obtenção do número desejado de células.93,94,97,110,132,133 

Em nosso estudo, optamos por testar duas diferentes linhagens imortalizadas de  
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células retinianas- células do epitélio pigmentado da retinina humano (ARPE-19, 

obtidas diretamente do ATCC- Manassas, Virgínia, EUA) e células de retina primordial 

de ratos (R28), que se diferenciaria nos tecidos presentes na retina neurossensorial 

destes animais. Estas linhagens apresentam características morfológicas e funcionais 

similares às células in vitro, sendo portanto instrumento de grande valia no estudo da 

toxicologia ocular.132  

 A toxicidade do AT in vitro já é reconhecida em estudos prévios publicados em 

literatura.  Yeung (2003), utilizando células ARPE-19 e fibroblastos, encontraram queda 

da VC e aumento da regulação de caspases, indicativo de apoptose.94 Neste estudo, a 

incubação de células apenas com o veículo do AT não apresentou toxicidade. Já 

Chang (2007), utilizando-se também de células ARPE-19, encontraram toxicidade do 

AT após exposição de 2 horas de duração.97 Não houve toxicidade significativa quando 

o veículo foi removido e a droga foi ressuspensa em solução salina balanceada. 

 Shaikih (2006) testou o Kenalog e outra formulação de triancinolona sem 

preservativo, incubando células da linhagem ARPE-19 por 5 dias, e notou redução da 

VC em ambas as formulações testadas.132 Narayanan (2006), com métodos 

semelhantes envolvendo as linhagens ARPE-19 e R28, testou a viabilidade celular e a 

atividade da desidrogenase mitocondrial após 2, 6 e 24 horas de exposição ao AT 

(Kenalog®). Doses a partir de 200 µg/mL de AT com ou sem seu veículo original 

causaram diminuição da VC e aumento da atividade da desidrogenase mitocondrial. As 

linhagens celulares incubadas somente com o veículo não apresentaram redução  
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significativa da viabilidade.93 Oh (2007), testando formulação de AT  com preservativo 

em cultura de células de EPR, observou que 0,01 mg/mL de AT causava redução da 

viabilidade celular após 30 minutos, enquanto concentrações maiores apresentavam 

toxicidade em menos tempo.133  

Apesar de todos os trabalhos demonstrarem toxicidade in vitro, o mecanismo 

proposto para explicar os achados é diverso. Enquanto alguns autores consideram o 

preservativo AB o causador da toxicidade, trabalhos em que formulações sem 

preservativo foram utilizadas também demonstram queda da VC,132 de modo que 

outras teorias devem ser propostas para explicar a redução da viabilidade de células 

retinianas à exposição in vitro do AT, sendo que o preservativo AB possa ser um fator 

complementar no mecanismo da toxicidade. 

Os preservativos de soluções oftalmológicas apresentam funções 

antimicrobianas, de manutenção de potência, e de prolongar a meia vida de 

medicações por retardar sua biodegradabilidade. O AB não é utilizado como 

preservativo em soluções oftalmológicas de uso tópico por ser irritante e apresentar 

atividade lenta134, mas encontra-se presente na formulação de AT conhecida como 

Kenalog®, inicialmente desenvolvida para uso intramuscular ou intra-articular. Algumas 

medicações utilizam o AB como preservativo e solvente; quando injetado no 

organismo, é geralmente oxidado em ácido benzóico e conjugado com glicina no 

fígado, para posteriormente ser excretado. No passado, a utilização endovenosa de 

soluções salinas preservadas com AB a 0,9% em recém nascidos prematuros causou  
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complicações como a síndrome fetal tóxica, hemorragias intraventriculares, 

comprometimento neurológico, e até 16 mortes neonatais, devido à função de 

metabolismo ainda imatura do fígado neonatal, levando ao acúmulo e toxicidade 

prolongada do AB.135-7 

 Algumas publicações consideram que o AB não é tóxico para as células da 

retina93,94, mas a grande maioria dos estudos demonstra lesão celular retiniana quando 

existe exposição ao AB.  Chang (2007) encontrou necrose após exposição in vitro de 

células retinianas a este agente97; Morrison (2006) demonstrou que doses 3,3 vezes 

maiores que as injetadas em olhos humanos causaram palidez retiniana e hemorragias 

intrarretinianas em olhos de coelhos, que posteriormente evoluíram com atrofia 

documentada histologicamente.138 Além disto, altas concentrações de AB causam 

diminuição da amplitude da onda b em análises eletrorretinográficas.139 Este somatório 

