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Almodin J. Resultado da ag&o da ciclofosfamida x mitomicina em coelhos submetidos a
trabeculcectomia [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2021.

Objetivo: Avaliar alteracOes estruturais e ultraestruturais no processo cicatricial em
conjuntiva de coelhos submetidos a trabeculectomia com mitomicina e ciclofosfamida.
Metodos: Vinte e quatro coelhos foram submetidos a trabeculectomia: 17 coelhos com
uso de ciclofosfamida 10 mg/ml subconjuntival em OD, mitomicina 0,4 mg/ml em OE;
7 coelhos foram submetidos a trabeculectomia em um olho sem o uso de medicamentos
per operatorio (grupo controle). Os coelhos foram avaliados durante o primeiro, 0
sétimo e o trigésimo dia de pds-operatorio. Foi avaliado no pds-operatorio: as
caracteristicas da bolha filtrante, coOrnea, profundidade da camara anterior e
complicagdes. Apos trinta dias, retiramos amostras da conjuntiva sobre a fistula para
andlise estrutural e ultraestrutural. Dois espécimes de conjuntiva marcados com o
namero do animal foram retirados e acondicionados. Um em frasco contendo formol
10% e enviado para a analise anatomopatologica com hematoxilina e eosina e tricomio
de Masson; outro foi acondicionado em frasco contendo glutaraldeido 2,5% em tampéo
cacodilato e encaminhado para analise de microscopia eletrbnica de transmissao. Por
meio da avaliacdo histolégica, procurou-se observar as alteraces na conjuntiva dos
coelhos submetidos & trabeculectomia tratados com mitomicina ou ciclofosfamida, além
do namero dos fibroblastos, e comparados com o grupo controle. As amostras de
conjuntiva analisadas por microscopia eletronica de transmisséo avaliaram o efeito das
substancias utilizadas — mitomicina e ciclofosfamida — nas células e fibras de colageno
da conjuntiva dos coelhos apds a trabeculectomia. Resultados: Apos 30 dias, 12 (75%)
animais tratados com ciclofosfamida apresentaram bolhas funcionantes, 8 coelhos
(50%) com MMC e 0% no grupo controle. Na analise estrutural e ultraestrutural da
conjuntiva, encontramos plasmocitos em 40% dos animais no grupo controle; 53,3%
nos tratados com mitomicina; 12,5% nos tratados com ciclofosfamida, sugerindo,
significativamente (p=0.01), maior reacdo inflamatéria no grupo tratado com
mitomicina do que no grupo em que se utilizou ciclofosfamida. N&o houve diferenca na
espessura do colageno, porém as fibras de colageno se apresentaram de forma
desorganizada no grupo controle e no tratado com mitomicina; ao passo que, na

ciclofosfamida, mantiveram-se organizadas. Houve diminuicdo do ndmero de



fibroblastos nos animais tratados tanto com a mitomicina como com a ciclofosfamida.
Conclusdo: Em nosso estudo em coelhos, a ciclofosfamida apresentou resultados
alteracdes estruturais e ultraestruturias mostrando maior quantidade de células
inflamat6rias no grupo tratado com a mitomicina. Entretanto, mais estudos s&o

necessarios com maior nimero de animais e maior tempo de seguimento.

Descritores: trabeculectomia/ glaucoma; mitomicina/ciclofosfamida,
fibroblastos/conjuntiva, cicatrizacdo/ fibrose; antimetabdlitos/ antifibraticos;

colageno/ inflamacéo.



Almodin J. Resultado da a¢&o da ciclofosfamida x mitomicina em coelhos submetidos a
trabeculcectomia [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2021.

Aims: To evaluate structural and ultrastructural changes in the healing process in the
conjunctiva of rabbits submitted to trabeculectomy with mitomycin and
cyclophosphamide. Methods: Twenty-four rabbits underwent trabeculectomy: 17
rabbits using cyclophosphamide 10 mg/ml subconjunctival in the RE, mitomycin 0.4
mg/ml in the LE; 7 rabbits underwent trabeculectomy in one eye without the use of
medication per operative (control group). Rabbits were evaluated on the first, seventh
and thirtieth postoperative day. Postoperatively, the external anatomy was evaluated: the
characteristics of the filtering bubble, cornea, anterior chamber depth and
complications. After thirty days, we took samples of the conjunctiva over the fistula for
structural and ultrastructural analysis. Two specimens of conjunctiva marked with the
animal's number were removed and stored. One in a flask containing 10% formalin and
sent for pathological analysis with hematoxylin and eosin and Masson's trichrome;
another was placed in a flask containing 2.5% glutaraldehyde in cacodylate buffer and
sent for analysis by transmission electron microscopy. Through histological evaluation,
we sought to observe changes in the conjunctiva of rabbits submitted to trabeculectomy
treated with mitomycin or cyclophosphamide, in addition to the number of fibroblasts,
and compared with the control group. The conjunctival samples analyzed by
transmission electron microscopy evaluated the effect of the substances used —
mitomycin and cyclophosphamide — on the cells and collagen fibers of the rabbits
conjunctiva after trabeculectomy. Results: After 30 days, 12 (75%) animals treated with
cyclophosphamide had functioning bubbles, 8 rabbits (50%) with MMC and 0% in the

control group. In the structural and ultrastructural analysis of the conjunctiva, we found



plasma cells in 40% of the animals in the control group; 53.3% in those treated with
mitomycin; 12.5% in those treated with cyclophosphamide, suggesting significantly
(p=0.01) greater inflammatory reaction in the group treated with mitomycin than in the
group in which cyclophosphamide was used. There was no difference in collagen
thickness, but collagen fibers were disorganized in the control and mitomycin treated
groups; whereas, in cyclophosphamide, they remained organized. There was a decrease
in the number of fibroblasts in animals treated with both mitomycin and
cyclophosphamide. Conclusion: In our study in rabbits, cyclophosphamide showed
similar results to mitomycin in terms of inhibition of fibroblast proliferation, with
structural and ultrastructural alterations showing a greater number of inflammatory cells
in the group treated with mitomycin. However, more studies are needed with a larger

number of animals and longer follow-up.

Descriptors: trabeculectomy/glaucoma; mitomycin/cyclophosphamide,
fibroblasts/conjunctiva, scarring/fibrosis; antimetabolites/antifibrotics;

collagen/inflammation.
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1. INTRODUCAO

Glaucoma é um grupo de neuropatias épticas caracterizado por degeneracéo
progressiva das células ganglionares retinianas, que causa alteragdes caracteristicas no
nervo dptico, acompanhado de perda de visual e podendo levar a cegueira (1,2).

A reducéo da pressdo intraocular (P1O) é atualmente a Unica medida terapéutica
para o controle do glaucoma (3). Os tratamentos disponiveis, atualmente, incluem: uso
de colirios hipotensores oculares, terapia com laser de diferentes modalidades e
cirurgias (4).

Com a introducdo da trabeculectomia por Cairns, em 1968, a cirurgia do
glaucoma tornou-se mais segura (5,6). O objetivo da cirurgia € reduzir e manter a PIO
em um nivel que ira prevenir maior dano ao nervo optico e ao campo visual. A causa
mais comum de faléncia da cirurgia filtrante ¢ a cicatrizacdo do local da filtragdo devido
a fibrose excessiva (7). Essa fibrose é causada pela proliferagdo de tecido fibrovascular
da capsula de Tenon, da conjuntiva e da episclera, que é composta principalmente por
fibroblastos e pelo depdsito de colageno no local da fistula (8-10). Como consequéncia
do processo de cicatrizagdo, temos o acimulo de humor aquoso pela obstrucéo e,
consequentemente, a faléncia da cirurgia em aproximadamente 40% dos casos (8).

Ao contrario do que esperamos na maioria dos procedimentos cirdrgicos, na
trabeculectomia 0 nosso objetivo é ter uma cicatrizacdo parcial, para manter de uma
forma continua a drenagem do humor aquoso através da fistula (10). A utilizacdo de
drogas que inibem a proliferacdo dos fibroblastos e a biossintese de colageno e material
extracelular em olhos trabeculectomizados veio melhorar, em muito, os resultados
cirargicos desses procedimentos (5). A aplicacdo de anitmetabdlitos, como a
mitomicina (MMC) e o 5 Fluouracil (5-FU), tem melhorado consideravelmente os
resultados da trabeculectomia. Entretanto seus efeitos podem causar uma série de
complicagbes como: hipotonia, toxicidade corneana, bolhas avasculares, endoftalmite e
vazamento externo do humor aquoso (Seidel+). (8,11-13). Descrito pela primeira vez
h& mais de uma década, o uso de MMC tem se tornado mais popular como adjuvante na
cirurgia filtrante. Em parte, isso pode ser atribuido a facil aplicacdo quando comparado

com o tratamento com o 5-FU (7,14).
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A MMC é um antibio6tico produzido pelo Streptomyces caespitosus com agdo
tanto antineopléasica como antiproliferativa. Como agdo antineoplésica, ela funciona
como um agente alquilante que causa uma ligacdo cruzada do DNA e inibe 0 RNA e a
sintese de proteinas. Topicamente, atua como um agente antiproliferativo, inibindo a
atividade de fibroblastos (15,16). O efeito da MMC na cicatrizacdo tem sido
investigado, porém o exato mecanismo da sua agdo antiproliferativa em fibroblastos
permanece ainda um pouco obscuro (16).

Nos ultimos anos, tem-se buscado o uso de agentes antifibroticos alternativos
com acdes mais especificas e menos tdxicas. Nos ultimos 10 anos, varios agentes foram
avaliados, como inibidores da metaloproteinase, fatores de crescimento endotelial
antivascular e implantes biodegradaveis (Ologen) (9,13).

