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Alteragao do tecido conjuntivo orbitario
apOs aplicacao de bimatoprost:
estudo experimental em ratos

Changes of orbital connective tissue after bimatoprost
injection. Experimental study in rats

Nilson Lopes da Fonseca Junior',Giuliana Petri', Juliana Mora Veridiano', José Ricardo Carvalho Lima Rehder'

Resumo

O bimatoprost ¢ utilizado comumente como a droga de primeira escolha no tratamento do glaucoma primério de angulo aberto.
Hiperemia conjuntival, crescimento dos cilios, enoftalmia, escurecimento cutaneo periocular, sulco palpebral profundo e prurido
ocular tém sido relatados em pacientes que receberam bimatoprost em doses Unicas didrias durante cerca de 3 meses. O mecanismo
exato para estes efeitos adversos permanece desconhecido. Objetivo: Verificar em animais de experimentagdo, as alteragoes do
tecido conjuntivo orbitario apds injecao retrobulbar de bimatoprost 0,03%. Métodos: Foram utilizados trinta e seis ratos machos
(Rattus norvegicus albinus) submetidos a diferentes periodos de inje¢ao retrobulbar de bimatoprost a direita. O material exenterado
foi submetido a andlise histolégica, morfométrica (didmetro, densidade numérica e densidade de volume dos adipdcitos) e imuno-
histoquimica para marcacdo do VEGEF. Os resultados destas andlises foram submetidos a andlise descritiva com o auxilio do software
R. O nivel de significancia adotado foi 5%. Para as comparagdes foi proposto o modelo de regressdo linear com efeitos mistos.
Resultados: Na amostra estudada, as érbitas submetidas a injecoes retrobulbares de bimatoprost apresentaram ao redor do nervo
optico tecido conjuntivo mais espesso, com intimeros capilares e vasos de varios calibres e a redugido da quantidade, didmetro e
volume das células adiposas estatisticamente significativo quando comparado a érbita contralateral e ao grupo controle. Conclusao:
Neste estudo observaram-se as seguintes alteragoes potencialmente reversiveis do tecido conjuntivo orbitario nos ratos submetidos
a injegdo retrobulbar de bimatoprost: 1) reduc¢do da quantidade, do didmetro e do volume das células adiposas orbitdrias; 2)
neovascularizagio local; 3) espessamento e remodelamento das fibras de coldgeno na cavidade orbitaria.
Descritores: Antagonistas de prostaglandina/efeitos adversos, Tecido conjuntivo/ efeitos de drogas; Ratos

ABSTRACT

Bimatoprost is commonly used as the drug of first choice in the treatment of primary open-angle glaucoma. Conjunctival hyperemia,
eyelash growth, enophthalmos, periocular skin pigmentation, deep lid sulcus and itching eyes have been reported in patients that daily
received single dosages during a three month period. The exact mechanism for these adverse effects remains unknown. Objective: to
verify alterations, in test animals, of the orbital connective tissue after peribulbar injections of bimatoprost 0.03% using histological and
immune-histochemical analysis. Methods: thirty six male test rats (Rattus norvegicus albinus) were subjected to various periods of
periocular injections of bimatoprost 0.03% in the right eye. All extracted material was submitted to histological, morphometric (diameter,
numeric density and density of adipocyte volume) and immune-histochemical analysis to mark the vascular endothelial growth factor
(VEGF). These analysis results were then submitted to a descriptive analysis with the help of R software. The significance level used was
5%. For comparison, the model of linear regression with mixed effects was proposed. Results: In the sample studied, the eye sockets that
were continuously submitted to bimatoprost had a denser conjunctival tissue around the optic nerve, with numerous capillaries and
blood vessels of various sizes and a reduction of quantity, diameter and volume of adipose cells of statistic importance when compared
to the contralateral eye socked and the control group. Conclusion: In this study, the following potentially reversible changes of orbital
connective tissue were observed in test rats subjected to periocular injection of bimatoprost: 1) reduction of quantity, diameter and volume
of orbital adipose cells; 2) local neovascularization; 3) thickening and remodeling of collagen fibers in the orbital cavity
Keywords: Antagonists of prostaglandins/adverse effects, Connective tissue/drug effects; Rats
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INTRODUCAO

entre as causas de cegueira irreversivel, o glaucoma ¢é a

mais comum no mundo, sendo o glaucoma cronico pri-

mario de angulo aberto o mais frequente.’ Comumente
o bimatoprost € utilizado como a droga de primeira escolha no
tratamento do glaucoma primério de angulo aberto, e geralmen-
te é bem tolerado.®? O bimatoprost 0,03% colirio é uma
prostamida com potente agdo hipotensora ocular®. Trata-se de
um andlogo sintético da prostaglandina F2 oo (PGF2 o)® que
reduz a PIO em humanos pois incrementa a drenagem
uveoescleral ou ndo convencional do humor aquoso @

Sua seletividade imita os efeitos da prostamida F2alpha,
substancia que existe naturalmente. A PGF2 o € sintetizada
por uma via envolvendo a COX-2, mas ndao a COX-1, sugerin-
do uma nova via que leva a sintese de amidas lipidicas endégenas
que reduzem a pressao intraocular (PIO). O bimatoprost dife-
re das prostaglandinas, pois ndo estimula os receptores
prostanoides, ndo é mitogénico, ndo contrai o ttero humano e
é eletroqui-micamente neutro®®

Estudos clinicos relatam eventos adversos oculares e
perioculares em 15 a 45% dos pacientes que receberam doses
Unicas diarias em colirio, durante trés meses. Em ordem de-
crescente de incidéncia os efeitos adversos mais observados
foram: hiperemia conjuntival, crescimento dos cilios e prurido
ocular’ Aproximadamente 3% dos pacientes interromperam o
tratamento por causa dos eventos adversos?.

