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RESUMO

Objetivos: Comparar a concentragdo total de proteinas no humor aquoso
entre pacientes com glaucoma primdrio de angulo aberto e sem glaucoma.
Métodos: Foram coletadas amostras de humor aquoso de 22 pacientes
com glaucoma primdrio de angulo aberto (grupo GPAA) no momento da
trabeculectomia. Na coleta, 0,1 mL de humor aquoso foi aspirado da
camara anterior através de uma agulha de calibre 26, no inicio do
procedimento cirtdrgico. Coleta semelhante foi realizadaem 22 pacientes
sem glaucoma no inicio da cirurgia de catarata (grupo controle). A
amostra de humor aquoso foi armazenada a -20°C apés a coleta. A
concentragdo total de proteinas no humor aquoso foi determinada por
meio de um teste colorimétrico. Resultados: A média geométrica da
concentragdo total de proteinas no humor aquoso foi de 32 mg/dL
(amplitude: 8—137 mg/dL) no grupo glaucoma primario de angulo aberto
e de 16 mg/dL (amplitude: 2—85 mg/dL) no grupo controle. A razao da
concentragdo total de proteinas no humor aquoso entre estes dois
grupos foi de 2,0 (intervalo de confianca de 95%: 1,3 a 3,2; p=0,003).
Conclusoes: A concentrac¢ao total de proteinas no humor aquoso de
pacientes com glaucoma primdrio de angulo aberto foi aproximadamente
duas vezes maior quando comparada aos pacientes sem glaucoma.

Descritores: Glaucoma de angulo aberto; Proteinas; Humor aquoso; Catarata; Pressdo
intra-ocular; Estudo comparativo

INTRODUGAO

O glaucoma primdrio de angulo aberto (GPAA) € a forma mais comum de
glaucoma. Proje¢des recentes estimam que, no mundo todo, 60,5 milhdes de
pessoas apresentardo alguma forma de glaucoma em 2010, sendo o GPAA
responsdvel por 74% dos casosV. Apesar de tratar-se de doenca multifato-
rial®, o principal fator de risco para glaucoma é a presséo intra-ocular (P10)
elevada®™.

Esta elevacdo da PIO seria secunddria ao aumento da resisténcia a
drenagem do humor aquoso através da malha trabecular, principalmente em
sua porgdo justacanalicular®. As causas do aumento de resisténcia na
malha trabecular ainda nao sdo bem determinadas. No entanto, é provavel
que alteracdes bioquimicas, tais como, diferencas na concentragao de dcido
hialurdnico® e dcido ascérbico”, além de proteinas, como fator transforma-
dor de crescimento beta-2®, endotelina?, cochilina” e transferrina'?,
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presentes no humor aquoso e na malha trabecular de pacientes
com glaucoma, estejam envolvidas na patogénese da doenga.

Em relacdo a concentracdo total de proteinas no humor
aquoso, em determinado estudo, avaliaram pacientes com
GPAA, sindrome de pseudo-esfoliac@o e catarata’>'». Os pa-
cientes com pseudo-esfoliagdo e GPAA apresentaram valores
mais elevados de proteinas no humor aquoso quando compa-
rados ao grupo controle. Em diferentes trabalhos de um mes-
mo grupo, foram descritos depdsitos da proteina cochilina na
malha trabecular de pacientes com GPAA!!"!9, Esta proteina,
inicialmente descrita em pacientes com surdez neurosensorial,
ja havia sido observada pelo mesmo grupo de pesquisadores
depositada na malha trabecular de camundongos com glauco-
ma induzido"™.

Em nosso meio, s@o escassas as publicacdes que tratam do
conteido protéico do humor aquoso de pacientes com
GPAAU17, Nestes estudos, comparando-se pacientes com
GPAA e catarata, ndo foram encontradas diferengas significa-
tivas entre os grupos, contrariando resultados publicados na
literatura internacional. Diante disto, este estudo foi elabora-
do para comparar a concentracao total de proteinas no humor
aquoso entre pacientes com GPAA e individuos sem glauco-
ma em nosso meio.

METODOS

O protocolo deste estudo prospectivo foi aprovado pelo
comité de ética da Universidade Federal de Sdo Paulo. Foi
obtido consentimento livre e esclarecido de cada paciente
envolvido. O estudo foi desenvolvido seguindo as diretrizes
da Resolug@o 196/96 e da Declaracdo de Helsinque.