Tendo em vista os efeitos colaterais da MMC e do 5 FU, buscamos uma droga
que, potencialmente, poderia melhorar o sucesso da cirurgia de glaucoma e diminuir
suas complicagcbes. Este medicamento teria que ter acdo antiproliferativa dos
fibroblastos, diminuir o deposito de colageno e ter uma acdo menos toxica e
inflamatoria.

A ciclofosfamida (CF) é um agente antineoplésico, alquilante, j& utilizado para
tratamento de varias doengas sistémicas, inclusive com acgdo inibitoria para a
proliferacdo de fibroblastos, e agindo também na diminuicdo da producdo de colageno,
como, por exemplo, na esclerose maltipla (17). Em Oftalmologia, ela foi descrita pela
primeira vez em 1952 para o tratamento de uveites de formas desconhecidas (18). E um
potente imunossupressor prescrito para controle de doencas inflamatérias graves e atua
como um agente alquilante através de ligacfes cruzadas do DNA. Tem efeito citotdxico
para células vivas que estdo em rapida divisao e diferenciacdo (19).

Em um estudo in vitro previamente publicado pelo nosso grupo, foi observada
uma acdo inibitéria da proliferacdo dos fibroblastos ap6s o tratamento com CF,
sugerindo que essa droga possa ser uma alternativa a MMC. Além disso, a CF é uma
droga antimitética que ndo induz necrose celular, podendo ser mais segura que a MMC
e com menos efeitos colaterais (20). Nosso grupo ainda demonstrou, em um trabalho
publicado em 2021, os efeitos da CF subconjuntival em olhos de coelhos. Em apenas
15% dos coelhos, foram observados efeitos colaterais, tais como: hiperemia e irite um

dia ap6s o procedimento, desaparecendo nos dias seguintes (21).
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Com base nas complicagdes do uso da MMC, quando usada na trabeculectomia,
e nos resultados preliminares obtidos por nés em estudos prévios, decidimos verificar os
efeitos da CF aplicada na conjuntiva de coelhos durante a trabeculectomia, quanto aos
resultados e efeitos colaterais, e compara-los com os mesmos efeitos em coelhos em que
se usou a MMC e ambas as substancias com o grupo controle. A dosagem de CF
escolhida foi de 10 mg/ml. Tal dosagem foi definida previamente baseada na inibicéo da
proliferacdo de fibroblastos in vitro (20). Dessa forma, avaliamos, clinica e
estruturalmente, os efeitos da CF comparados com a MMC em cirurgias de

trabeculectomia em olhos de coelhos e com grupo controle.
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2. OBJETIVOS

Comparar, através da avaliacdo histoldgica, alteragcdes na conjuntiva dos coelhos

submetidos a trabeculectomia tratados com MMC ou CF;

Avaliar o numero de fibroblastos apds a trabeculectomia nos dois grupos

tratados e comparar com o grupo controle (trabeculectomia sem medicacdo);

Comparar as amostras de conjuntiva analisadas por microscopia eletrénica de
transmissdo para avaliar o efeito das substancias utilizadas, MMC e CF, nas
células e fibras de colageno da conjuntiva dos coelhos ap0s a trabeculectomia e

no grupo controle;

Comparar, entre os trés grupos (MMC, CF e controle), as caracteristicas da
bolha filtrante, profundidade da cAmara anterior e complicagoes.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Os glaucomas sdo um grupo de neuropatias opticas progressivas caracterizadas
pela degeneracdo das células ganglionares da retina e alteragdes resultantes na cabeca
do nervo dptico (1). A perda progressiva de células ganglionares da retina causa o
aumento do comprometimento do campo visual, podendo levar a cegueira (4,12,22). A
doenca é considerada a principal causa de perda irreversivel da visdo, afetando mais de
70 milhdes de pessoas em todo o mundo (1). Cerca de 50% dos pacientes portadores de
glaucoma encontra-se em paises desenvolvidos. (23). Na Europa, a prevaléncia é de
2,93% entre pessoas com idade entre 40 e 80 anos, e 0s estudos mostram que a
prevaléncia aumenta com a idade, chegando a 10% nas pessoas com mais de 90 anos
(4). A forma mais frequente de glaucoma, no mundo ocidental, € o glaucoma primario
de angulo aberto (GPAA). Embora algumas mutacBes genéticas tenham sido
identificadas para alguns glaucomas, aquelas associadas ao GPAA sdo limitadas e, para
a maioria dos pacientes com GPAA, a etiologia ainda nao € clara. (22).

A perda de células ganglionares esta relacionada ao nivel de PIO, mas outros
fatores também podem desempenhar papel importante (1). Duas teorias principais para a
patogénese da neuropatia Optica glaucomatosa foram descritas: a teoria mecanica e a
teoria vascular. Ambas as teorias foram defendidas por varios grupos de pesquisas nos
ultimos 150 anos. De acordo com a teoria mecénica, o aumento da PIO causa
alongamento dos feixes laminares e danos aos axonios das células ganglionares da
retina; conforme a teoria vascular, por sua vez, o glaucoma ocorre como consequéncia
do suprimento de sangue insuficiente devido ao aumento da P10, ou a outros fatores de
risco que reduzem o fluxo sanguineo ocular.

O aumento da PI1O é um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento do
glaucoma e a Unica medida terapéutica para o controle da doenca (4,24). O aumento da
pressdo ocular em nervos susceptiveis a esse nivel de pressdo causa perda de células
ganglionares retinianas e deterioragcdo progressiva dos campos visuais, que, geralmente,
comecam da periferia média e podem progredir de maneira centripeta até que
permaneca apenas uma ilha de visdo central ou periférica (1).

Para diminuir a PIO temos disponiveis o tratamento clinico através de drogas

hipotensoras oculares, medica¢Ges via oral e endovenosa, procedimentos a laser e
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cirurgias filtrantes e ndo filtrantes (4). Entre os procedimentos cirdrgicos para reducao
da P10, até hoje, a trabeculectomia é considerada o padrdo-ouro. (6)

As primeiras tentativas de diminuir a PIO no glaucoma através da cirurgia datam
da primeira metade do século XIX (25). Contudo foi somente no final dos anos 1960,
que um novo procedimento cirdrgico filtrante, a trabeculectomia, foi estabelecido como
0 padréo-ouro para o tratamento do glaucoma (6). Desde entdo, a trabeculectomia tem
passado por varias mudancas a medida que novos materiais, instrumentos e medicacfes
tém sido introduzidos (26-28). Devido a sua eficacia, baixo risco, e por ser
tecnicamente reprodutivel, a trabeculectomia é, ainda hoje, o procedimento cirdrgico
mais amplamente utilizado.

O objetivo desta cirurgia filtrante é reduzir e manter a PIO em um nivel que ird
diminuir ou evitar maior dano ao nervo optico, a camada de fibras nervosas retinianas e
ao campo visual. Nessa cirurgia, uma fistula entre a cadmara anterior e 0 espago
subconjuntival/sub tenoniano € criada para permitir a drenagem do humor aquoso
(26,27). A indicacdo da trabeculectomia é dependente de varios fatores, tais como: o
estagio da doenca e sua progressao, a aderéncia do paciente ao tratamento, os niveis da
P10, o tipo de glaucoma, a presenca de conjuntiva viavel, etc. (29).

Para que a filtracdo e o fluxo de humor aquoso sejam mantidos, é imprescindivel
que a paténcia da fistula criada pela trabeculectomia seja mantida a longo prazo (30). A
causa principal para o fracasso desse procedimento esta correlacionada com uma falha
da filtracdo, a qual pode ocorrer semanas, meses ou até mesmo anos apos a cirurgia. Isto
é determinado pela formacdo de fibrose de tecido episcleral e endotelial, causada por
uma proliferacdo do tecido cicatricial composto por fibroblastos, neovasos, colageno e
outros componentes extracelulares, proprios dos processos cicatriciais fisioldgicos, o0s
quais levam ao bloqueio da passagem do humor aquoso a partir da cAmara anterior para
espaco subconjuntival (31). Pacientes portadores de glaucoma inflamatério,
neovascular, afacicos ou pseudofacicos podem apresentar maior risco de faléncia
cirurgica, além de negros e pacientes submetidos a cirurgia prévia (30-32), quando a
faléncia cirtrgica ocorre por fibrose excessiva e o0 prognéstico para novas cirurgias é
pior que na primeira cirurgia, devido a resposta cicatricial mais intensa (33,34).

O processo de cicatrizagdo que provoca a proliferagdo do tecido fibrovascular é
resultado de migracdo e proliferacdo celular associados a formacdo de neovasos com

depdsitos de material extracelular (35). Numerosos autores, analisando os diversos
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fatores que interferem no processo de cicatrizagdo das cirurgias filtrantes, propdem o
uso de agentes antifibréticos com a finalidade de reduzir essa fibrose e melhorar as
taxas de sucesso da cirurgia (36). Os inibidores fibroblasticos e antimetabdlitos usados
atualmente sdo o 5-FU e a MMC (5,37), dependendo da preferéncia dos cirurgides. A
MMC tem sido a mais utilizada pela facilidade na aplicacdo e também por mostrar
melhores resultados em baixar a PIO em relacdo ao 5-FU (38)

O 5-FU (figura 1) € um analogo de pirimidina que tem o seu principal efeito
através da inibicdo da timidilato sintetase e da incorporacdo dos seus metabolitos no
RNA e DNA, sendo este efeito especifico em células que estdo na fase S (sintese)
(39,40). E um farmaco capaz de inibir a proliferagio de fibroblastos in vitro e in vivo,
reduzindo a sintese de colageno e a formacéo da cicatriz. Pode ser injetada no espaco
subconjuntival no periodo pds-operatério, ou aplicada sob o retalho conjuntival durante
o procedimento cirdrgico (14). A presenca de concentracGes de 5-FU, apds aplicacao
topica, varia de 12 a 96 horas, sendo encontrada em 12 horas no humor aquoso e por até

96 horas na conjuntiva e na esclera (39).