As alteragdes Orbito-palpebrais atribuidas ao uso de
bimatoprost como sulco palpebral profundo, enoftalmia e ate-
nuacdo da dermatocdlase tém sido relatadas com maior
frequéncia nos ultimos anos ®9. Os pioneiros foram Peplinski
e Albiani Smith, que relacionaram a presenca de sulco palpebral
superior profundo e atenuacido da dermatocélase unilaterais e
ipsilaterais ao uso do bimatoprost 0,03% colirio em trés paci-
entes caucasianos ®.

Outro efeito adverso palpebral observado foi o aumento
da fenda palpebral, que pode ser decorrente da estimulagdo do
musculo de Muller pela prostamida, que provavelmente me-
deia o relaxamento e a contra¢do da célula muscular lisa (.
Alguns autores observaram uma melhora dos sinais conside-
rados efeitos colaterais apds a suspensdo da medicacao (1%,

As prostaglandinas, mais especificamente a PGE1 pode
induzir angiogénese indiretamente por meio da indugdo da
expressdo do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) tb,

No entanto, todos esses mecanismos propostos para os
efeitos adversos conhecidos do bimatoprost e outros andlogos
da prostaglandina nao parecem causar um sulco palpebral pro-
fundo. Postulou-se que tanto a contracao ou fibrose do muscu-
lo de Muller e atrofia da gordura orbital podem afetar o apare-
cimento desse efeito adverso ¥, mas o mecanismo exato per-
manece desconhecido.

Neste estudo objetivamos verificar em ratos, mediante
andlise histolégica e imuno-histoquimica, as alteracoes do teci-
do conjuntivo orbitdrio apds aplicagdo peribulbar de
bimatoprost 0,03%.

METoDpos

Foram utilizados trinta e seis ratos machos (Rattus
norvegicus albinus) da linhagem Wistar pesando aproximada-

mente 400 gramas, fornecidos e mantidos pelo biotério central
da Faculdade de Medicina do ABC. Os animais foram divididos
em oito grupos. Alguns animais foram submetidos ininter-
ruptamente a uma inje¢@o retrobulbar de bimatoprost semanal-
mente na Orbita direita por 4 semanas (Grupo 1 ou G1, n=05),
8 semanas (Grupo 2 ou G2, n=06) e 12 semanas (Grupo 3 ou
G3, n=05). Alguns animais foram submetidos & uma injecao
retrobulbar de bimatoprost semanalmente na érbita direita por
12 semanas e se mantiveram sem medica¢ao por 4 semanas (Gru-
po 4 ou G4, n=03), 8 semanas (Grupo 5 ou G5, n=05) e por 12
semanas (Grupo 6 ou G6,1n1=06). No Grupo Controle (CO, n=06)
os animais foram submetidos a inje¢do retrobulbar de soro fisi-
olégico semanalmente na Orbita direita por 4 semanas. Estas
injecdes apresentavam um volume idéntico as injecdes realiza-
das nos animais dos outros grupos do estudo.

A quantidade injetada de bimatoprost foi de 49 ug, sendo
determinada da seguinte maneira: O medicamento injetado foi o
colirio de bimatoprost 0,03%. O frasco deste colirio contém 3 ml,
sendo que cada ml (41 gotas) contém 0,3 mg de bimatoprost. A
posologia deste colirio é de 1 gota ao dia, ou seja, 7 gotas semanal-
mente. Portanto, se 1 ml de colirio (41 gotas) contém 0,3 mg de
bimatoprost, 1 gota contém 0,007 mg, e 7 gotas contém 0,049 mg
ou 49 ug. Basedo no estudo de Woodward et al® esta dose foi
segura para os animais. Woodward et al © utilizaram 2 gotas didri-
as de bimatoprost 0,1 % em macacas com peso de 2kg e com esta
dose foram detectados tragos de substancias metabdlicas no san-
gue dos animais, garantindo que esta dose nao era toxica. Esta
dose de 2 gotas didrias de bimatoprost 0,1% equivale a 6 gotas
didrias de bimatoprost 0,3%, ou seja, 42 gotas por semana em
animais de 2 kg. Com isso podemos sugerir que em um animal de
400g uma dose de até 8,4 gotas semanalmente ndo é toxica.

Para a aplicagdo do medicamento, os animais foram
anestesiados com uma mistura de xilazina (5 mg/kg) e ketamina
(10 mg/kg) aplicada via intraperitoneal®. Apds indugédo
anestésica, foi feita a antissepsia das palpebras com édlcool iodado
e foi aplicada uma injec@o peribulbar de bimatoprost 0,03% na
orbita direita (49 pg/érbita/semana).