Pacientes

Foram incluidos neste estudo 22 pacientes (22 olhos) com
GPAA nio controlados clinicamente e 22 pacientes (22 olhos)
sem glaucoma. Os pacientes do grupo GPAA seguiram os se-
guintes critérios de inclusio: PIO acima da pressdo alvo mesmo
com o uso de medicacdo antiglaucomatosa maxima, alteracdes
do disco 6ptico sugestivas de glaucoma, defeito de campo
visual compativel com dano glaucomatoso, gonioscopia apre-
sentando angulo aberto 360 graus sem alteragcdes patoldgicas e
auséncia de qualquer outra patologia ocular associada signifi-
cante. As alteracdes do disco 6ptico consideradas sugestivas
de glaucoma foram: escavagao vertical maior que 0,5, assimetria
de escavacdo entre os olhos maior que 0,2, defeito localizado da
rima neural ou hemorragia peripapilar. As alteragdes de campo
visual (Humphrey SITA 24-2, Carl Zeiss Meditec, Dublin, CA,
EUA) consideradas sugestivas de glaucoma foram: defeito peri-
métrico formado por trés ou mais pontos adjacentes nao perifé-
ricos com p<5% no grafico do “pattern deviation” ou indice
“pattern standard deviation” (PSD) <5% ou “glaucoma hemi-
field test” (GHT) fora dos limites normais.

O grupo controle foi composto de pacientes apresentando
catarata senil com PIO menor que 21 mmHg, aparéncia normal
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do disco 6ptico e auséncia de outras alteragdes oculares sig-
nificativas.

Coleta e andlise das amostras

Foram coletadas amostras de humor aquoso de 22 pacien-
tes com GPAA sem controle medicamentoso logo no inicio da
trabeculectomia (grupo GPAA). Na coleta foi aspirado 0,1 mL
de humor aquoso da cAmara anterior através de uma agulha de
calibre ("gauge") 26. O mesmo procedimento foi realizado com
22 pacientes sem glaucoma logo no inicio da realizagdo da
cirurgia de catarata (grupo controle). A amostra de humor
aquoso foi armazenada a -20°C imediatamente apés a coleta.

A concentragdo total de proteinas no humor aquoso foi
feita por meio de um teste colorimétrico de acordo com as
especificacdes do fornecedor (Protein Assay Kit — Bio-Rad
Laboratories, CA,USA). Neste teste, 20 microlitros de cada
amostra de humor aquoso (diluido 1:10 em 4gua destilada)
bem como uma curva padrdo (0 a 40 mg/dL) de albumina
bovina (Sigma, Téquio, Japao) foram aplicados em placas
“multiwell” do tipo ELISA (Immunoplate polysorp, Nunc,
Roskilde, Dinamarca), em duplicatas. Em cada “well”, conten-
do as amostras e a curva padrao, foram adicionados 200 micro-
litros do reagente colorimétrico e, a seguir, a absorbancia foi
determinada, a 630 nandmetros, em espectrofotometro ELX-
800 (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, EUA). A quantifica-
¢do do total de proteinas (em mg/dL) foi feita comparando-se a
absorbancia obtida em cada amostra com a absorbancia da
curva padrao. Nossa opgao por esse método se baseou em sua
eficiéncia e praticidade, principalmente quando comparado
aos utilizados em estudos anteriores. Na técnica de eletrofore-
se em gel de Laemli, por exemplo, sdo necessarios dois dias
para a quantificacdo do total de proteinas (um dia para o
preparo do gel e mais um dia para a eletroforese e densitome-
tria), enquanto no método colorimétrico, toda a andlise pode
ser feita em menos de duas horas.

O teste r de Student para amostras independentes foi utiliza-
do na comparagdo entre os grupos com relacdo a idade e a
concentracao total de proteinas (apds transformagao logaritmi-
cadevido a distribui¢ao assimétrica positiva) no humor aquoso.
Foi adotado o nivel de significancia estatistica de 0,05.