de evidências levou muitos autores a recomendarem a remoção do veículo de 

formulações de AT com preservativo antes da aplicação intraocular, e impulsionou o 

desenvolvimento e difusão de formulações sem preservativo.138 

 Em nosso estudo, utilizamos o TRI, uma formulação de AT aprovada nos EUA 

para evidenciar membranas vítreas durante cirurgias e para tratamento de condições 

inflamatórias. Esta formulação não contém o preservativo AB e apresenta cerca de 2,5 

vezes menos polisorbato quando comparado ao Kenalog®.91  Nossos resultados em 

cultura de células são similares à literatura, demonstrando uma redução dose 

dependente da VC após exposição das células retinianas a 24 horas da droga, o que  
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demonstra que mesmo uma formulação sem o preservativo AB é tóxica para células 

retinianas in vitro. Tais achados foram recentemente confirmados por Spitzer (2011), 

que notou citotoxicidade in vitro após 24 horas da exposição de TRI a culturas de 

células ganglionares de ratos e a células da linhagem ARPE-19, em doses variando de 

0,1 a 1,0 mg/mL. Neste mesmo trabalho, resultados similares foram encontrados após 

a exposição das mesmas linhagens celulares ao Kenalog®.140 

Solubilizamos os Triesence® em DMSO para determinar o papel dos cristais de 

AT (encontrados na solução disponível comercialmente) sobre as células retinianas. 

Para se obter o TRIs, a droga foi centrifugada, o sobrenadante contendo o veículo foi 

removido, e a mesma quantidade de DMSO foi adicionada a fim de se diluir a droga. 

Estudos prévios em literatura demonstram que a concentração final atingida pelo 

método da centrifugação é idêntico à concentração comercial original da droga.141 Por 

outro lado, a técnica de sedimentação reduz a concentração esperada em 25% e a 

técnica da filtração diminui a concentração original em 45 a 75%, a depender do 

diâmetro dos poros.141  

Em ambas as linhagens testadas, observamos um aumento de VC após a 

solubilização da droga, o que sugere que a ausência de cristais na preparação 

solubilizada se correlaciona com maiores porcentagens de VC, quando comparado a 

culturas de células expostas a concentrações idênticas da droga, com a diferença única 

de terem cristais em contato direto com as células.  
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De acordo com nossos achados, os efeitos mecânicos dos cristais em contato 

com as células retinianas das linhagens testadas estão provavelmente relacionados à 

citotoxicidade observada. As partículas de AT podem variar em tamanho de 2 a 80 µm, 

dependendo da técnica de purificação e da formulação testada.28 A fim de tentar 

diferenciar o efeito mecânico do efeito químico das partículas de AT, Szurman (2006)127 

expôs células ganglionares a partículas de AT ou pérolas de vidro com tamanho 

aproximado igual às partículas de AT, e demonstrou citotoxicidade rápida e significativa 

para AT, mas não para as partículas de vidro. Este dado sugere que o efeito mecânico 

de partículas epicelulares deva ser insignificante, mas não consegue descartar que o 

formato dos cristais de AT possam estar envolvidos na morte celular.110 Entretanto, 

evidências indicam que o AT não é tóxico a menos que haja direto contato dos cristais 

com a superfície celular.110,127 Os cristais de AT parecem exercer uma forte toxicidade 

química concentração dependente caso ocorra adesão à superfície apical celular.30 Se 

a concentração de AT se encontra abaixo do equilíbrio de solubilidade desta droga, que 

é de 36 µg/mL,142,143 nenhuma toxicidade é documentada, mas com o aparecimento de 

pequenas quantidades de cristais aderidos à membrana celular, é notada  uma 

toxicidade rápida e progressiva. Alguns autores sugerem que os cristais epirretinianos 

ajam através de um efeito tóxico químico localizado, ao invés de um efeito puramente 

mecânico. 30,110,127  

Os dados acima corroboram os achados do presente estudo, uma vez que 

diferentes métodos suportam a participação dos cristais de AT na toxicidade observada 

in vitro. Em nosso estudo, a exposição das células retinianas à droga em sua forma de  
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cristais (TRIc) gerou perda da VC dose dependente, e a solubilização da medicação 

(TRIs) reduziu este efeito para níveis estatisticamente não significativos, demonstrando 

o papel dos cristais de AT na fisiopatologia da redução da VC. 