Figura 1: Estrutura molecular da 5-fluorouracil. Fonte: PubChem
URL.: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

A MMC (figura 2) € um agente antineoplésico, antiproliferativo e atimetabolito
alquilante que atua ligando-se ao DNA do tecido conjuntivo, levando a ligacdes
andmalas e a quebras em sua estrutura, o que inibe a mitose e a sintese protéica e resulta
em morte celular (41). Como agente topico, ela tem a fungéo antiproliferativa, coibindo

a atividade de fibroblastos, no entanto o exato mecanismo ainda é desconhecido (15).
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Estudos mostram que, apds aplicagdo topica corneana da MMC, a concentragdo maxima
ocorre em 30 minutos e, no humor aquoso, 0 pico ocorre em uma hora, podendo durar
até 3 horas (42). A MMC ¢ aplicada em dose Unica peroperatdria e tem sido utilizada
como alternativa ao 5-FU, de modo a evitar as multiplas injecdes subconjuntivais, como
com o 5-FU e as complicacOes epiteliais corneanas que podem decorrer das mesmas
(14). Trabalhos in-vitro demonstraram a capacidade de inibicdo de fibroblastos da
MMC e a possibilidade de seu uso em Oftalmologia para o controle da recidiva nas
cirurgias de pterigio e da faléncia da trabeculectomia (43). Assim, agentes
antifibroblasticos tém sido utilizados para aumentar as taxas de sucesso cirurgico,

principalmente em casos com maiores chances de faléncia cirargica (7).

Figura 2: Estrutura molecular da mitomicina-C. Fonte: PubChem
URL.: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

A utilizacdo de substdncias antimetabdlicas associadas a trabeculectomia
melhora o controle da PIO nos casos de glaucoma crdnico, simples e secundario,
refratario aos tratamentos convencionais (44). Porém seu uso pode associar-se a
complicacdes, tais como a formacdo de vesiculas filtrantes gigantes, finas e
hiperfiltrantes, que induzem & hipotonia, a irritacdo ocular e ao vazamento de humor
aquoso com Seidel+. O vazamento de aquoso (Seidel+) no pos-operatorio precoce pode
levar a hipotonia, cdmara anterior rasa e dificuldade na formagéo da bolha filtrante (45).
Complicagdes graves, como endoftalmite infecciosa e maculopatia hipoténica podem

ocorrer tanto precocemente quanto tardiamente nesses casos, 0 que implica a
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necessidade de aumentar a seguranca desses procedimentos (46). Por isso, novas
substancias tém sido avaliadas, com a finalidade de aumentar o sucesso da
trabeculectomia e, ao mesmo tempo, trazer menor nimero e severidade de

complicacdes.

3.3 Ciclofosfamida

A CF é um farmaco indicado principalmente para uso no tratamento de linfomas
malignos em estagios 11l e 1V, incluindo linfoma de Hodgkin e ndo-Hodgkin, linfoma
de Burkitt e mieloma multiplo. Outras indicacdes aprovadas pela Food Drug
Admnistration de CF incluem o uso no tratamento de cancer de mama, neuroblastomas
disseminados, retinoblastoma, sindrome nefrética de alteragdo minima em pacientes
pediatricos e adenocarcinomas ovarianos. Como um agente imunossupressor eficaz,
varios estudos de CF descobriram que a droga é Util no tratamento de doencas
autoimunes, como a esclerose mdaltipla. A droga também foi prescrita antes do
transplante como imunossupressor, para prevenir a rejeicdo do transplante e
complicacdes (47,48).

A substancia € uma mostarda nitrogenada (figura 3), pertencente ao grupo de
drogas citotoxicas ou citostaticas, também conhecidas como antineopléasicos. Ela integra
um subgrupo de substancias denominado agentes alquilantes, que é eficaz contra
tumores de crescimento lento, que danificam as células em qualquer fase do
crescimento celular. Os agentes alquilantes tém a propriedade de se tornarem eletrolitos
fortes, por meio da formacdo de ions de carbono intermediarios ou da transicdo de
complexos com moléculas-alvo, que podem incluir guaninas e outros componentes de
DNA (49). A maioria dos efeitos antineoplasicos da CF sdo devidos & mostarda
fosforamida, formada a partir do metabolismo da droga por enzimas hepaticas como o
citocromo P-450. As enzimas hepaticas primeiro convertem a CF em
hidroxiciclofosfamida e, em seguida, sd&o metabolizadas em aldofosfamida. A
aldofosfamida é clivada no agente alquilante ativo, mostarda de fosforamida e acroleina.
O metabdlito da fosforamida forma ligacGes cruzadas dentro e entre as fitas de DNA
adjacentes na posicdo N-7 da guanina. Essas modificacbes sdo permanentes e,

eventualmente, levam a morte celular programada (50,51).
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Figura 3: Estrutura molecular da ciclofosfamida. Fonte: PubChem
URL.: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

Em relacdo ao uso de CF em pacientes com glaucoma, observou-se que
pacientes com esclerose maltipla que faziam o uso de 50 mg/dia via oral de CF, por
pelo menos dois meses, tiveram resultados excelentes apds a trabeculectomia. A P1O
média dos pacientes era 20.2 £ 1.6 mmHg no pré-operatorio, tendo decréscimo para
13+2.6 mmHg em alguns meses apds a cirurgia. Nenhum dos pacientes teve
complicagdes pos-operatdria. Os autores sugerem que o curso clinico satisfatorio,
observado ap06s a cirurgia, pode estar relacionado a um possivel papel modulador da CF
na cascata de fibrose (52). De fato, foi demonstrado que a CF tem um papel no controle
de fibrose em pacientes com esclerose sistémica, com efeito na redugdo da deposicao de
fibrilina na matriz extracelular, limitando a remodelacdo da matriz (53).

3.4 Cascata da cicatrizacdo em trabeculectomia

O processo de cicatrizagdo € um evento fisioldgico, complexo e dindmico que
compreende uma cascata de diferentes processos intimamente ligados e ainda néo
totalmente esclarecidos. Para o sucesso na trabeculectomia, a cicatrizacdo completa néo
pode ocorrer (10). Assim, para manter o controle da pressdo intraocular no pos-
operatorio, € preciso ter um balanco entre a inflamacéo e a fibrose. Ou seja, fibrose e
inflamacéo suficientes para prevenir hipotonia e, a0 mesmo tempo, manter a drenagem

do humor aquoso a longo prazo (12).
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A proliferacdo de tecido fibrovascular da capsula de Tenon, da conjuntiva e da
episclera é a principal causa de faléncia em cirurgia filtrante de glaucoma (8). A grande
limitacdo ocorre pelo desenvolvimento de fibrose, secundaria a proliferacdo de
fibroblastos (10). Esse processo inicia-se dentro de dois dias ap0s a cirurgia, sendo que,
em trés a sete dias, os fibroblastos estdo presentes e, consequentemente, tem-se um
aumento na producdo de colageno ao longo do tempo (54). Como consequéncia do
processo cicatricial, a drenagem do humor aquoso pode ficar prejudicada ou
completamente obstruida, levando a faléncia em aproximadamente 30 a 40% dos casos
das cirurgias filtrantes (8).

Agentes antiinflamatorios ja fazem parte do arsenal terapéutico como estratégia
para modular a inflamacdo e melhorar a cicatrizagdo. Hormoénios esteroides possuem
uma acdo antiinflamatéria e antifibrotica, que agem mediando e suprimindo a acdo e
concentracdo de leucocitos, bem como seus efeitos na permeabilidade vascular. O uso
topico de corticoides no poOs-operatério aumenta 0 sucesso cirargico ao inibir a
cicatrizacao atraves da diminuicdo da inflamacéo e proliferacdo de fibroblastos (10).

Os fibroblastos ativos, conhecidos como miofibroblastos, sdo células que tém
um papel fundamental na cicatrizacdo normal e que tendem a desaparecer nas fases
mais tardias da trabeculectomia. No entanto eles permanecem em alguns casos e causam
cicatrizagdo excessiva, incluindo a formagéo das bolhas encistadas em trabeculectomias
(16).

A cicatrizacdo pode ser dividida em quatro fases: coagulante ou hemostatica,
inflamatoria, proliferativa e remoduladora. Os antimetabdlitos atuais, como a MMC e o
5-FU, atuam na fase proliferativa da cicatrizacdo através da inibicdo da cicatrizacao,
alterando a atividade dos fibroblastos e inibindo a sua proliferacdo. Outro elemento
importante nessa fase é a angiogénese, processo de crescimento de novos vasos
sanguineos (10). As drogas antiinflamatérias e os corticoesterdides atuam na fase
inflamatoria, reduzindo a producdo de mediadores inflamatorios, como leucotrienos,
prostaglandinas e tromboxanos. (12).

A maior causa de faléncia da trabeculcetomia é o desenvolvimento da fibrose,
secundaria a proliferacdo dos fibroblastos, e da deposicdo de colageno na fistula (10).
Devido a relacdo entre miofibroblastos e inflamacédo, a fibrose excessiva pode levar a
bolhas encistadas. Os miofibroblastos sdo produzidos na fase inflamatéria aguda com

potencial de fechar a fistula através da contracdo de coldgeno. Quanto maior a fistula,
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maior serd a producdo de miofibroblastos e maior sera a chance de faléncia da cirurgia
(112).