Ap6s o periodo de estudo determinado para cada grupo,
os animais foram sacrificados por inalacdo de CO, e, em seguida,
foram submetidos a exenteracdo orbitdria bilateral com o auxi-
lio de um microscépio cirurgico.

Todo o material exenterado foi enviado para confeccao de
laminas histoldgicas, sendo desprezados os primeiros 100um do
bloco, uma vez que, como observado na fase piloto deste estudo,
nessa regido a presenca de tecido adiposo ¢ maxima para a mai-
oria dos ratos. As Laminas foram submetidas a Coloracao
Hematoxilina-Eosina e Estudo imuno-histoquimico. Com a co-
loracdo Hematoxilina-Eosina, foram realizadas as analises
histolégicas descritiva e morfométrica, sendo que na andlise
morfométrica foram realizadas as estimativas do didmetro dos
adipécitos (Dv), da densidade numérica dos adipdcitos (Nv) e
da densidade de volume dos adipdcitos (Vv). O estudo
imunohistoquimico foi realizado para andlise da marcac@o do
fator de crescimento endotelial vascular - VEGF (anti-VEGF
Igb 1 - Abcam, Cambridge, MA, USA).

Na andlise morfométrica para a estimativa do didmetro
dos adipécitos (Dv) foram selecionadas fotomicrografias de cada
grupo no aumento de 100X . Os dados foram obtidos tomando
a medida do didmetro de 100 adipdcitos por grupo, escolhidos
ao acaso. A seguir, foi realizado o célculo da média das 100 medi-
das para cada grupo. As medidas do didmetro dos adipdcitos
foram feitas utilizando a ferramenta straight line do Programa
Image J Launcher
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Para avaliagdo da densidade de superficie de um determi-
nado componente celular é necessario superpor um reticulo de
linhas a uma fotomicrografia e proceder a contagem do ntimero
de intersecgdes entre a superficie do objeto e as linhas de refe-
réncia. Isso nos dd uma medida da densidade de superficie da-
quele componente, em certa unidade de drea considerada. Para
a estimativa da densidade numérica (Nv) dos adipdcitos estuda-
dos foi utilizado o método proposto por Aherne?, que é dado
pela férmula:

Nv= _2.N, onde:

id+2t

Nv = densidade numérica dos adipdcitos;

N, = nimero de adipdcitos por unidade de drea;

i = nimero de intersecc¢des linha/ adipdcito dividido pelo

niimero de adipdcitos na drea estudada;

d = distancia entre as linhas;

t = espessura do corte.

Para a avaliacdo da densidade de volume dos adipdcitos
(Vv) também foi necessdrio um reticulo de pontos sobreposto a
fotomicrografia e utilizada a relagdo proposta por proposta por
Weibel(13)

Vv = P1/P, onde:]

Vv = densidade de volume de um determinado compo-
nente;

P1 = nimero de pontos incidentes sobre o componente
em estudo;

P = total de pontos incidentes sobre a unidade de volume

Quanto a andlise estatistica, primeiramente realizou-se uma
andlise exploratéria dos dados, com o objetivo de sintetizar uma
série de valores de mesma natureza, permitindo que se tenha
uma visao global da variagdo desses valores, organizando e des-
crevendo os dados por meio de tabelas com medidas descritivas
e de gréficos . O nivel de significAncia adotado foi 5%.

Para as comparacdes foi proposto o modelo de regressao
linear com efeitos mistos. Este modelo ¢ utilizados na andlise de
dados em que as respostas estdo agrupadas, ou seja mais de uma
medida para um mesmo individuo, e a suposi¢do de independén-
cia entre as observagdes num mesmo grupo nao é adequada (9.

REsuLTADOS

Analise histologica descritiva

Em todos os grupos analisados observamos o nervo 6ptico
e as camadas conjuntivas preservadas. A dura méter apresenta-se
como um tecido conjuntivo denso modelado com grande quanti-
dade de vasos de vérios calibres. Ao redor deste tecido conjuntivo
hé pouca quantidade de tecido adiposo que se apresenta como
células esféricas, o citoplasma aparece como um aro periférico, e o
nucleo encontra-se na periferia da célula devido a pressdo causa-
da pela gota lipidica situada no interior do citoplasma.

Grupos 1, 2 e 3. Conforme demonstrado na figura 1, pode-
mos observar que nas Orbitas oculares de ambos os lados (direi-
to e esquerdo) o nervo Optico e as camadas conjuntivas estdo
preservadas. Nota-se na Orbita direita que o tecido conjuntivo
ao redor do nervo Optico apresenta-se mais espesso € com ind-
meros capilares e vasos de varios calibres. Além disso, na 6rbita
direita, podemos observar que a quantidade de tecido adiposo é
menor em relagdo a drbita esquerda (Figura 1). O coldgeno
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fibrilar do tecido conjuntivo apresenta-se corado em rosa e sua
organizacao tipica de tecido conjuntivo denso ndo modelado.

Grupos 4, 5 e 6. Nestes grupos observamos o nervo 6ptico
e camadas conjuntivas preservadas, porém podemos notar gran-
de quantidade de tecido adiposo ao redor do tecido conjuntivo
denso (Figura 1).