RESULTADOS

As médias (desvios-padrao) de idade nos grupos GPAA e
controle foram, respectivamente, 64,6 anos (9,7) e 67,7 anos
(8,3) (p=0,27). A proporg¢do de pacientes do sexo feminino em
relagdo ao masculino foi de 1,4:1 (13 mulheres /9 homens) no
grupo GPAA e de 2,1:1 (15 mulheres / 7 homens) no grupo
controle. Nenhum paciente avaliado havia sido submetido a
cirurgia ocular prévia. No grupo GPAA, todos os pacientes
apresentavam razao linear escavacgdo/disco maior ou igual a
0,8 e estavam utilizando uma combinag@o de duas ou mais
medicagdes antiglaucomatosas antes da cirurgia (Tabela 1).
Todos os pacientes deste grupo estavam em uso de maleato
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas do grupo de pacientes com glau-
coma primario de angulo aberto
Paciente Sexo Idade Razao Medicacao
(anos) linear vertical
escavacao/disco
1 Feminino 77 1,0 Ti+Br+Tr
2 Feminino 65 1,0 Ti+Tr
3 Feminino 71 0,9 Ti+Do+Br
4 Feminino 65 0,8 Ti+Br+Bi
5 Feminino 64 0,9 Ti+Br+Bi
6 Masculino 69 1,0 Ti+La
7 Masculino 76 1,0 Ti+Tr
8 Masculino 73 0,8 Ti+Tr
9 Feminino 40 1,0 Ti+Tr
10 Masculino 42 0,9 Ti+Bz
11 Masculino 70 0,9 Ti+Br
12 Masculino 67 1,0 Ti+Br+Tr
13 Feminino 61 1,0 Ti+Br+Tr
14 Feminino 63 0,9 Ti+Do+Tr
15 Masculino 57 1,0 Ti+Do+Tr
16 Feminino 60 0,9 Ti+Do+Tr
17 Feminino 58 0,9 Ti+Br
18 Feminino 70 1,0 Ti+Br+La
19 Feminino 64 1,0 Ti+Tr
20 Feminino 62 1,0 Ti+Br+Tr
21 Masculino 79 1,0 Ti+Br+Tr
22 Masculino 70 1,0 Ti+Br+Bi
Ti=maleato de timolol 0,5%; Br=tartarato de brimonidina 0,2%; Tr=travaprosta
0,004%; Do= dorzolamida 2%; Bz= brinzolamida 1%; Bi= bimatoprosta 0,03%;
La= Latanoprosta 0,005%.

de timolol 0,5%. Em 18 pacientes (82%), andlogos de prosta-
glandina ou prostamida estavam sendo administrados. Em
relacdo as outras medicagdes, 12 pacientes (55%) estavam em
uso de alfa-agonistas e 5 pacientes (23%) utilizavam inibido-
res topicos da anidrase carbdnica.

A média geométrica da concentracdo total de proteinas no
humor aquoso foi de 32 mg/dL (amplitude: 8—137 mg/dL) no
grupo GPAA e de 16 mg/dL (amplitude: 2—85 mg/dL) no grupo
controle. A razdo da concentragdo total de proteinas no humor
aquoso entre os grupos foi de 2,0 (intervalo de confianga de
95%:1,3a3,2; p=0,003).

DISCUSSAO

Neste estudo, observou-se que a concentracdo total de
proteinas no humor aquoso de pacientes com GPAA foi o
dobro da encontrada em pacientes sem glaucoma. Estes resul-
tados sdo concordantes com os encontrados na literatura
mundial®!®?, Em determinado estudo, no qual foram avalia-
dos 36 pacientes com GPAA e 33 sem glaucoma, encontrou-se
uma diferenca ainda maior entre os grupos, com valores de
62,11 mg/dL e 11,87 mg/dL, respectivamente?.

Por outro lado, dois estudos publicados na literatura na-
cional ndo observaram diferengas entre pacientes com e sem
glaucoma. No primeiro estudo, foram encontrados valores de

19,35 mg/dL em pacientes com GPAA e 20,54 mg/dL em indivi-
duos sem glaucoma"®. No segundo, em um estudo que ava-
liou tanto pacientes com glaucoma associado a pseudo-esfo-
liagdo quanto com GPAA, foram observados concentragdes
de 24,69 mg/dL em individuos com GPAA e de 21,88 mg/dL em
pacientes sem glaucoma”. Esta diferenca em relagio aos re-
sultados que encontramos talvez possa ser explicada por duas
razdes: uso de medicagdo antiglaucomatosa e método de do-
sagem de proteina.

Os pacientes com GPAA, nos dois estudos supracitados,
ndo estavam em uso de medicac¢do antiglaucomatosa ou tive-
ram o tratamento suspenso 48 horas antes da cirurgia. Em
nosso estudo, todos os pacientes com glaucoma estavam em
uso de pelo menos duas medicagdes e nao houve interrupgao
do tratamento antes da cirurgia.

Em relagdo a andlise quantitativa de proteinas no humor
aquoso, o método utilizado no primeiro estudo® foi a técnica
de eletroforese em gel de Laemli, enquanto que em nosso estu-
do optamos pela andlise por meio de um teste colorimétrico.