3.5 Coelhos como modelo animal para doencgas oculares

Varias espécies, incluindo macacos, cavalos, porcos, cdes, gatos, coelhos e
roedores foram usados como modelos para melhor entendimento das patologias
oculares (55-57). Embora cada um desses modelos possa imitar certos aspectos de
doengas oculares, nenhum deles é ideal, tendo em vista a complexidade do olho
humano. Evidentemente, primatas ndo humanos sdo 0s Unicos animais capazes de
desenvolver apresentacdo clinica ocular muito semelhante a observada em humanos.
Contudo experimentos em macacos requerem instalacdes laboratoriais especiais,
tornando-os inacessiveis a maioria dos pesquisadores (58).

Modelos amplamente utilizados em pesquisa, como camundongos e ratos, tém a
desvantagem de ter pequeno globo ocular, tornando dificil acessa-lo para manipulagdes
clinicas e cirurgicas e, portanto, limitando o uso destes animais. Além disso, os roedores
sdo pouco adequados para testar novas abordagens terapéuticas, como a liberagédo
controlada de produtos farmacéuticos usando lentes intraoculares farmacoldgicas ou 0s
implantes intraoculares. Ainda, tais espécies ndo sdo adequadas para estudos pré-
clinicos de eficécia e seguranca devido a diferencas significativas na farmacocinética e
dosagens em comparagdo com humanos (59).

As limitacOes descritas acima podem ser parcialmente superadas usando coelhos
(Oryctolagus cuniculus) como modelo experimental (57,59). Geralmente coelhos sdo de
facil manipulacdo, reproducéo rapida e representam uma das espécies mais econdmicas
entre 0s modelos animais. Apesar de seus tamanhos relativamente grandes, os coelhos
sdo classificados como pequenos animais experimentais, exigindo, portanto, apenas a
ética animal local e aprovacdo do comité (60). Além disso, os coelhos tém olhos
relativamente grandes, compartilham muitas caracteristicas anatdmicas com 0s
humanos, incluindo o tamanho do globo ocular, sua estrutura interna, seu sistema
optico, caracteristicas biomecénicas e bioguimicas, bem como volume da cavidade e da
conjuntiva. Ao contrario dos roedores comumente utilizados em laboratorios de
pesquisa, os coelhos sdo maiores e tém vida util prolongada, permitindo, assim, estudos

de aspectos das doencas oculares. Sua superficie ocular é facilmente acessivel, sendo
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um importante recurso para alguns modelos. Além disso, os vasos sanguineos da retina
de coelho sdo mais superficiais e, portanto, mais acessiveis para inje¢bes (57,61).

As caracteristicas do olho dos coelhos descritas acima e resumidas na figura 4
tornam-nos modelos adequados para varias manipulac@es cirargicas, como remocao de
catarata, insercdo de lente intraocular, transplante de cornea, cirurgia de glaucoma,
injecOes intravitrea e sub-retiniana, entre outros (56,58). O compartilhamento de muitas
caracteristicas comuns com humanos — incluindo fisiologia semelhante e fundo genético
heterogéneo, além da proximidade evolutiva (em comparacdo com roedores) — torna
esses animais adequados para testar a seguranca e a eficicia de novas abordagens para
tratamento de doengas oculares (59,62).
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Figura 4: Diagrama esquematico destacando a semelhanca anatémica e
dimensional do olho humano e do coelho. Estruturas perioculares, que estéo presentes
em coelhos, mas ndo em humanos, sao indicados no lado superior esquerdo do

diagrama. Modificado de (58).
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4. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido no Provisdo Hospital de Olhos de Maringa, em conjunto
com a Universidade Estadual de Maringd (UEM), a Faculdade Ingd (UNINGA) —
situadas na cidade de Maringa, Brasil — e a Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo (USP).

Todos os procedimentos foram devida e previamente aprovados pelo Comité de
Etica para Pesquisa com Animais da UNINGA (Anexo 1) e pela Comissio de Etica no
Uso de Animais da Faculdade de Medicina da USP (CEUA) (Anexo 2), os quais foram
conduzidos de acordo com critérios preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). A Nomina Anatbmica Veterinaria (1975) para

nomenclaturas animais também foi seguida.

4.1 Amostra

A amostra foi composta por 24 coelhos albinos da raca Nova Zelandia
(Oryctolagus cuniculus), procedentes do Biotério da UEM, Maringd, Brasil, pesando
em média 4 kg, divididos em duas cirurgias. O nimero de animais para o estudo
baseou-se em estudos prévios também realizados com coelhos (63,64). Antes de sua
selecdo, os animais foram cuidadosamente avaliados por um veterinario. Animais que
apresentassem quaisquer sinais de injdria externa ou alterac@es patoldgicas em qualquer
dos olhos foram excluidos do estudo. Os animais selecionados foram numerados com

uma marcacdo no interior de sua orelha direita, feita com caneta de tinta permanente.

4.2 Ambiente de Experimentacao

Todos os animais ficaram individualmente alojados em gaiola de polipropileno
de dimensbes padronizadas (50 x 30 x 50 c¢cm), no biotério da UEM, com ambiente
climatizado e temperatura constante (~25°C), e ciclos de luz e escurid@o de 12 horas. Os
animais receberam agua e racdo propria para a espécie (Nuvilab CR1, Nuvital,
Colombo, PR) ad libitum durante todo o periodo em que permaneceram no biotério. No
dia anterior ao inicio dos procedimentos, os animais foram reavaliados por uma

veterinaria, de modo a garantir a sua adequada condigdo de satde. Entre 12 a 16 horas
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antes do inicio da inducgdo anestésica, os animais permaneceram em jejum completo,

inclusive hidrico.

4.3 Anestesia

Os coelhos, em jejum, foram levados para o centro cirurgico, onde foram
submetidos a um procedimento pré-anestésico com 0,2 ml/kg de acepromazina 0,2%
(Univet, Cambuci, SP/Brasil) intramuscular (IM), com a intenc¢do de acalmar e diminuir
0 estresse dos animais. Logo em seguida, foi administrado 0,1 ml/kg de atropina 1% IM
(Laboratorio Calbos, Curitiba, PR/Brasil) e Cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-
4H-1,3-tiazina (Bayer, Sao Paulo, SP/Brasil) 9,0 mg/kg IM, como sedativo e relaxante
muscular associado ao cloridrato de quetamina 10% (Unido Quimica Farmacéutica
Nacional, Embu-Guagu, SP/Brasil) na dosagem de 35,0 mg/kg IM como anestésico.
Todo o procedimento anestésico foi acompanhado por uma veterinaria especialista em
anestesia animal.

A acdo anestésica foi avaliada pelos reflexos palpebral e mandibular, resposta ao
estimulo doloroso e aos movimentos respiratorios. A ventilacdo foi realizada por

mascara e oxigénio fornecido a 2 L/min durante todo o procedimento.

4.4 Grupos de estudo

Foram submetidos a trabeculectomia 24 coelhos. Destes, 17 foram submetidos a
trabeculectomia com aplicacdo de CF 10 mg/ml subconjuntival em OD, e de MMC 0,4
mg/ml em OE, além de sete coelhos no grupo controle sem a medicacdo. Para o grupo
controle (C), os coelhos foram aleatoriamente selecionados através de sorteio, e estes
foram submetidos a trabeculectomia em olho direito sem a aplicacdo dos medicamentos.
Um coelho veio a 6bito no grupo tratado e um no grupo controle e ndo foram avaliados,
totalizando, assim, 16 coelhos no grupo tratado e seis coelhos analisados no grupo
controle. Os animais foram utilizados para analises clinicas: reacdo da cAmara anterior
(RCA), camara anterior (CA), bolha, e possiveis intercorréncias. Também foram feitas
analises microscépicas.

O design experimental e 0 nimero de animais para cada analise realizada estdo

descritos no fluxograma abaixo (Figura 5).
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Os resultados foram analisados sem que o avaliador soubesse qual droga havia
sido utilizada ou se pertencia ao grupo controle.
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Trabeculectomia
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Figura 5: Fluxograma do desenho experimental realizado.

4.5 Trabeculectomia

Todas as cirurgias foram realizadas pela mesma cirurgid (JA) no centro cirdrgico
do Provisdo Hospital de Olhos de Maringa. Apds a anestesia, foi colocado um campo
cirurgico plastico adesivo estéril (Ingamed, Maringd, PR, Brasil) sob os olhos dos
animais. Para o isolamento dos cilios, um blefaro foi usado de modo a manter o olho do
coelho aberto durante a cirurgia sem exercer pressao sobre o globo ocular. A ordem do
olho a ser operado sempre iniciou pelo olho direito e, em seguida, pelo olho esquerdo.

Para que a area cirargica ficasse adequadamente exposta, uma corneopexia foi
conduzida a uma profundidade de aproximadamente trés-quartos da espessura da cornea
e a aproximadamente 2 mm do limbo com fio seda 8.0 (Etchicon, Sdo José dos Campos,
Brasil). A seguir, a peritomia conjuntival de base fornix as 12 hs foi conduzida. Apos a
disseccdo da conjuntiva, 0s vasos sanguineos da esclera foram cauterizados. Uma
pequena parte da capsula de Tenon de 3 x 3 mm foi removida, para que a conjuntiva
dissecada fosse mais facilmente mobilizada. Em seguida, um retalho escleral de 3,0 x
3,5 mm foi demarcado com aproximadamente metade a dois-tercos da espessura da
esclera.