Figura 1: Fotomicrografia — Orbita do rato - Aumento de 10X. HE.
a) Animal do Grupo 2 — érbita direita: espessamento da bainha do
nervo Optico e reducdo do volume do corpo adiposo, comparado ao
grupo controle.b) Animal do Grupo 2 - 6rbita esquerda: espessamento
da bainha do nervo 6ptico e redugdo do volume do corpo adiposo,
comparado ao grupo controle, porém em menor intensidade compa-
rado a 6rbita direita do mesmo grupo. ¢) Animal do Grupo 6 — 6rbita
direita: observa-se uma semelhanca com os achados descritos no
grupo controle. d) Animal do Grupo 6 — drbita esquerda: observa-se
uma semelhanca com os achados descritos no grupo controle e na
orbita direita do mesmo grupo. e) Grupo controle.

N- Nervo 6ptico, At- Tecido adiposo, Mt- Tecido muscular, SETA-
Tecido conjuntivo ou dura-mater, *Artéria oftdmica

Analise histologica morfométrica

Andlise comparativa do didmetro dos adipdcitos entre as
orbitas do mesmo grupo

A tabela 1 mostra que quando comparamos o diametro
dos adipdcitos (dia) da 6rbita direita com os da esquerda no
mesmo momento, somente os grupos controle (CO) e G6 (ani-
mais submetidos a aplicacdo de bimatoprost por 3 meses e sus-
pensdo da medicac¢do por 3 meses) apresentam diferenca.

No grupo controle o diametro dos adipdcitos da drbita
direita (OD) é maior (p<0,01) do que os da Orbita esquerda
(OE), pois a ED (estimativa de diferenca) entre a 6rbita direita
e a esquerda € positiva, ou seja:

dia OD CO - dia OE CO = valor positivo

No grupo 6 o didmetro dos adipdcitos da orbita direita
(OD) é menor (p<0,01) do que os da 6rbita esquerda (OE),
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pois a ED (estimativa de diferenca) entre a drbita direita e a
esquerda € negativa, ou seja:
dia OD G6 - dia OE G6 = valor negativo

Tabela 1

Analise comparativa do diametro (um) dos adip6citos
entre as Orbitas direita e esquerda no mesmo grupo

Comparagoes ED Valor p
CO Dir - Esq 0,182 <0,01
Gl Dir - Esq - 0,001 0,99
G2 Dir - Esq 0,027 0,99
G3 Dir - Esq - 0,052 0,28
G4 Dir - Esq - 0,030 0,99
G5 Dir - Esq -0,077 0,06
G6 Dir - Esq - 0,076 <0,01

ED = estimativa da diferenga do diametro do adipdcito entre os grupos

Anadlise comparativa dos valores da média do didmetro
dos adipdcitos entre o grupo controle e os grupos submetidos a
aplicaciio orbitaria de bimatoprost

A tabela 2 mostra a andlise comparativa da média do dia-
metro dos adipdcitos das Orbitas direita (OD) e esquerda (OE)
entre o grupo controle (CO) e os demais grupos do estudo.

Observa-se que o didmetro dos adipdcitos foi menor
(p<0,01) na orbita direita dos animais submetidos a aplicagdo de
bimatoprost por 1, 2 e 3 meses (Grupos 1, 2 e 3, respectivamen-
te), quando comparados a orbita direita do grupo controle, pois
a ED (estimativa da diferenca) entre o Grupo controle e os
Grupos 1, 2 e 3 € positiva, ou seja:

dia ODCO- dia OD(G1, G2 ou G3) = valor positivo

A tabela 2 também mostra que o didmetro dos adipdcitos
foi maior (p<0,01) na 6rbita esquerda dos animais submetidos a
aplicacdo de bimatoprost por 3 meses € com suspensao da medi-
cacdo por 1, 2 e 3 meses (Grupos 4, 5 e 6, respectivamente),
quando comparados a Orbita esquerda do grupo controle, pois a
ED (estimativa da diferenca) entre o Grupo controle e os Gru-
pos 4, 5 e 6 € negativa, ou seja:

dia OECO- dia OE(G4, G5 ou G6)= valor negativo

Tabela 2

Anélise comparativa dos valores da média do diametro
(um) dos adipécitos entre grupos

Orbita direita Orbita esquerda

Comparacoes ED  Valor Comparacoes ED Valor

de p de p
CO-Gl1 0242 <001 CO-G1 0,059 0,85
CO-G2 0242 <001 CO-G2 0,071 0,65
CO-G3 0,206  <0,01 CO-G3 - 0,028 0,99
CO-G4  -0,030 0,99 CO-G4 -0,242 <001
CO-G5  -0,021 0,99 CO-G5 -0,280  <0,01
CO-G6  -0,047 0,92 CO-G6 -0305 <0,01