 Apesar da VC não estar diminuída significativamente após a exposição ao TRIs, 

poderiam haver alterações celulares mais sutis indicativas de toxicidade. Por este 

motivo, foram pesquisadas as mudanças no ΔΨm, assim como na atividade da 

caspase 3/7 em culturas expostas ao TRIs. Em ambas as linhagens celulares, não 

houve mudança significativa no ΔΨm, mas houve aumento dos níveis de caspase 3/7 

nas concentrações de 1000 µg/mL, 500µg/mL e 200µg/mL, sugerindo apoptose celular 

após 24 horas de exposição à droga in vitro, mesmo esta sendo solubilizada. Trabalhos 

prévios já demonstraram que a exposição de células retinianas ao AT (Kenalog®) leva 

a um aumento da atividade da caspase 3/7.94,96,97 A apoptose apresentada mesmo com 

os cristais solubilizados pode ser explicada por ao menos duas teorias. Pode-se 

considerar que quando grandes concentrações da droga solubilizada são colocadas em 

contato com as células retinianas por período prolongado, o AT acaba por se precipitar 

e entra em contato com as células, e o contato direto dos cristais seria o responsável 

pelos efeitos tóxicos observados. Outra explicação plausível é que a solubilização em 

DMSO alteraria o equilíbrio de solubilidade (geralmente em 36 µg/mL), aumentando a 

concentração de droga solubilizada em contato com as membranas celulares, 

conforme proposto e publicado por nosso grupo em 2011.144 
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Nossos resultados indicam aumento dos níveis de caspase quando as células 

ARPE-19 foram tratadas com DMSO em doses equivalentes a 1000 ou 500µg/mL, mas 

não quando a linhagem R28 foi exposta às mesmas concentrações do solvente, o que 

encontra-se em concordância com estudos prévios em ratos, que demonstraram uma 

redução da função retiniana dose-dependente  para concentrações de DMSO acima de 

1,77X10-4mM, sendo específica para determinadas camadas da retina.145 

 Em nossos experimentos, constatamos que a exposição ao TRIs induziu um 

aumento significativo na expressão de caspase-3/7, indicativo de apoptose caspase-

dependente. As mitocondrias apresentam papel chave na regulação da apoptose pois 

estão envolvidas na produção de radicais livres de oxigênio na cascata oxidativa, e são 

muito susceptíveis a danos oxidativos através da peroxidação lipídica, oxidação de 

proteínas, e mutações no DNA mitocondrial. Em outras palavras, esta organela é 

fundamental na geração de radicais livres de oxigênio, mas também é o principal alvo 

do stress oxidativo. A liberação subsequente do citocromo c para o citolpasma e a 

abertura de poros transmembrana mitocondrial são passos críticos na cascata 

apoptótica. As vias de morte celular programada são classificadas de acordo com o 

envolvimento (caspase-dependente) ou exclusão (caspase- independente) da ativação 

das enzimas caspase. A ativação dos iniciadores caspase-8 ou -9 estimula a ativação 

do efetor caspase-3, que induz a clivagem da ADP-ribose polimerase, degradação 

proteolítica de vários alvos celulares, e ativação de endonucleases, culminando com a 

morte celular.98 Nossos resultados demonstram que a exposição de células retinianas  
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ao AT gera diminuição da VC apoptose dependente, confirmando dados prévios de 

literatura.93,94,96,134 

 Em nosso estudo, a exposição das células R28 ou ARPE-19 por 24 horas ao 

TRI não resultou em alteração significativa no ∆Ψm, mas ocasionou aumento 

significativo dos níveis de caspase-3/7 em concentrações a partir de 200 ug/mL. O 

∆Ψm mede a integridade da membrana mitocondrial através de um corante catiônico 

que se acumula dentro de organelas sadias, que tenham seu potencial elétrico de 

membrana preservado, resultando em uma fluorescência vermelha. O corante não 

penetra em mitocôndrias com potenciais transmembrana baixos, resultando em 

fluorescência verde.146 Deste modo, o ∆Ψm é considerado um marcador precoce de 

instabilidade mitocondrial, mesmo em células expostas a baixos níveis de oxidantes, 

incapazes de desencadear apoptose.147,148  

  No entanto, a elevação dos níveis de caspase-3/7 sem alteração significativa do 

∆Ψm já foi descrita previamente em trabalho in vivo envolvendo a exposição de células 

retinianas ao ácido micofenólico, um derivado do micofenolato de mofetila utilizado 

para imunossupressão sistêmica.149 Além disto, a exposição de células retinianas ao 

corante indocianina verde gera uma diminuição da porcentagem de VC sem haverem 

mudanças significativas no ∆Ψm.150,151 Teorias plausíveis para o aumento na atividade 

de caspases sem mudança no ΔCm, são propostas a seguir:  1)  linhagens celulares 

em multiplicação constante, como as utilizadas no presente estudo, apresentam uma 

porcentagem significativa de mitocôndrias ainda imaturas;  2)  nem  todas  as  
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mitocôndrias numa mesma célula apresentam o mesmo potencial de membrana.152 3) o 