Um dos olhos (olho direito) foi tratado com 0,3 mL de solu¢do de CF na dose de
10 mg/mL, enquanto o olho contralateral (olho esquerdo) foi tratado com 0,3 mL de
solugdo de MMC na dose de 0,4 mg/mL, ambos durante a o procedimento de

trabeculectomia.
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Para o tratamento com as medicacOes, um fragmento de esponja de celulose
(Ing& cel, Maringa-PR, Brasil) com dimensGes padronizadas, (2,0 x 2,0 mm) foi
embebido em solugdo de MMC (0,4 mg/ml) ou de CF (10 mg/ml), o qual foi colocado
sobre a episclera em area subconjuntival posterior ao retalho escleral criado. O retalho
conjuntival foi estendido sobre a esponja, onde ficou por trés minutos (65). Apo6s o
procedimento, a regido tratada foi lavada com 10 ml de solugéo salina balanceada.

Em seguida, o retalho escleral foi dissecado até, ao menos, 1 mm em cdrnea
clara. Uma paracentese biselada auto selante foi entdo criada em cdrnea transparente
através de uma langa-esclerétomo 20G (Alcon, Texas — EUA). Uma incisdo corneana
anterior foi conduzida paralela ao limbo, penetrando na cdmara anterior imediatamente
atras da dobra do retalho escleral rebatido, o qual foi alargado em cada uma de suas
bordas em aproximadamente 0,5 mm, além da incisdo posterior e paralela a incisdo
limbica, formando um segundo retalho escleral. O tecido anterior ao esporéo escleral foi
entdo excisado com uma lamina de bisturi de diamante 1.0 para a confeccdo da
ceratoesclerectomia, além da realizacdo da iridéctomia as 12 hs. A paténcia da fistula
foi testada com o preenchimento da camara anterior com solucgéo salina balanceada, e 0s
veértices do retalho escleral foram suturados nos angulos proximais da incisdo com dois
pontos de fio mononylon 10.0 (Ethchicon, Sdo José dos Campos, Brasil). A verificacdo
de que a sutura do retalho conjuntival estava fechada foi conduzida com uma nova
injecdo de solucdo salina balanceada no interior da camara anterior, para verificar a
presenca ou ndo de Seidel.

Ao término da cirurgia, dipirona endovenosa na dose de 30 mg/kg foi
administrada como analgésico. Colirio de cloridrato de moxifloxacino 5 mg/ml
associado a fosfato dissédico de dexametasona 1 mg/ml (Novartis, Sdo Paulo, SP —
Brasil) foi aplicado quatro vezes ao dia durante 30 dias para evitar infeccdo. Os
principais passos cirdrgicos realizados estdo demonstrados na figura 6.

No grupo controle, o mesmo procedimento foi realizado, contudo sem a

utilizacdo de medicamentos per operatdrios.



33

Figura 6: Imagens ilustrativas do processo cirurgico (trabeculectomia) realizado
nos coelhos. (A) Abertura da conjuntiva; (B) Drogas subconjuntival (MMC/CF); (C)
Confeccéo do flap escleral; (D) Ceratoesclerectomia e iridéctomia; (E) Sutura
conjuntival com Nylon 10.0; (F) Aspecto final da cirurgia.

Durante a recuperacdo anestésica, os animais ficaram em gaiolas individuais
com oxigenioterapia através de mascaras, aquecidos por meio de cobertas, para evitar
hipotermia grave. Os coelhos ficaram sob observacdo até o momento em que eles
recuperaram os sentidos e retornaram para o biotério da UEM, onde ficaram alojados

em gaiolas individuais sob a supervisdo de um veterindrio. Reacles, tais como
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mudangas de comportamento e no consumo de racéo e agua, foram anotadas durante o
periodo pos-operatorio.

Os coelhos foram avaliados durante o primeiro, sétimo e trigesimo dia de pos-
operatorio, apos as cirurgias em relacdo a anatomia externa. O objetivo era avaliar a
formacéo de bolha, cAmara anterior e possiveis intercorréncias.

Ao final dos 30 dias de pds-operatério, os animais foram levados ao centro
cirurgico, onde foram sacrificados para a retirada das amostras da conjuntiva sobre a
fistula. A eutanasia foi realizada conforme os padrGes recomendados pelo Guia
Brasileiro de Boas Praticas para a Eutandsia em Animais. Altas concentracbes de
farmacos anestésicos injetaveis (barbitdricos, agonista alfa 2 adrenérgico) foram
administradas por via intraperitoneal, promovendo a parada cardiorrespiratoria dos

coelhos.

4.6 Analise das bolhas no p6s-operatorio

A cicatrizacdo dos olhos dos coelhos foi avaliada por andlise atraves da
biomicroscopia sob lampada de fenda um, sete e trinta dias apds o procedimento
cirtrgico por investigadora que ndo tinha conhecimento de qual medicagdo os coelhos
haviam sido submetidos. Ao longo dos exames, foram considerados e documentados:
altura da bolha filtrante, profundidade da cémara anterior e quaisquer outras
complicacdes oculares observadas. A altura da bolha filtrante e a profundidade da
camara anterior foram registradas segundo parametros descritos por MAJ e
colaboradores. (MAJ, LI et al., 2014)

A altura da bolha filtrante foi medida com um compasso e graduada em: plana,
difusa (formada, mas baixa) <1 mm e elevada >2 mm.

A profundidade da camara anterior foi classificada em profunda, rasa ou ausente.
A faléncia da trabeculectomia foi definida como uma bolha plana, vascularizada e

encistada com camara anterior profunda.

4.7 Avaliacéo estrutural e ultraestrutural da conjuntiva de coelhos

Ap0s a constatacdo do dbito dos animais, a conjuntiva sobre a fistula cirargica
foi removida e cortada ao meio. Um dos especimes de conjuntiva foi acondicionado em
um frasco de plastico transparente, marcado com o nimero do animal e contendo formol

10%, e enviado para a analise anatomopatoldgica com hematoxilina e eosina (HE) e
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Tricdmio de Masson (TM); enquanto que o outro espécime foi acondicionado em frasco
de pléstico transparente, também numerado e contendo glutaraldeido 2,5% em tampéo
cacodilato, e encaminhado para analise de microscopia eletronica de transmissédo

(MET). As amostras foram enviadas para analise sem revelacdo dos grupos.

4.8 Analise histolégica

Os espécimes de conjuntiva enviados para a analise anatomopatologica foram
fixados em formol tamponado a 10% (fosfato de sodio difasico anidro e fosfato de sodio
monobéasico monohidratado) por um periodo de 24 horas, respeitando a proporcéo de 10
vezes 0 volume do fixador em relacdo ao volume da amostra. Posteriormente, 0s
espécimes foram clivados, acondicionados dentro de um cassete e processados. Apds a
fixacdo, as amostras foram desidratadas gradualmente em etanol (80%, 90% e 100%) e,
finalmente, em xilol, por pelo menos 12 horas. A parafina substituiu o xilol,
gradualmente, a 70°C, até a inclusdo completa. Os blocos de parafina foram cortados
usando um microtomo (Leica Biosystems®, Nussloch, GmbH, Germany), e cortes com
2 um de espessura foram obtidos. As sec¢Bes foram recolhidas em I&minas previamente
preparadas com poli-L-lisina, coradas com HE e TM, e montadas, utilizando meio de
montagem (PermountTM — Fisher Scientific Company, LLC, USA).

Através da avaliacdo histolégica, observaram-se as alteracGes na conjuntiva dos
coelhos submetidos a trabeculectomia do grupo controle e dos tratados com MMC ou
CF, além da contagem do namero dos fibroblastos no corte histolégico. A coloracdo de
HE é a mais utilizada na rotina, objetivando a evidenciacdo das maiorias das estruturas
componentes dos tecidos. Laminas coradas com HE foram avaliadas para a presenca de
diferentes tipos celulares indicativos de reacdo inflamatéria em cada coelho apo6s o
tratamento. As laminas foram analisadas sem conhecimento por parte do examinador
acerca do grupo a que os coelhos pertenciam, utilizando-se de microscépio Optico com
aumento de 400 e 1000 vezes. Todas as extensdes teciduais foram observadas quanto a
alteracbes. Para a contagem de fibroblastos, 10 campos foram visualizados com
aumento de 1000 vezes para cada tratamento e controle. A média de contagem de

fibroblastos para cada tratamento dos coelhos foi usada para a analise estatistica.
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4.9 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

Para a MET, as amostras da conjuntiva foram fixadas por imersdo em
glutaraldeido (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) 2,5% em tampédo
cacodilato de sédio 0,1 M em temperatura ambiente, por pelo menos trés horas. Apos a
fixacdo, foram lavadas com tampdo cacodilato 0,1 M, pos-fixadas em tetroxido de
6smio 1% e ferrocianeto de potassio 0,8% a temperatura ambiente, lavadas em tampéo
cacodilato 0,1 M, desidratadas com acetona em concentracdes crescentes (30%, 50%,
70%, 80%, 95% e 100%), incluidas em resina (Embed-812 — Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, USA) e polimerizadas em estufa a 60°C durante 72 horas.
Cortes ultrafinos foram feitos em um ultramicrétomo (Boeckeler Instruments, Tucson,
AZ, USA), inseridos em grade de cobre, contrastados com acetato de uranila 5% em
agua destilada, durante 40 minutos, e citrato de chumbo, durante 40 minutos. A
visualizacdo foi realizada em microscdpio eletrénico de transmissdo (JEOL JEM-1400 —
JEOL USA, Peabody, Massachusetts, USA). As amostras de conjuntiva analisadas por
MET avaliaram o efeito da medicacdo nas células e fibras de colageno da conjuntiva

dos coelhos apos a trabeculectomia quando comparadas com o grupo controle.