ED = estimativa da diferenca do didmetro do adipdcito entre os grupos

Analise comparativa dos valores da média do diametro
dos adipécitos entre os grupos submetidos a aplicacio orbitaria
de bimatoprost
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A tabela 3 mostra que o didmetro dos adipdcitos foi me-
nor (p<0,01) nas orbitas direita dos animais submetidos a apli-
cagdo de bimatoprost por 1,2 e 3 meses (Grupos 1,2 e 3, respec-
tivamente), quando comparados ao didmetro dos adipdcitos da
orbita direita dos animais submetidos a aplicagdo de bimatoprost
por 3 meses e com suspensao da medicac@o por 1, 2 e 3 meses
(Grupos 4, 5 e 6, respectivamente), pois a ED (estimativa da
diferenca) entre os Grupos 1,2 e 3 e os Grupos 4, 5 e 6 € negativa,
ou seja:

dia (G1, G2 ou G3) OD - dia (G4, G5 ou G6) OD = valor
negativo

A tabela 3 também mostra que o didmetro dos adipdcitos
foi menor (p<0,01) na 6rbita esquerda dos animais submetidos
a aplicacdo de bimatoprost por 1, 2 e 3 meses (Grupo 1, 2 e 3,
respectivamente), quando comparados ao didmetro dos
adipdcitos da drbita esquerda dos animais submetidos a aplica-
¢do de bimatoprost por 3 meses e com suspensdo da medicacio
por 1, 2 e 3 meses (Grupo 4, 5 e 6 respectivamente), pois a ED
(estimativa da diferenca) entre os Grupos 1,2 e 3 e os Grupos 4,
5 e 6 € negativa, ou seja:

dia (G1, G2 ou G3)OE - dia (G4, G5 ou G6)OE = valor
negativo

Tabela 3
Analise comparativa dos valores da média do diametro

(um) dos adip6citos entre grupos submetidos ao

bimatoprost

Orbita direita Orbita esquerda

Comparacoes ED  Valor Comparacoes ED Valor

de p de p
Gl1-G2 -0,016 0,99 Gl-G2 0,012 0,99
G1-G3 -0,036 0,99 G1-G3 -0,087 0,25
Gl1-G4 -0279 <0,01 Gl-G4 -0,301  <0,01
G1-GS5 -0,289  <0,01 G1-GS5 -0,339  <0,01
G1-G6 -0,289  <0,01 G1-G6 -0,364  <0,01
G2-G3 -0,019 0,99 G2-G3 -0,099 0,12
G2-G4 -0,255 <0,01 G2-G4 -0,313  <0,01
G2-GS5 -0,247  <0,01 G2-GS5 -0,351  <0,01
G2-G6 -0273  <0,01 G2-G6 -0,376  <0,01
G3-G4 -0,236  <0,01 G3-G4 -0,214  <0,01
G3-GS5 -0,228  <0,01 G3-GS5 -0,252  <0,01
G3-G6 -0,254  <0,01 G3-G6 -0,277  <0,01
G4 -GS -0,008 0,99 G4 -G5 -0,038 0,99
G4 - G6 -0,017 0,99 G4 -Go6 -0,063 0,86
G5-G6 -0,026 0,99 G5-Go6 -0,025 0,99

ED = estimativa da diferenca do didmetro do adipdcito entre os grupos

Anilise descritiva do nimero de adipécitos, da média do
diametro dos adipécitos (um) e da porcentagem do volume
orbitario preenchido pelo tecido adiposo em cada grupo

A tabela 4 mostra que houve uma redugiao no niimero de
adipdcitos nos animais submetidos continuamente a aplicagio de
bimatoprost na 6rbita direita durante 1, 2 e 3 meses (Grupos 1, 2
e 3, respectivamente), quando comparado ao grupo controle. Esta
reducdo numérica foi maior na 6rbita direita (local de aplicagdo
do bimatoprost) do que na esquerda. Observa-se também que,
apos a suspensao da medicacdo por 1,2 e 3 meses (Grupos 4, 5 e
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6, respectivamente), houve um aumento no nimero de adipdcitos,
numericamente parecido com os achados do Grupo controle.

Quanto a média do didmetro dos adipdcitos, a tabela 4
mostra redugdo destes valores quando comparados aos do Gru-
po controle. Esta reducdo foi maior na drbita direita do que na
esquerda. Observa-se também que, apds a suspensdo da medi-
cagdo por 1, 2 e 3 meses (Grupos 4, 5 e 6, respectivamente),
houve um aumento na média do didmetro dos adipdcitos, nume-
ricamente parecidos na Orbita direita e maiores na esquerda
quando comparados aos valores do grupo controle.

Nota-se que o corpo adiposo nos animais submetidos con-
tinuamente a aplicacdo de bimatoprost na Orbita direita durante
1,2 e 3 meses (Grupos 1, 2 e 3, respectivamente) apresenta um
volume menor na érbita quando comparado ao dos animais do
Grupo controle, tanto a direita como a esquerda. Observa-se
também que, apds a suspensdo da medicagdo por 1, 2 e 3 meses
(Grupos 4, 5 e 6, respectivamente), o corpo adiposo orbitédrio
apresenta um volume numericamente parecido com o CO e um
volume maior quando comparados aos valores dos animais que
foram expostos ao bimatoprost continuamente.