∆Ψm pode não ser uniforme na mesma mitocôndria, como demonstrado em 

mitocôndrias de tamanho extenso encontradas em fibroblastos.152   

Com relação aos experimentos eletrofisiológicos e morfológicos realizados neste 

estudo, optou-se pela utilização de coelhos pigmentados como modelo experimental in-

vivo. Nossa escolha se baseou no fato de que a maior parte dos estudos de toxicidade 

retiniana de várias drogas foi realizada em coelhos.25,112,153-6 Além disto, as doses 

intravítreas utilizadas atualmente, assim como de antibióticos para o tratamento de 

endoftalmite, foram estabelecidas com base nos resultados de estudos experimentais 

em coelhos. Anatomicamente, os olhos de coelhos têm tamanho e volume 

relativamente próximos aos dos olhos humanos e, portanto, permitem a realização dos 

exames de oftalmoscopia e de ERG com relativa facilidade. A histologia da retina dos 

coelhos também é muito próxima à do olho humano. Com relação ao manejo dos 

animais, os coelhos são animais de fácil manipulação e podem ser anestesiados com 

segurança para a realização de exames e procedimentos de curta duração, como os 

realizados neste projeto. 

A preferência por coelhos pigmentados em nosso estudo se deve a achados 

prévios de que a melanina se liga a inúmeros fármacos e pode influenciar a meia vida 

de drogas in vivo.157 Hughes (1996) comparou a eliminação vítrea de ganciclovir e 

aciclovir em coelhos pigmentados e albinos. A pigmentação ocular apresentou efeitos 

dramáticos na farmacocinética vítrea, uma vez que a taxa de eliminação da droga foi  
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muito mais lenta em coelhos pigmentados.158 Diferenças na pigmentação ocular 

também alteram a penetração de drogas via transescleral para a retina de ratos. Os 

níveis de droga mensurados no complexo EPR-coróide declinam de maneira mais lenta 

quando comparado a olhos albinos, possivelmente pela ligação da melanina a certos 

compostos.159 

Quando considerados estudos eletrorretinográficos prévios envolvendo a 

aplicação do AT em modelos experimentais in vivo, os dados disponíveis na literatura 

são controversos.  Alguns autores encontraram redução da amplitude das ondas a e b, 

e associaram a toxicidade encontrada ao preservativo AB utilizado em algumas 

formulações. Zeghiu (2009) utilizou 40 olhos de coelhos chinchila, divididos em 4 

grupos, que receberam respectivamente BSS, AT com preservativo, AT sem 

preservativo ou somente o preservativo presente no AT utilizado. Os animais foram 

acompanhados por até 90 dias, e somente os que receberam o preservativo com ou 

sem AT apresentaram redução da amplitude fotópica e escotópica. A queda da 

amplitude foi transitória, e se normalizou após 90 dias de acompanhamento.104 Kai  

(2006) utilizou 40 olhos de coelhos albinos (New Zeland) para testar o efeito da 

aplicação de AT com e sem preservativo quando comparado a BSS , e encontrou 

declínio significativo da amplitude do ERG nos grupos recebendo o preservativo, após 

seguimento de até 2 meses.105 Similarmente, Macky (2007) demonstrou uma redução 

da amplitude das ondas do ERG utilizando coelhos pigmentados recebendo solução 

salina balanceada ou AB. Animais recebendo injeções intravítreas do sobrenadante da  
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solução de AT, contendo o AB, apresentaram redução significativa do ERG por até 6 

semanas.102 Vale ressaltar que o AB foi obtido de soluções comerciais de Kenalog® 

submetidas a sedimentação e que, como exposto anteriormente, este processo não é o 

ideal para se livrar de todos os cristais de AT no sobrenadante.141 

Outros trabalhos relacionados à exposição de AT às células retinianas 

consideram não haver evidência de toxicidade do ponto de vista eletrorretinográfico. 