4.10 Anélise estatistica

As intercorréncias, tais como: Seidel, infeccdo, vascularizacdo, reacgéo
inflamatdria, além de formacdo da bolha cirargica, e cAmara anterior foram analisadas
descritivamente por frequéncia absoluta e relativa (%). A diferenca estatistica entre os
grupos foi avaliada utilizando o teste Z para proporgoes.

Para a quantificacdo dos fibroblastos, as médias dos campos foram plotadas e
analisadas no software GraphPad Prism 5.0. O teste One Way Anova e 0 p0s-teste de
Tukey foram realizados para comparagdo entre o controle e os tratamentos e também

entre os tratamentos.
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5. RESULTADOS

Dos 17 animais dos grupos em que se usou a MMC e a CF, 16 coelhos
sobreviveram no periodo de 30 dias poés-operatorio. Além desse Obito no grupo de
animais tratados com MMC e CF, um animal do grupo controle também foi a 6bito,
ambos de causa indeterminada, e, assim, foram retirados dos resultados. Durante o
periodo experimental, todos os animais continuaram a se alimentar normalmente sem

apresentar alterac6es de comportamento.

5.1 Biomicroscopia

A evolucdo do pos-operatorio observado ao longo do tempo experimental sdo
apresentadas na tabela 1. E demonstrada a porcentagem de animais em cada grupo em
que foram observadas intercorréncias, como, por exemplo, vascularizacdo e
encistamento da bolha. No primeiro dia ap6s a trabeculectomia (1 PO), somente um
coelho do grupo controle apresentou vascularizagdo da bolha, os demais, tratados com
CF e MMC, ndo apresentaram alteracGes. No 7 PO, em cinco animais (31.25%) do
grupo MMC e um (16.6 %) do controle, foi observada vascularizacdo da bolha,
enquanto do grupo CF ndo houve nenhum caso. No grupo tratado com CF, em nenhum
animal foi observada vascularizacdo da bolha, valor significantemente diferente do
grupo MMC (p= 0.009). Nao houve diferenca significativa em comparacdo com o
grupo controle e os tratados. No 7 PO, também foi visualizado encistamento em dois
(12.5%) coelhos tratados com MMC. Nos outros grupos ndo houve encistamento.
Apbs 30 dias da cirurgia, no grupo controle, trés (50%) coelhos apresentaram
vascularizagdo da bolha. J& no grupo tratado com CF, foram dois (12.5%) e, no MMC,
seis animais (37.5%). Nao houve diferenca estatistica entre os tratados e o controle, nem
entre 0s grupos tratados, p >0.05. No grupo tratado com MMC, também foi observado
encistamento em dois (12.5%) coelhos no 30 PO, enquanto houve 12,5% no grupo
tratado com MMC e 0% no grupo CF. Em nenhum outro valor apresentado foi

verificada diferenca estatistica entre 0s grupos.
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CF (%) MM-C (%) Controle (%)
1PO 7PO 30PO 1PO 7PO 30PO 1PO 7PO 30PO
Vascularizagdo 0.0 00 125 00 31.25* 375 166 16.6 50
Encistamento 0.0 0.0 0.0 0.0 125 125 0.0 0.0 0.0

Tabela 1: Porcentagem de olhos dos coelhos em que foi avaliada a presenca ou
auséncia de intercorréncias. Sao exibidos os dados da avaliacdo um, sete e trinta dias
apos a trabeculectomia. Os ndo tratados (controle), tratados com ciclofosfamida (CF) ou
mitomicina (MMC). * indica diferenca significava em comparacdo ao grupo tratado
com MMC (p = 0.009).
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Figura 7: Gréfico da porcentagem de olhos de coelhos em que foram observadas
vascularizacdo da bolha e outras complicacbes pds-cirurgicas. No gréafico, tém-se 0s
grupos ndo tratados (C), tratados com ciclofosfamida (CF) e tratados com mitomicina
(MMC). * indica diferenca significava em comparagao ao grupo tratado com MMC (p =
0.009).

A biomicroscopia ainda foi utilizada para verificar a bolha filtrante apds a
trabeculectomia (Figura 8 e 9). As bolhas foram classificadas como plana, difusa (<1
mm) e elevada (>2 mm), como foi realizado por MA e colaboradores (2014) (66).

Na figura 8, sdo mostradas as imagens representativas das bolhas observadas nos

coelhos.
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Figura 8: Imagens representativas da analise da bolha filtrante em coelhos
submetidos a trabeculectomia. As fotos estdo separadas por dias apds a
trabeculectomia (1, 7 e 30 pds-cirurgia, linhas) e por controle e tratamentos (MMC e
CF), colunas.

As caracteristicas das bolhas foram analisadas, e o0s resultados estdo
demonstrados no gréafico abaixo (Figura 9). No primeiro dia ap0s a trabeculectomia, ndo
houve diferenca estatistica em relacdo as bolhas planas (p > 0.05). Somente no controle,
foi observada bolha plana em um animal (16.6%), enquanto no grupo tratado com CF e
MMC ndo houve nenhum caso. Apds sete dias de cirurgia, quatro coelhos (66.6%) do
controle, seis do MMC (37.5%) e dois (12.5%) do grupo CF apresentavam olhos com a
bolha plana. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos CF e MMC, nem entre
MMC e controle. A incidéncia de bolhas planas no grupo tratado com CF foi
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estatisticamente diferente em comparacdo ao controle, p= 0.01. Trinta dias ap6s a
trabeculectomia, a presenca de bolha plana no grupo da MMC se manteve em 37.5 %.
Ja com a CF, a porcentagem de presenca de bolha plana foi observada em quatro (25%)
coelhos. No controle, todos os animais apresentaram bolha plana (n = 6, 100%). Nos
dois grupos tratados, a diferenca de bolhas planas em relacdo ao controle foi
significativa: CF e C, p= 0. Entre os grupos tratados, ndo houve diferenca significativa,
p = 0.45.

Quanto as bolhas difusas, no 1 PO, foram observadas em cinco animais (83.3%)
do grupo controle, em sete (43.75%) do MMC e em oito (50%) do CF. N&o houve
diferenca significativa entre os dois grupos nem entre 0s grupos tratados e o controle
(p>0.05). No 7 PO, as bolhas difusas foram observadas em todos os grupos, sendo, no
controle, em dois coelhos (33.3%); no grupo CF, em dez (62.5%); no MMC, em cinco
(31.25%). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos, p >0.05. No 30 PO, no grupo
controle, ndo foi observado nenhum olho com bolha difusa (0%). No grupo MMC, a
bolha difusa estava presente em sete olhos (43.75 %). No grupo da CF, foram nove
olhos (56.25%) com bolha difusa. Os valores obtidos foram estatisticamente diferentes
entre os tratados com CF e controle (p= 0) e os tratados com MMC e controle
(p=0.00006). N&o houve diferenca significativa entre os dois grupos tratados, p =0.49.

No grupo de coelhos ndo tratados, um dia apds a cirurgia, ndo foi observada
bolha elevada. No grupo MMC, foram nove animais (56.25%) e, no CF, oito animais
(50%). Apos sete dias da trabeculectomia, ndo foi observada bolha elevada no grupo
controle. No MMC, a bolha elevada estava presente em trés olhos (19.75%). No CF,
quatro animais (25%) apresentaram bolha elevada no sétimo dia. Ap6s 30 dias da
cirurgia, o grupo controle ndo apresentou animais com bolha elevada (0%). No grupo
MMC observou-se a bolha filtrante elevada em um coelho (6.25%). No grupo CF, trés
olhos (18.75%) apresentaram bolha elevada. N&o houve diferenca estatistica entre os
valores de bolha elevada entre os grupos tratados em comparagdo ao controle, p<0.05.
Também n&o houve diferenca entre os grupos tratados.

No grupo controle, nenhum animal apresentou bolhas funcionantes. Foram
consideradas bolhas funcionantes as difusas e elevadas no 30 PO. Para os tratados com
MMC, a taxa foi de 50 % (oito animais); aos do grupo CF, a taxa foi de 75 % (doze

animais).
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Figura 9: Gréfico da andlise da bolha filtrante em coelhos submetidos a
trabeculectomia. A porcentagem do tipo de bolha é observada em coelhos néo tratados
(C), tratados com ciclofosfamida (CF) e tratados com mitomicina (MMC). * indicam
diferenca significativa do grupo tratado em relagéo ao controle (p < 0.05)

A presenca de camara anterior (CA) também foi avaliada por biomicroscopia
(Tabela 2). Com relacdo a profundidade da cadmara anterior, 87,5% dos olhos (14
animais) no grupo tratado com CF apresentaram uma camara anterior profunda no
exame de 1, 7 e 30 dias. No grupo tratado com MMC, foram 62,5 % (dez animais) no 1
PO, valor estatisticamente diferente em comparacdo ao controle (p=0.002) e ndo
significativo em relacdo a CF (p=0.09). Nas avaliacdes de 7 e 30 PO, foram 87,5% (14
animais) no grupo MMC. J& no controle, 100% dos animais apresentaram camara
anterior profunda no 1, 7 e 30 PO. O nimero de coelhos com cdmara anterior profunda
ndo teve diferenca estatistica entre os grupos tratados nem entre os tratados e o controle
nas avaliacdes de 7 e 30 PO, p > 0.05. Ja a CA rasa foi observada em 12,5% (2 olhos)
dos animais no grupo CF apds 1, 7 e 30 dias da trabeculectomia. Nenhum dos valores
diferiu significativamente do controle nem do grupo tratado com MMC (p>0.05). No
grupo MMC, no 1 PO, foram seis animais (37.5%) com CA rasa, valor estatisticamente
diferente do controle (p=0.002). Dois (12.5%) coelhos, no 7 e 30 PO, apresentaram CA
rasa no grupo MMC. No grupo controle, nenhum animal (0%) apresentou CA rasa nas
avaliacdes de 1, 7 e 30 PO.