Tabela 4

Analise descritiva do nimero de adipdcitos, da média do
diametro dos adipdcitos (um) e a porcentagem do volume
orbitario preenchido pelo corpo adiposo em cada grupo

Grupo Orbita  Nap Dia Vol
CO Dir 145.8 0,5 35
Esq 185 0,33 46
G1 Dir 89 0,25 26
Esq 124 0,25 32
G2 Dir 72 0,27 23
Esq 150 0,24 36
G3 Dir 84,56 0,28 252
Esq 128,67 0,34 32,6
G4 Dir 173,95 0,52 394
Esq 241 0,55 48,8
G5 Dir 187,75 0,51 414
Esq 189 0,58 41,6
G6 Dir 177,77 0,53 40
Esq 199 0,6 42

Nab = niimero de adipdcitos
Dia = média do didmetro dos adipdcitos
Vol = Porcentagem do volume orbitdrio composto pelo corpo adiposo

Analise Imuno-histoquimica

Grupos 1, 2 e 3. Os resultados obtidos no estudo imuno-
histoquimico do anti-VEGF revelam que hd marcacdo positiva
(cor acastanhada) somente nas Orbitas direitas dos grupos tra-
tados (Figura 2). No Grupo controle a marcagio, embora positi-
va, ocorreu com pouca intensidade.

Grupos 4, 5 e 6. Os resultados imuno-histoquimicos para
identificacdo do VEGF mostram marcacao positiva (cor acasta-
nhada), porém com menor intensidade (Figura 2) em compara-
¢do ao observado nos grupos 1, 2 e 3.

DiscussAo

Este estudo traz uma descrig¢do das alteragdes histoldgicas
e imuno-histoquimicas do tecido conjuntivo orbitdrio apds inje-

Rev Bras Oftalmol. 2016; 75 (4): 300-7

Figura 2 : Fotomicrografia — Orbita do rato. IH. a) Aumento de 40X
—VEGTF - Grupo controle — drbita esquerda. Auséncia de neovasos.
b) Aumento de 40X — VEGF - Grupo 1 - 6rbita esquerda. Presenca
de neovasos ¢) Aumento de 40X — VEGF - controle — drbita direita.
Auséncia de neovasos d) Aumento de 40X - VEGF - Grupo 1 -
orbita direita. Presenca de neovasos. ¢) Aumento de 40X — VEGF -
Grupo 5 - 6rbita esquerda. Auséncia de neovasos. f) Aumento de
40X — VEGF - Grupo 5 - ¢rbita direita. Auséncia de neovasos

N- Nervo 6ptico, SETA- Tecido conjuntivo ou dura-mdter, *Artéria
oftdmica

¢do retrobulbar de bimatoprost 0,03%. Sdo descritos na litera-
tura apenas os achados clinicos adversos ao uso do colirio de
bimatoprost 0,03% em pacientes glaucomatosos. Peplinski e Smith
relataram sulcos palpebrais superiores profundos unilaterais e
ipsilaterais ®¥. Filippopoulos et al. descreveram sulcos palpebrais
superiores profundos, aparente enoftalmo e atenuagdo da
dermatocdlase. Baseada principalmente nas propriedades
farmacoldgicas do bimatoprost a hipdtese de que estas altera-
¢des palpebrais e orbitdrias fossem decorrentes da redugdo da
gordura pré-aponeurdtica e orbitdria foi aventada (31617, Ain-
da que haja uma pequena diferenga na anatomia e fisiologia da
Orbita entre as espécies, os conhecimentos adquiridos em estu-
dos com animais podem auxiliar em pesquisas nos humanos.

O rato (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar foi
escolhido para este estudo devido ao seu tamanho, facilidade de
manuseio, disponibilidade, nimero de animais necessario para
estudo comparativo, anatomia e fisiologia orbitdria e palpebral
semelhantes a humana®”. A escolha de animais adultos foi
fundamentada na necessidade de evitar um crescimento da cavi-
dade orbitdria e de seu conteido durante o estudo, principal-
mente nos animais que participaram do estudo por 24 semanas
(Grupo 6). Foram utilizadas apenas machos, com o intuito de
padronizar os grupos.

O ndmero de animais que participaram deste estudo foi
definido pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
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(CEEA) da FMABC sendo autorizado o minimo suficiente para
o desenvolvimento do estudo e andlise estatistica.

Os animais foram divididos em 7 grupos de 6 animais,
totalizando 42 animais. Houveram 6 6bitos durante o periodo de
seguimento do estudo distribuidos da forma seguinte: G1 (1
6bito), G3 (1 6bito), G4 (3 6bitos), G5 (1 6bito).

Os animais dos grupos G1, G2 e G3 foram expostos a
injecdo retrobulbar unilateral (6rbita direita) de bimatoprost
0,03% semanalmente por 4, 8 e 12 semanas, respectivamente. O
periodo de exposicdo foi assim definido pois a literatura relata
que o aparecimento dos efeitos adversos em pacientes
glaucomatosos sdo observados principalmente 3 meses apds o
inicio do uso do colirio de bimatoprost 0,03% 3. A injecdo
unilateral retrobulbar permite determinar se os efeitos adver-
sos sdo locais ou sistémicos.

Apb6s o periodo méaximo de exposi¢do ao bimatoprost 0,03%,
os animais dos grupos G4, G5 e G6 foram sacrificados apds 4, 8 e 12
semanas sem medicacgdo, respectivamente. O objetivo da andlise
destes grupos foi de observar o desaparecimento das alteragdoes do
tecido conjuntivo orbitario apds a suspensdo do bimatoprost 0,03 %
e 0 tempo necessario para esta reversdo. Alguns autores relatam a
melhora dos sinais ap6s a suspensdo da medicacao” .