Dierks (2005) avaliou três grupos com seis coelhos albinos em cada grupo, e não notou 

alterações eletrorretinográficas entre os animais que receberam AT com preservativo, o 

próprio preservativo ou AT ressuspendido em solução salina balanceada.100  Kim 

(2006), também utilizando um modelo experimental de coelhos albinos com 

acompanhamento por quatro meses, não notou alterações no ERG após injeções de 

AT sem preservativo nas doses de 4 ou 16 mg.106  Albini (2007) injetou 4 mg intravítreo 

de Kenalog® em um olho e solução salina balanceada no olho contralateral de dez 

coelhos pigmentados, realizando ERG após duas (dez animais) ou doze semanas (seis 

animais) e não notou diferenças na amplitude das ondas a e b entre os olhos tratados e 

controles.107 Li (2012) não encontrou redução da amplitude das ondas a e b após 

injeção de Kenalog® em olhos de porcos da Índia.103 

Finalmente, similarmente aos nossos achados, alguns autores apontam redução 

da amplitude do ERG após injeção intravítrea de AT, sinalizando toxicidade retiniana. 

Luke (2008), utilizando modelo experimental de retina bovina superperfundida exposta 

ao AT sem preservativo, observou redução significativa da onda b concentração  
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dependente a partir de 4 mg/mL, reversível até 20 mg/mL, mas irreversíveis para a 

dose de 40 mg/mL.30 Lang (2007) seguiu 43 olhos de coelhos albinos por quatro 

semanas, dividindo-os em três grupos:  os que receberam Kenalog®, seu veículo, ou 

AT sem preservativo. Enquanto a injeção de Kenalog® ou de seu preservativo reduziu 

a amplitude da onda b em até 50%, a injeção de AT sem preservativo reduziu a 

amplitude da onda b em cerca de 14%, demonstrando que o preservativo AB presente 

em muitas formulações está envolvido na toxicidade observada, mas não pode ser 

considerado o único responsável pelos achados.99 

Não encontramos em nosso estudo diferenças significativas no tempo de 

latência ou na amplitude da onda a. Entretanto, nossos achados demonstram uma 

redução dose-dependente da amplitude da onda b após 30 dias da aplicação intravítrea 

de TRI, observados tanto na estimulação fotópica, como também pelo flicker, que 

apresentou nos olhos testados redução significativa na sua amplitude nas freqüências 

de 24 e 30 Hz para o grupo injetado com 8 mg, e de 30 Hz para os animais injetados 

com 4 mg, e na estimulação escotópica, através da redução do Vmax para o grupo 

recebendo 8 mg da droga. 

Considera-se Vmax como a amplitude máxima obtida no platô de uma função 

intensidade- resposta, e portanto indica o ganho de um sistema.  O parâmetro k é a 

intensidade que produz metade da amplitude do Vmax, e fornece uma medida de 

sensibilidade. A variável n indica a inclinação da curva, e geralmente se aproxima de  
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1.160,161 Por convenção, considera-se Vmax a amplitude máxima da onda b, e o valor 

logarítmico de k, como indicativo da sensibilidade retiniana.161 

Em nossos experimentos, a análise dos estímulos escotópicos revelou uma 

diminuição estatisticamente significativa do Vmax no grupo recebendo a maior 

quantidade da droga (8 mg), enquanto que os parâmetros k e n não demonstraram 

alterações significativas. Dados em literatura atribuem a queda do Vmax a uma perda de 

fotorreceptores secundária a algum processo patológico.162-6 Entretanto, evidências 

mais recentes obtidas através de simulações em modelos matemáticos sugerem que o 

Vmax pode estar diminuído por mudanças relativamente discretas na resposta máxima 

ou sensibilidade de bastonetes. A magnitude da redução do Vmax dependeria do 

número de fotorreceptores afetados e o grau em que são afetados quando comparado 

à região mais saudável da retina.167 Uma queda de Vmax pode ocorrer bem antes que o 

fotorreceptor interrompa sua função.167 Como diversos trabalhos não demonstram 

alterações morfológicas após a aplicação intravítrea de esteróides97,100,103,104,106,107,111, 

acreditamos que os níveis elevados de TA possam alterar o funcionamento dos 

fotorreceptores sem contudo lesá-los permanentemente. Além da diminuição do valor 

de Vmax, tal hipótese explicaria a ativação transitória da GFAP observada em nosso 

estudo, que discutiremos adiante. 