Na analise de reacbes da cdmara anterior (RCA), no grupo CF, 0s animais ndo

apresentaram nenhum tipo de reacdo inflamatéria nos exames em nenhum tempo
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analisado. No grupo de MMC, um animal (6.25%) apresentou RCA no 1 PO e quatro
(25%) no 7 PO. O valor observado no 7 PO foi significativamente diferente em
comparacdo ao controle e ao grupo CF (p = 0.02). No controle, em um animal (16.6%),
havia RCA no 1 PO. Contudo todos os casos resolveram-se com o uso de colirio e ja

nédo estavam presentes no exame de 30 dias em nenhum grupo.

CF (%) MM-C (%) Controle (%)

1PO 7PO 30PO 1PO 7PO 30PO 1PO 7PO 30PO

Profunda 875 875 85.7 625* 875 875 100 100 100
Camara anterior Rasa 125 125 125 375* 125 125 0 0 0
Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 0

RCA Ausente 100 100 100 93.7 75 100 83.3 100 100
Presente 0 0 0 6.25 25* 0 16.6 0 0

Tabela 2: Porcentagem de olhos dos coelhos em que foi avaliada a cAmara anterior
e a presenca ou auséncia de reacdo da camara anterior (RCA). Séo exibidos os
dados da avaliacdo um, sete e trinta dias ap6s a trabeculectomia. Os coelhos foram nédo
tratados (controle), tratados com ciclofosfamida (CF) ou mitomicina (MMC). * indicam
diferenca significava em comparacédo ao controle (p < 0.05).

5.2 Avaliagao estrutural e ultraestrutural da conjuntiva de coelhos

Na andlise ex-vivo da conjuntiva, realizamos a coloragdo com tricrémio de
Masson (TM) para verificar a quantidade de deposicdo de colageno, avaliando a
densidade de coloracdo (azul). Também avaliamos a estrutura da conjuntiva e a
presenca de células inflamatdrias, utilizando a coloragdo hematoxilina/eosina (HE). As
estruturas principais estdo destacadas no controle (Figura 10 A e B).

Nas imagens de HE, observa-se o epitélio estratificado colunar em coloracédo
roxa com presenca de células calciformes (seta) (Figura 10). A regido do estroma
também esté evidente nas imagens histologicas, de coloracdo rosada em HE e azul em
TM (Figura 10).
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A conjuntiva dos coelhos em todos os grupos avaliados exibiu a coloragéo azul
fraca com algumas regiGes de coldgeno densamente compactado com colora¢do azul
intensa. No entanto a espessura do colageno ndo diferiu entre 0s grupos experimentais.

Os animais submetidos a trabeculectomia e tratados com MMC apresentaram
alteracOes caracteristicas de processo inflamatorio em relagdo a presenca de tipos
celulares na regido submucosa, como linfdcitos, plasmécitos e mastécitos (Figura 10 C
e D). Em um animal tratado com MMC, observou-se hemorragia na biopsia realizada,
destacada com um circulo na figura 8 C. Nos animais submetidos a trabeculectomia e
tratados com CF, também foram encontradas células inflamatdrias plasmdcitos,
mastécitos e macrofagos (Figura 10 E e F). Nos animais controle, foram observados

plasmdcitos, heterofilos e linfocitos (Figura 10 A e B).
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Controle

Mitomicina

Ciclofosfamida

Figura 10: Microscopia optica da conjuntiva de coelhos corada com
hematoxilina/eosina (A, C e E) e Tricromico de Masson (B, D e F). Conjuntiva de
coelho submetido a trabeculectomia e néo tratado com as medicacdes (A e B).
Conjuntiva de coelho submetido a cirurgia e tratado com MMC (C e D). Conjuntiva de
coelho submetida a cirurgia e tratado com CF (E e F). Seta: células calciformes; V:
vasos sanguineos; Destaque circulo: hemorragia.

A presenca ou aumento dos macrofagos, plasmdcitos e mastécitos podem ser
observados em processos inflamatorios da conjuntiva e na cicatrizagcdo (81). Foi
observada diferenca somente no nimero de plasmaocitos entre os grupos tratados. No
controle, foram vistos plasmacitos em dois animais (40%). No tratamento com CF, os
plasmdcitos foram visualizados em duas de 16 amostras (12,5%). Para os tratados com
MMC, os plasmdcitos foram observados em oito das 16 amostras (50%), valor
significativamente maior (p=0.01) que os tratados com CF. Isso sugere que os coelhos
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tratados com MMC apresentaram mais inflamacgdo quando comparado com os tratados
com CF. Quando comparados ao controle, os tratamentos ndo tiveram diferenca
estatistica (Controle x CF p= 0.28; Controle x MM-C p=0.69). Quanto a presenca de
mastocitos e macrofagos, foram visualizados um macréfago e um mastdcito em cada
grupo.

A contagem de fibroblastos das amostras de MO est4 representada na Figura 11.
Para obtencdo dos valores, a lamina corada com HE foi observada no microscépio
optico, e os fibroblastos presentes em 10 campos foram anotados. No grafico abaixo,
nota-se que ndo houve diferenca estatistica no nimero de fibroblastos no controle e
mitomicina (p = 0.13), controle e ciclofosfamida (p = 0.96), nem entre 0s grupos
tratados (p = 0.08).

N
T

N
T

-— -
I

N° fibroblastos/campo
(3]

Figura 11: Andlise quantitativa do numero de fibroblastos nos grupos avaliados.
Os fibroblastos foram contados e o numero total visualizado em dez campos das
amostras de conjuntiva coradas com HE esta representado no grafico como média e
desvio padréo.

Embora a distribui¢do dos tipos de células da conjuntiva seja melhor apreciada
por microscopia 6ptica do que por microscopia eletrdnica — pois possibilita que areas
mais extensas do tecido possam ser observadas —, realizamos a MET com intuito de

verificar alteracdes nas fibras de colageno e presenca de células inflamatorias.
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Na figura 12, sdo observadas as imagens representativas de MET dos grupos
avaliados. No controle, observam-se fibras de colageno desorganizadas (Figura 12A).

Nas imagens de coelhos tratados com MMC (Figura 12D-F), também foram
visualizadas fibras de colageno em diferentes orientacfes (C). Na figura 12D, tém-se
ainda espacos nos estromas cheios de fluido e inimeras vesiculas, indicando exocitose

(setas) e edema. Na figura 12E, vemos fibroblastos (F) com interdigitacdes entre eles.
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Figura 12: Imagens representativas de microscopia eletrénica de transmissédo da
conjuntiva de coelhos. Controle, conjuntiva de coelho submetida & trabeculectomia e
ndo tratado (A-C). Conjuntiva de coelho submetido a cirurgia e tratado com MMC (D-
F). Conjuntiva de coelho submetida a cirurgia e tratado com CF (G-1). C: fibras de
colageno; En: célula endotelial; F: fibroblasto; N: nucleo; Setas pretas: vesiculas; Setas:
desmossomos; Mc: macréfago; Tc: teldcitos; V: vacuolos.
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6. DISCUSSAO

O glaucoma € uma neuropatia Optica progressiva que pode causar cegueira se
ndo tratado de forma adequada. A PIO elevada causa alteracBes estruturais ao nervo
optico e perda de células ganglionares retinianas que causam aumento do
comprometimento do campo visual (4). Muitos pacientes glaucomatosos tém indicagéo
de cirurgia filtrante para controle da PIO durante seu curso. A trabeculectomia, para
aumentar sua eficicia, usa agentes antifibréticos com a finalidade de modular o
processo de cicatrizacdo. A MMC é o agente mais utilizado nos dias de hoje. E um
antibidtico derivado do Streptomyces caespitosus com propriedades alquilantes e que
podem provocar varias complicagdes como: hipotonia com camara anterior rasa,
maculopatia hipotonica, descolamento de cordide, progressdo da catarata, bolhas
avasculares e finas, reacdo inflamatdria e até mesmo endoftalmites (67,68).

Ao contrério da maioria das cirurgias onde desejamos uma completa cicatrizagdo
do tecido, na cirurgia filtrante, o objetivo é ter uma cicatrizacdo incompleta que permita
a drenagem do humor aquoso (68).

Além da MMC e do 5-FU, varios outros agentes foram propostos para diminuir
a cicatrizacdo episcleral apos a trabeculetomia, mas apenas alguns foram validados em
ensaios clinicos e nenhum se tornou bem aceito ou amplamente utilizado (21).

Apbs considerar algumas propriedades farmacoldgicas e a necessidade de
melhorar a seguranca na cirurgia filtrante no pds-operatério, propusemos o uso da CF
subconjuntival durante a trabeculectomia. Assim como a MMC, a CF é um agente
citotdxico, antimitético, antiproliferativo e antineoplasico largamente utilizado em
neoplasias. Em Oftalmologia, a CF € utilizada, na forma oral, no tratamento de
manifestacBes oculares da Doenca de Behcget, para suprimir atividade inflamatoria
(69,70).