Estudos na literatura demonstraram aumento da concen-
tracdo total de proteinas em pacientes com GPAA®C1%12 ¢
associaram esta alteragdo a dois mecanismos principais: que-
bra de barreira hemato-aquosa® e uso de medicagdo anti-
glaucomatosa®20,

O mecanismo de quebra de barreira tem sido implicado
como o principal responsdvel pelo aumento de proteinas no
humor aquoso de pacientes com GPAA!32D, Este mecanismo
pode ser demonstrado através de estudos com angiofluores-
ceinografia e iridocromoscopia iriana®'-*». Foram observadas
na angiofluoresceinografia alteracdes da permeabilidade vas-
cular iriana, secunddrias a hipoperfusdo e microneovasculari-
zacdo no circulo arterial menor e na regido ciliar.

Em relagdo ao uso de medicacdes antiglaucomatosas, estu-
dos prévios demonstraram aumento na concentragdo total de
proteinas no humor aquoso com o uso tépico de maleato de
timolol 0,5%. Provavelmente este aumento de concentracio se
deve a uma diminui¢do da ultrafiltracdo"*>”. Em um estudo
onde se comparou latanoprosta em diferentes concentracdes e
maleato de timolol 0,5%, foi demonstrado que apenas o timolol
estava relacionado ao aumento na concentragao total de protei-
nas no humor aquoso®. Todos os pacientes em nosso grupo
de GPAA estavam utilizando maleato de timolol 0,5%, o que
poderia ser uma explica¢do para a maior concentragdo de protei-
nas nesse grupo. Quanto ao efeito de outras medicagdes anti-
glaucomatosas, foi descrito um aumento na concentracdo total
de proteinas no humor aquoso apds administracdo oral de
500 mg de acetazolamida®. Apés extensa revisao da literatura,
ndo encontramos relatos sobre a influéncia do uso de inibidores
topicos da anidrase carbonica ou de alfa-agonistas na concen-
tracdo total de proteinas no humor aquoso.

O grupo controle ideal seria composto por pacientes sem
alteragcdes oculares. Entretanto, seria antiético colhermos hu-
mor aquoso de pacientes sem indicacdo cirtrgica. Desta forma,
optamos por colher de pacientes que seriam submetidos a cirur-
gia de catarata. Em rela¢do a influéncia da catarata sobre a
concentracdo protéica do humor aquoso, foi demonstrado ante-
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riormente ndo haver diferencas entre a concentragdo total de
proteinas de pacientes com catarata, pseudofacicos e afaci-
cos®. Entretanto, nos casos de glaucoma facolitico, ocorre um
aumento da concentrag¢@o de proteina no humor aquoso®®. No
entanto, nenhum paciente do grupo controle do presente estu-
do apresentava-se com glaucoma facolitico. Diante disto, acre-
ditamos que a concentracdo de proteinas no humor aquoso em
pacientes com GPAA em tratamento clinico seja maior do que
em individuos nfo-glaucomatosos portadores de catarata senil.

CONCLUSOES

No presente estudo, a concentragdo total de proteinas no
humor aquoso de pacientes com GPAA em tratamento clinico
foi duas vezes superior em relagdo a individuos nao glaucoma-
tosos portadores de catarata senil. Futuros estudos se fazem
necessarios para elucidar o real efeito das drogas antiglauco-
matosas neste sentido e o eventual papel deste achado na
fisiopatologia do glaucoma, caso ocorra mesmo na auséncia
do uso de drogas.

ABSTRACT

Purpose: To compare total protein concentration in the
aqueous humor of primary open-angle glaucoma and non-glau-
comatous patients. Methods: Aqueous humor samples were
obtained from 22 patients just before trabeculectomy for
clinically uncontrolled primary open angle glaucoma (POAG
group). Aqueous humor (0.1 mL) was aspirated by inserting a
26-gauge needle into the anterior chamber. The same procedure
was performed in 22 non-glaucomatous patients just before
cataract surgery (control group). Immediately after collection,
the aqueous humor was stored at -20°C. Aqueous humor total
protein concentration was determined using a colorimetric
assay. Results: The geometric mean of total protein concen-
tration of the aqueous humor samples was 32 mg/dL (range:
8—137 mg/dL) in the primary open angle glaucoma group and
16 mg/dL (range: 2-85 mg/dL) in the control group. The ratio of
the protein concentration between the two groups was 2.0 (95%
confidence interval: 1.3 to 3.2; p=0.003). Conclusions: The total
protein concentration in primary open-angle glaucoma aqueous
humor was approximately two times higher than that in non-
glaucomatous subjects.

Keywords: Glaucoma, open-angle; Proteins; Aqueous humor;
Cataract; Intraocular pressure; Comparative study
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