Atualmente, não existe um protocolo padrão para a estimulação tipo  flicker em 

coelhos. Mesmo em se considerando que estes animais são utilizados em uma ampla 

gama de protocolos para se testar a ação retiniana de certas drogas168-170, a maioria  
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dos  testes em coelhos segue o protocolo de estimulo proposto para humanos pela 

ISCEV.109 No entanto, sabemos haverem diferenças importantes no processamento do 

sinal dos cones entre diferentes espécies. Como exemplo, o sinal do flicker em 

roedores exibe baixa resolução espacial,171-3 ao contrario de humanos e macacos.174-8  

Em contrapartida a roedores e de maneira similar a humanos, o ERG de coelhos 

exibe uma resposta robusta à frequência de 30 Hz,168-170 mas a resposta a frequências 

menores é bem mais reduzida quando comparado a roedores.172,173 Em nossos 

experimentos, observamos justamente nas frequências testadas mais altas, que são as 

mais indicadas para este modelo experimental (24 e 30 Hz), uma queda da amplitude 

da onda flicker no olho que recebeu a medicação.  

Evidências indicam que a estimulação tipo flicker representa primariamente a 

atividade elétrica das células bipolares associadas a cones179, mas existem diversas 

populações de células bipolares pertencentes a diferentes vias pós-sinápticas. Nossos 

resultados indicam uma redução da função da via de cones associada às 

concentrações intravítreas mais elevadas, provavelmente por dano a células da retina 

interna, visto não termos notado alteração na amplitude e latencia da onda a. O TRI 

deve portanto  interferir com uma população de células da retina interna associadas à 

transmissão de cones, com características de sinalização de altas frequências.  

Com relação à avaliação morfológica, como anteriormente comentado, a maioria 

dos artigos não demonstra haverem alterações após a aplicação de AT. 

97,100,103,104,106,107,111 Entretanto, alguns autores notaram alterações estruturais após a 

aplicação intravítrea de AT: Kai (2006) notou edema da mitocôndrias dos  
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fotorreceptores após dois meses da aplicação de AT intravítreo, e atribuiu os achados 

ao veículo utilizado126; Lang (2007) notou afilamento retiniano e perda da organização 

normal após a aplicação intravítrea de Kenalog® ou de seu veículo, mas não observou 

estes achados quando o Kenalog® foi injetado sem seu veículo99; Yu (2006) notou que 

a medicação se precipita na cavidade vítrea inferior, e analisando morfologicamente 

esta porção da retina, descreveu para olhos injetados com 4, 8 ou 20 mg de AT, as 

seguintes alterações dose dependentes: a perda do segmento externo de 

fotorreceptores, desorganização da retina externa e a migração de células similares a 

macrófagos para o espaço subretiniano.112 A injeção de AT no espaço subretiniano já 

foi testada e é tóxica, causando áreas de ausência ou de hiperpigmentação do ERP e 

lesão de fotorreceptores à microscopia óptica, e perda da interdigitação entre 

fotorreceptores e o EPR.180  

Os resultados do presente estudo não demonstraram alterações morfológicas à 

microscopia óptica, ou alterações à imunoistoquímica com o ensaio de TUNEL 

(objetivando avaliar a presença de células em apoptose) ou fluorojade-B (pesquisando  

a presença de células em necrose). O ensaio avaliando o aumento da expressão da 

GFAP foi negativo após 30 dias, confirmando os achados de Ruiz Moreno (2007),101 

mas foi positivo quando os animais foram avaliados após 7 dias (Figuras 3 a 7). 

Detectamos em nosso experimento um aumento transitório da expressão de 

GFAP, associado a qualquer dose testada da medicação, que não foi observado 

quando o mesmo volume de solução salina balanceada foi injetado na cavidade vítrea 

do olho contralateral, excluindo-se desta forma um aumento da PIO  
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como fator causal. O real significado da expressão transitória de GFAP após injeção 

intravítrea de TRI ainda não está elucidado e deve ser objeto de futuras pesquisas na 

área. 

Nota-se tanto em cultura de células, como na análise do ERG e na análise 

morfológica de diferentes trabalhos publicados na literatura, uma ampla variedade de 

resultados, que pode ser explicado não somente por diferentes metodologias, mas 

também por diferentes formulações de AT utilizadas, uma vez que a farmacocinética e 

a farmacodinâmica de cada composto de AT é bastante diferente entre si e parece 

depender da distribuição do tamanho dos cristais de AT de cada formulação.28 

Adicionalmente, observa-se uma dissociação entre os resultados in vitro, onde a 

maioria dos trabalhos demonstra clara toxicidade dos cristais de AT sobre as células 

retinianas, e os resultados in vivo, com alterações menos intensas e muitas vezes 

ausentes. Para tentar explicar esta dissociação, Szurmann (2007) utilizou cápsulas 

anteriores extraídas de pacientes submetidos a facoemulsificação, as utilizou como 

membrana basal sobre uma camada de células ganglionares em cultura, e observou 

que as áreas cobertas por membrana basal não apresentavam células mortas após 

exposição ao AT, e  a interface entre células viáveis e mortas seguiu exatamente as 

bordas da cápsula anterior. De maneira similar, em áreas onde as células ganglionares 

estavam cobertas com vítreo porcino, não foram observadas células mortas.110  

Além de um efeito protetor mecânico, propõe-se que a membrana limitante 

interna aja como um filtro, de modo que a concentração interna da droga que atinge o  