Os animais do G7 (Grupo controle) foram submetidos a
inje¢do unilateral retrobulbar (6rbita direita) de solugdo salina
semanalmente por 4 semanas com o objetivo de excluir possi-
veis alteracdes do tecido conjuntivo orbitdrio desencadeados
por processos inflamatdrios relacionados ao trauma orbitario
(injecao retrocular).

A via de administracdo do bimatoprost 0,03% escolhida
para este estudo foi a injecao retrobulbar a qual assegura que o
tecido orbitério foi exposto a dose da medicacao durante todo o
periodo preconizado para cada grupo. A dose utilizada para
cada injecao foi equivalente a dose semanal de bimatoprost 0,03 %
preconizada para o tratamento do glaucoma (7 gotas = 49 ig).

No presente estudo foi observada uma redugio do didme-
tro e do nimero de adipdcitos nas 6rbitas que foram submeti-
das ininterruptamente as injecdes semanais de bimatoprost
0,03% por 30, 60 e 90 dias (Grupo 1, 2 e 3, respectivamente) em
relacdo ao grupo controle. Este resultado sugere que o
bimatoprost reduz a quantidade e o volume das células adiposas.
Choi et al. concluiram que o bimatoprost inibe tanto a diferen-
ciagdo dos pré-adipdcitos como o actimulo lipidico intracelular®.
Segundo Kim , os andlogos da prostaglandina apresentam um
evento inibitério especialmente no estagio tardio da diferencia-
¢do dos adipdcitos”.

Também foi observada uma redugio do didmetro e do nu-
mero de adipdcitos na 6rbita direita dos animais dos Grupos 1, 2
e 3, quando comparado a érbita direita dos animais dos Grupos 4,
5 e 6 (animais submetidos ininterruptamente as injecoes semanais
de bimatoprost 0,03% por 90 dias, seguidas pela suspensao da
medicagio por 30, 60 e 90 dias, respectivamente). Estes resultados
sugerem que a suspensdo do bimatoprost 0,03% por 30 dias é
suficiente para a reversao do seu efeito no tecido adiposo.

O efeito reversivel do bimatoprost € relatado na literatura.
Yam et al®® descreveram aprofundamento do sulco palpebral
superior bilateralmente em um paciente asidtico que utilizou
bimatoprost 0,03% diariamente por trés meses, sendo observa-
da melhora dos sinais quatro semanas apds a suspensao da
medicacdo. Filippopoulos et al.') observaram atenuagdo parcial
ou completa dos sulcos palpebrais superiores profundos e do

enoftalmo em usudrios cronicos de bimatoprost 0,03% apds trés
a seis meses da suspensdo do bimatoprost.

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa
entre o didmetro dos adipdcitos nas drbitas direita e esquerda
nos grupos 1, 2 e 3, e tampouco nos grupos 4, 5 e 6. Estes resul-
tados demonstram uma similaridade do didmetro dos adipdcitos
entre a Orbita direita e esquerda nos animais do mesmo grupo, e
sugerem um efeito sistémico e reversivel da injecao orbitaria de
bimatoprost, uma vez que a injegdo era unilateral (6rbita direi-
ta). Um estudo em macacos ¥ demonstrou que a administracao
sistémica do bimatropost ocasiona efeitos adversos mais preco-
ces, relatando a presenga de um proeminente sulco periorbitario
e aumento da fenda palpebral com a administracdo intravenosa
de bimatoprost por 17 semanas. Os mesmos sinais foram obser-
vados na maioria dos macacos estudados 6 meses apds o inicio
do uso de bimatoprost colirio em doses de 0,03%, duas vezes ao
dia, ou 0,1%, uma vez ao dia. Estudos farmacocinéticos® realiza-
dos em macacos demonstraram que em uma Unica instilacdo de
bimatoprost 0,1% colirio foi observada uma concentragdo duas
mil vezes maior de bimatoprost nas palpebras do que no humor
aquoso, e 16 vezes maior na iris e no corpo ciliar, o que indica
significante absor¢do periorbitdria da medicacao, justificando os
efeitos adversos locais.

O diametro dos adipdcitos da drbita direita do grupo con-
trole (6rbita submetida a injecdo de solucdo salina semanal por
30 dias) foi maior quando comparado a Orbita esquerda dos
animais do mesmo grupo, e as orbitas direita e esquerda dos
grupos 1, 2 e 3. Por outro lado, o didmetro dos adipdcitos da
orbita direita do CO foi semelhante aos achados da 6rbita direi-
ta e esquerda dos grupos 4, 5 e 6. Estes achados sugerem que: 1)
o trauma orbitdrio e/ou a solucdo salina podem ser um estimulo
para aumento do didmetro dos adipdcitos, e que o bimatoprost
pode ser o responsavel pela redugdo deste didmetro e do nime-
ro de células lipidicas; 2) apds a suspensdo do bimatoprost hou-
ve estimulo compensatério para o aumento do diametro e do
numero das células adiposas.

Apesar da redugdo volumétrica do corpo adiposo e numé-
rica dos adipdcitos, um aumento significativo de vasos e capila-
res (neovascularizacdo) e um remodelamento e espessamento
das fibras de coldgeno foram observados nos animais dos gru-
pos 1,2 e 3 em relagdo ao grupo controle. Nos grupos 4, 5 e 6 ndao
foram observados neovasos, tampouco remodelamento e
espessamento das fibras de coldgeno. Estes resultados sugerem
que o bimatoprost altera, além do tecido adiposo, outros com-
ponentes do tecido conjuntivo, e que este efeito adverso tam-
bém € reversivel.