Além de ter as mesmas propriedades da MMC, a CF ndo é vesicante.
Acreditamos que os efeitos indesejados da MMC sobre o olho sejam principalmente
devido a droga ter esse efeito. Drogas vesicantes sdo aquelas que provocam irritacdo
severa, com formacéo de vesiculas e destrui¢do tecidual, quando infiltradas fora do vaso

sanguineo, e podem ocasionar necrose (71). A CF foi utilizada numa dosagem maior
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que a MMC. Tendo em vista que a concentracdo usada de MMC neste trabalho é a
utilizada em pacientes e a concentracdo da CF escolhida é a mesma utilizadas em
trabalho anterior. (20)

Até o momento, ndo encontramos, na literatura, avaliacdo similar utilizando CF
para inibicdo de fibrose ap6s trabeculectomia. O presente trabalho embasou-se nos
resultados previamente obtidos em pesquisas anteriores empreendidas pelo nosso grupo,
onde a CF apresentou atividade antifibrética e menor toxicidade em comparacdo a
MMC (20,21).

Nossos estudos iniciaram-se em 2013, observando a inibi¢do da proliferacdo de
fibroblastos in vitro em pterigios primérios e utilizando MMC, CF e metotrexato. Na
época, procuramos por medicacdes que tivessem as mesmas propriedades da MMC, que
pudessem inibir a proliferacdo de fibroblastos e com menos efeitos colaterais. Neste
estudo, a utilizagdo de MMC inibiu em 90% a proliferacdo celular, em 24 horas. A
utilizagcdo de CF inibiu em 50% o crescimento dos fibroblastos em 24 horas de
exposicdo a droga, e essa inibicdo aumentou consideravelmente com o aumento do
tempo de exposicdo a CF, chegando a 100% em 72 horas. J& com 0 metotrexato,
nenhum efeito foi observado em até 120 horas (20).

Em seguida, decidimos realizar uma andlise comparativa da inibicdo da
proliferacdo de fibroblastos in vitro, utilizando a MMC e CF. A ideia foi verificar se
conseguiriamos uma inibicdo da proliferacdo de fibroblastos com a CF e compararmos
com a obtida com o uso da MMC. Retiramos pterigios primarios e submetemos ao
cultivo celular e, ap6s passarem pela exposicdo das drogas, realizamos a contagem dos
fibroblastos. Neste estudo, o tratamento com CF teve taxa de inibi¢ao da proliferacéo de
fibroblastos de 100%, e a MMC, 95% (70).

A préxima etapa foi observar clinicamente possiveis efeitos colaterais da CF na
forma de injecdo subconjuntival em coelhos. Neste estudo, 5% dos coelhos
apresentaram hiperemia, 5% hiperemia e irite e 5% hiperemia e presenca de secrecéo,
na leitura de 24 horas. Ao final do estudo, em 60 dias, ndo foram observadas outros
efeitos ou complicagdes (21).

Frente a esses resultados, nosso grupo decidiu analisar a acdo da CF,
comparando-a a MMC em coelhos submetidos a trabeculectomia. Verificamos a
inibicdo da proliferacdo de fibroblastos, que sabemos ser um dos fatores principais para

o funcionamento da trabeculectomia, além de possiveis complicacdes no pds-operatorio,
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atividade inflamatéria e alteragdes celulares pelo efeito das medicacdes. Ao final do
experimento, tivemos trés (50%) dos coelhos no grupo controle com vascularizagéo de
bolhas, enquanto seis (37.5%) coelhos no grupo dos tratados com MMC e dois (12.5%)
no grupo CF. Porém, no grupo da MMC, ainda tivemos dois (12.5%) coelhos com
encistamento da bolha.

Em nosso estudo, o grupo controle teve 100% de faléncia da bolha filtrante ao
final do experimento, assim como EKkinci et al. Ao final de 28 dias de estudo, tiveram
uma taxa de sucesso de 77%, além do exame histolégico mostrar menor reacao
inflamat6ria no mesmo grupo (72).

Em relagdo a RCA, observou-se que, em 100% dos coelhos nos trés grupos, ndo
houve nenhum tipo de reacdo inflamatoria apds 30 dias da trabeculectomia. As reacdes
inflamatdrias no grupo MMC, no primeiro e sétimo dia, foram tratadas com o uso de
colirio combinado de cloridrato de moxifloxacino 5mg/ml + fosfato dissédico de
dexametasona 1 mg/ml (Novartis AG, Basileia, Suica) 4x/dia e, no exame de 30 dias,
ndo estavam mais presentes.

Os animais submetidos a trabeculectomia com CF apresentaram quantidade
menor de plasmdcitos, celulas relacionadas a processos inflamatdrios (12,5%), em
comparacdo ao grupo MMC (50%) e ao grupo controle (40%). Considerando este
marcador, nossos resultados sugerem que o grupo tratado com MMC apresentou maior
reacao inflamatdria do que a CF.

A presenca de fibroblastos pode ser um indicativo de excesso de matriz
extracelular (MEC), sugerindo maior chance de fibrose. Em nosso estudo, observou-se
uma diminuicdo do ndmero de fibroblastos nos animais tratados com CF e MMC
qguando comparados ao grupo controle. Contudo a espessura do colageno nédo diferiu
entre 0s grupos experimentais, em concordancia com os achados de Ishida K et al. (73).

E interessante perceber que, no grupo em que se utilizou a CF, n&o se observou a
desorganizacdo das fibras de coldgeno, como no grupo controle e MMC, indicando
organizacao estrutural dessas fibras. Notou-se importante diminuigdo de plasmaocitos na
conjuntiva dos olhos tratados com CF, quando comparados aos tratados com MMC,
sugerindo menor reacdo inflamatoria dos mesmos.

O menor numero de vesiculas vascularizadas no grupo da CF, em comparativo
com o grupo da MMC, pode ter duas implica¢Ges distintas: sugere a possibilidade de

ocorréncia de um menor nimero de complica¢des futuras como as causadas por bolhas
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isquémicas ou um maior nimero de faléncias destas bolhas. O desenho deste estudo ndo
permite conclusdes a este respeito.

Ao contrario da dosagem da MMC, ja bem estabelecida em trabalhos
experimentais e em humanos, a dosagem da CF ainda necessita de estudos visando a

estabelecer a concentragao e tempo ideais de sua aplicagéo.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que, apos 30 dias da trabeculectomia, os coelhos
tratados com CF tiveram uma porcentagem maior de bolhas difusas e elevadas quando
comparados ao grupo controle, 50% dos animais tratados com MMC e 75% dos tratados
com CF. O grupo tratado com a CF também apresentou menor taxa de bolhas
vascularizadas e encistadas.

Em todos os grupos, encontramos células inflamatorias nas laminas histolégicas
avaliadas, porém a presenca de plasmocitos foi significativamente maior no grupo
tratado com MMC em comparacdo ao tratado com a CF, o que indica maior reacéo
inflamatdria no grupo tratado com MMC.

Por MET, foi evidenciado que, apos a trabeculectomia, ndo diferiu a espessura
do colédgeno, mas o grupo controle e o grupo tratado com MMC apresentaram uma
desorganizacdo das fibras de colageno. No grupo tratado com CF, isso ndo ocorreu,
indicando organizacdo estrutural destas fibras.

Em relacdo a presenca de fibroblastos, em nosso estudo, observou-se uma
diminuicdo do nimero de fibroblastos nos animais tratados com a MMC e com a CF
quando comparados ao grupo controle.

Os resultados deste estudo preliminar sugerem que a CF pode ter papel de agente
antifibrotico para a modulacdo da resposta cicatricial na trabecuclectomia quando
comparada a droga padrdo-ouro, podendo trazer menor reacdo inflamatéria e,
consequentemente, influenciar no sucesso cirurgico.

Estudos adicionais em animais sd8o necessarios para melhor caracterizar e
expandir os presentes resultados, como tempo maior de seguimento, maior concentracdo

da CF e medida da pressdo intraocular.
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Anexo |
E““l“ Centro Universitario Inga
Cenia Uriversieng nas Credenciada pela Portaria do Ministério da Educagao N° 776 /2016

Maringa, 13 de outubro de 2017

Pesquisador Coordenador: JULIANA MOTTA ALMODIN COLALLILO
Pesquisador Responsavel: REMO SUZANNA JUNIOR
Pesquisadores Participantes: MOACIR RAFAEL MARTINS RADAELLI e EDNA ALMODIN

O Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA, na reunio do dia 28 de setembro de
2017, APROVOU os procedimentos éticos apresentados no projeto intitulado: “ESTUDO DA
ACAO DA CICLOFOSFAMIDA X MITOMICINA EM COELHOS SUBMETIDOS A
TRABECULECTOMIA”, (10 coelhos, raga Nova Zelandia, entre 6 e 24 meses, ambos o0s
sexos, pesando entre 2 e 6 kg), sob o PM07/2017.

Atenciosamente,

Jo ot

Prof. Dr. Luiz Antonio Bento
Presidente do CEUA/UNINGA
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i SIS B Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Amaldo, 455
TSP

Pacaembu — Sao Paulo — SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Estudo da acdo da
ciclofosfamida x mitomicina em coelhos submetidos a trabeculectomia”,
registrada com o n® 952/2018, sob a responsabilidade de Remo Susanna Junior
e Juliana Motta Almodin Colalillo, apresentado pelo Departamento de
Oftalmologia - que envolve a producao, manutencao e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em 23.02.18

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagéo Inicio: o2-10-2017 Término: 23-10-2020

Espécie/linhagem /raca Coelho New Zealand

N de animais 10
Peso/Idade 2-6 kg
Sexo fémeas
Origem Uninga

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatorio com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 23 de Fevereiro de 2018

——

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comisséo de Etica no Uso de Animais

Comissio de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br
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