 



	
   92	
  

Discussão 

 

EPR seja muito menor que a concentração vitrea. Considera-se ainda que a circulação 

da retina e da coriocapilar, presentes em humanos e em modelos experimentais in vivo, 

ajude a diminuir os níveis da droga no compartimento intraocular, por remover de 

maneira continuada a medicação que se difunde pelos tecidos intrarretinianos.101  

As considerações acima apresentam relevância clínica em certas circunstâncias: 

olhos vitrectomizados, em especial os submetidos à remoção da membrana limitante 

interna, seriam em teoria mais susceptíveis a danos tóxicos pela injeção intravítrea de 

AT,  pela falta de barreiras protetivas (tanto o humor vítreo como a  membrana limitante 

interna), possibilitando o contato direto do cristal às células da retina interna. Somando-

se a este mecanismo, durante cirurgias  vitreorretinianas, onde os cristais de AT são 

utilizados para evidenciar membranas e traves vítreas, caso ocorra migração 

inadvertida de cristais para o espaço subretiniano, podem haver alterações na camada 

de células do EPR e na retina externa, conforme já relatado.180,181 

Em nosso estudo, observamos que a exposição das células retinianas ao TRI 

causou uma redução da VC por apoptose, que parece estar relacionada ao contato 

direto de cristais às células. A injeção intravítrea da medicação em um modelo 

experimental de coelhos pigmentados causou uma diminuição da amplitude da onda b 

em estímulos fotópicos ou escotópicos, e uma diminuição da amplitude do flicker, 

sugerindo disfunção da retina interna na via dos cones. O estudo morfológico e  
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imunoistoquímico demonstrou ativação temporária da proteína GFAP, sugerindo stress 

ao menos transitório às células retinianas. 

O presente estudo apresenta uma série de limitações: escolhemos como modelo 

experimental o coelho, cujo vítreo apresenta cerca de 1,4 mL, cerca de três vezes 

menos que um olho humano (4,5 mL). Desta forma, a concentração intravítrea é cerca 

de três vezes maior para determinada quantidade de droga injetada em coelhos 

quando comparado a humanos. Além disto, o humor vítreo de coelhos é mais denso 

que o de humanos idosos, sendo mais efetivos em manter a medicação como um 

depósito consolidado por mais tempo.106 Deve-se também considerar que respostas 

eletrorretinográficas e imunoistoquímicas podem diferir entre espécies, prejudicando a 

extrapolação dos dados para a prática clínica diária. A despeito destas limitações, 

consideramos que em situações particulares, tais como em olhos vitrectomizados com 

ou sem remoção da membrana limitante interna, ou quando inadvertidamente se 

realiza injeção subretiniana da medicação, o TRI possa ser tóxico para as células 

retinianas devido ao contato direto do cristal às células neuronais. 
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6. CONCLUSÃO 

 

- As células retinianas expostas ao Triesence® apresentam diminuição de 

viabilidade dose-dependente em ambas as linhagens celulares testadas (TRIc), 

que é minimizada com a solubilização da droga (TRIs); 

- A toxicidade em cultura de células parece estar relacionada ao contato 

direto dos cristais de AT e ocorre por apoptose celular; 

--Mesmo após solubilizada (TRIs), a droga causa apoptose via ativação 

de caspases em ambas as culturas celulares testadas;  

-A injeção da droga em modelo experimental in vivo causa alteração do 

ERG fotópico e escotópico; 

- Existe aumento da regulação transitório de GFAP pelas células de 

Müller após a aplicação intravítrea de Triesence®, indicando “stress” tecidual 

retiniano. 
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The Effects of Commercially Available Preservative-Free
FDA-Approved Triamcinolone (Triesence!)

on Retinal Cells in Culture

Leandro Cabral Zacharias,1,2 Maria Fernanda Estrago-Franco,1 Claudio Ramirez,1 Maria Cristina Kenney,1