A descricao da prostaglandina (PG) como uma promoto-
ra de neovascularizagao € relatada na literatura, especialmente o
subtipo PGE, "V Trata-se de uma das substancias utilizadas para
promover a angiogénese terapéutica. E uma substancia
vasodilatadora e inibidora da agregacdo plaquetdria. Apresenta
ainda atividade na ativac@o da fibrinélise, na modulacdo da pro-
liferagao celular, fibrinogénese, na atividade hemorreolégica so-
bre o eritrécito, na inibicdo e na ativagido de neutroéfilos, e ainda
melhora a utilizagdo do oxigénio e da glicose pelos tecidos®.

Além desses efeitos, hd evidéncias de que a PGE estimule
a angiogénese em situacdes de isquemia miocdrdica®®. A
angiogénese ¢ modulada por fatores de crescimento que se loca-
lizam nas células endoteliais ¢ na matriz extracelular®20.
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O VEGEF estd associado ao inicio do processo de
neoformacgdo vascular, e é considerado um marcador confiavel
do processo®. No presente estudo, a andlise imuno-histoquimica
demonstrou positividade do anticorpo anti-VEGEF, somente nas
Orbitas direitas dos grupos tratados com bimatoprost. A pre-
senca de neovasos e o0 aumento da trama vascular podem contri-
buir para a reducdo do corpo adiposo local devido ao aumento
da temperatura, semelhante ao que ocorre nas varizes
orbitdrias®). Ndo hd na literatura nenhum estudo que
correlacione o bimatoprost ao aparecimento de neovascula-
riza¢do ocular ou periocular. Scherer, em 2006, ndo encontrou
relagdo entre o uso cronico de colirio de bimatoprost e o apare-
cimento de membrana coroideana neovascular em pacientes
portadores de GCPAA e DMRI @2.

Alteragdes nas fibras coldgenas decorrentes do uso de PG
sdo relatadas na literatura e divergem conforme o tipo da PG.
Em um estudo realizado em ratos, a microscopia eletronica da
pele revelou alteragdes estruturais das células epidérmicas e
fibroblastos apds a administracdo de PG-E, incluindo um au-
mento nos polirribossomos, reticulo endoplasmatico, granulos
de queratohialina e dilatacao dos espacos intercelulares; enquanto
a PGF2alfa induziu uma citélise avancada e desintegragdo celu-
lar. A microscopia eletronica de varredura mostrou fibras
coldgenas hipertrofiadas em ratos tratados com PGE; no entan-
to, uma ruptura e a desintegracdo das fibras coldgenas ocorre-
ram em ratos tratados com PG-F2alfa. Estes resultados demons-
tram que as prostaglandinas sdo potentes reguladores da estru-
tura celular da epiderme e do metabolismo, bem como para a
sintese de coldgeno™. Em outro estudo realizado em coelhos
observou-se que a exposicdo repetida do tenddo de Aquiles a
PG-E2 pode causar uma redugdo do coldgeno tipo I, um aumen-
to do coldgeno tipo III, uma reduc@o na unidade de densidade
das fibras coldgenas e uma reducgdo no didmetro das fibras de
colageno, o que estaria relacionado a uma tendinopatia®®.

Em olhos de coelhos tratados com colirio de andlogo de PG-
F2alfa observou-se um infiltrado inflamatério conjuntival difuso e
moderado, porém sem alteragdes na espessura epitelial conjuntival
ou maior densidade de coldgeno subconjuntival®. No presente
estudo foi observado um espessamento das fibras coldgenas da
cavidade orbitdria nos grupos que receberam o bimatoprost.

Na literatura é citado que o bimatoprost difere das
prostaglandinas, pois ndo estimula os receptores prostanoides,
nao € mitogénico, ndo contrai o utero humano e ¢ eletroqui-
micamente neutro’?. Entretanto, neste estudo, observou-se a
presenca de neovasos, reducdo do didmetro e do nimero de
adipdcitos, além de alteracdes de fibras do tecido conjuntivo
orbitdrio durante a administracdo do bimatoprost, sugerindo
uma ativacdo dos receptores prostanoides.

Os efeitos adversos do bimatoprost observados neste
estudo foram consequentes a aplicacdo retrobulbar da medica-
¢do, porém nao podemos considerar que as mesmas alteracdes
serdo observadas caso a medicacdo seja administrada sob a for-
ma de colirio. Com isso novas pesquisas devem ser realizadas
para observarmos as possiveis alteracdes do tecido conjuntivo
orbitario apds instilacdo continua bimatoprost 0,03% colirio e
compararmos aos resultados deste estudo.

CONCLUSAO

Neste estudo observou-se as seguintes alteracdes po-
tencialmente reversiveis do tecido conjuntivo orbitario nos
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ratos submetidos a injecdo retrobulbar de bimatoprost: redu-
¢ao da quantidade, do diametro e do volume das células
adiposas orbitdrias; neovascularizacao local e espessamento
e remodelamento das fibras de coldgeno na cavidade orbitaria.
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