Walter Y. Takahashi,2 Gail M. Seigel,3 and Baruch D. Kuppermann1

Abstract

Purpose: To evaluate the effects of Triesence! (TRI), a new preservative-free triamcinolone approved by the U.S.
Food and Drug Administration (FDA) for intraocular use, on human retina pigment epithelial (ARPE-19) and rat
neurosensory (R28) cells in culture.
Methods: ARPE-19 and R28 cell cultures were treated 24 h with 1,000, 500, 200, or 100 mg/mL of crystalline
(cTRI) or 1,000, 500, or 200 mg/mL of solubilized (sTRI). TRI was solubilized by centrifuging the drug, discarding
the supernatant containing the vehicle and then resuspending the drug pellet in an equivalent amount of
Dimethyl sulfoxide to achieve the same concentration as the commercial preparation. Percentage of cell viability
(CV) was evaluated by a trypan blue dye-exclusion assay. The mitochondrial membrane potential (DCm) was
analyzed with the JC-1 assay. The caspase-3/7 activity was measured by a fluorochrome assay.
Results: In the ARPE-19 cultures, the cTRI caused a decrease in CV at 1,000 mg/mL (13.03 – 6.51; P < 0.001),
500 mg/mL (28.87 – 9.3; P < 0.001), 200 mg/mL (54.93 – 5.61; P < 0.001), and 100 mg/mL (82.53 – 0.65; P < 0.005)
compared with the untreated controls (96.98 – 0.16). In R28 cultures, the cTRI treatment also reduced CV values
significantly (P < 0.001) for the 1,000 mg/mL (22.73 – 2.44), 500 mg/mL (34.63 – 1.91), 200 mg/mL (58.70 – 1.39), and
100 mg/m (75.33 – 2.47) compared with the untreated controls (86.08 – 3.54). Once the TRI was solubilized (sTRI),
the CV and DCm remained similar to the untreated controls for both ARPE-19 and R28 cells. The sTRI treatment
with 1,000, 500, and 200 mg/mL increased in caspase-3/7 activity in ARPE-19 cells (P < 0.01) and in R28 cells
(P < 0.05) compared with dimethyl sulfoxide equivalent controls.
Conclusion: The crystalline form of TRI (cTRI) can cause a significant decrease in CV to cultured retinal cells.
Once the TRI is solubilized (sTRI), at the same concentrations, the cells remain viable with no decrease in CV or
DCm. The sTRI can, however, increase caspase-3/7 activity, thus suggesting some degree of apoptosis.

Introduction

Triamcinolone acetonide (TA) is only slightly soluble
in water and has been shown to remain in the vitreous

cavity 5 times longer than hydrocortisone.1 One of the major
advantages of TA over the more potent steroid dexametha-
sone is the sustained release of minute amounts from its
crystalline form.2 As a result, TA suspension provides lon-
ger-lasting anti-inflammatory, antiproliferative, anti-
angiogenesis, and antipermeability effects compared with
other steroid preparations. Over the last 5 years, it has be-
come more widely used in treating a variety of vitreoretinal
disorders,3–9 such as diabetic macular edema, age-related

macular degeneration (in association with photodynamic
therapy), cystoid macular edema related to uveitis, post-
cataract surgery, birdshot retinochoroidopathy, or after
branch or central vein occlusion. In addition, TA in suspen-
sion is being used to visualize the prolapsed vitreous in
complicated cataract surgery10,11 and to facilitate the visu-
alization of the vitreous,12–14 posterior hyaloids,12 epiretinal
membrane,14 or internal limiting membrane15 during pars
plana vitrectomy.

However, as an off-label application, its intraocular safety
has long been a concern.16 Kenalog (Brystol-Meyers-Squibb,
Princeton, NJ), initially developed for intra-articular or in-
tramuscular applications, is the most commonly used TA for
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2Department of Ophthalmology, University of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil.
3Center for Hearing and Deafness, University at Buffalo, Buffalo, New York.
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Anexos 

 

Curvas representativas dos diversos estímulos escotópicos realizados em 

animal aleatório pré- tratamento- olho direito  
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Anexos 

 

Curvas representativas dos diversos estímulos escotópicos realizados em 

animal aleatório após 30 dias da injeção intravítrea - olho direito 
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Anexos 

 

Curvas representativas dos diversos estímulos fotópicos realizados em animal 

aleatório pré- tratamento- olho direito 
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Anexos 

 

Curvas representativas dos diversos estímulos fotópicos realizados em animal 

aleatório após 30 dias da injeção intravítrea - olho direito 
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Anexos 

 

Curvas representativas dos estímulos fotópicos no padrão flicker realizados em 

animal aleatório, pré tratamento 

  

Traçado azul: OD 

Traçado preto: OE 
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