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Resumo 
 

 

FURTADO, J.M.F. Inflamação conjuntival subclínica em pacientes com 
glaucoma primário de ângulo aberto e resultados cirúrgicos de 
trabeculectomia. 2010. 98f - Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de 
Ribeirão Preto, Universidade São Paulo, Ribeirão Preto, 2010. 
 

Introdução: Pacientes em uso de drogas antiglaucomatosas desenvolvem 

inflamação conjuntival clínica ou subclínica, mas não é claro se esta inflamação 

afeta os resultados cirúrgicos da trabeculectomia. Objetivo: O objetivo deste 

estudo é verificar se há correlação entre expressão conjuntival do marcador 

imunogenético HLA-DR (Human Leukocyte Antigen-DR) e pela presença de 

neutrófilos em lâminas coradas por Hematoxilina-Eosina (HE) e resultados da 

trabeculectomia em pacientes com glaucoma primário de ângulo aberto. 

Pacientes e Métodos: O estudo foi conduzido em 28 pacientes (34 olhos) 

portadores de glaucoma primário de ângulo aberto submetidos à 

trabeculectomia. Biópsias de conjuntiva bulbar inferior foram coletadas no 

momento da cirurgia e preparadas para análise imunohistoquímica e também 

coradas com HE. A expressão de HLA-DR no epitélio conjuntival foi 

determinada por microscopia óptica, e submetida à análise quantitativa e 

qualitativa. Nas lâminas coradas com HE foi avaliada a presença de neutrófilos 

indicando atividade inflamatória. Resultados: Não foram encontradas 

diferenças estatisticamente significativas entre o grupo de sucesso e o de falha 

cirúrgica. Conclusão: Não há correlação entre inflamação conjuntival e 

falência de trabeculectomias em análises da expressão de HLA-DR e também 

pela verificação de neutrófilos em lâminas coradas por HE. 

 
Palavras-chave: Inflamação; Conjuntiva; HLA-DR; Trabeculectomia; 
Glaucoma. 
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Abstract 
 

 

FURTADO, J.M.F. Subclinical conjunctival inflammation in primary open-
angle glaucoma patients and outcomes of trabeculectomy. 2010. 98f - 
Thesis (Doctoral) - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2010. 
 

Purpose: Patients using antiglaucomatous drugs may develop sub-clinical or 

clinical conjunctival inflammation, but it is not clear if this inflammation affect the 

surgical outcomes of the trabeculectomy. Objective: The objective of this study 

is to verify if there is correlation between conjunctival expression of the 

immunogenetic marker HLA-DR (Human Leukocyte Antigen-DR) and surgical 

results in patients with primary open-angle glaucoma submitted to 

trabeculectomy. Patients and Methods: The study was conducted on 28 

patients (34 eyes) with primary open-angle glaucoma submitted to 

trabeculectomy. Inferior biopsies of the bulbar conjunctiva were collected at the 

moment of the surgery and prepared for immunohistochemical analysis and 

also stained with Hematoxylin-eosin (HE). The expression of HLA-DR in 

conjunctival epithelial cells was determined by light microscopy, and submitted 

to both qualitative and quantitative analyses. In slides stained with HE, it was 

evaluated the presence of neutrophils indicating inflammatory reaction. 

Results: No significant differences were found between the success and the 

failure group. Conclusion: There is no correlation between conjunctival 

inflammatory reaction and trabeculectomy failure, in analysis of the expression 

of HLA-DR and also by the verification of neutrophils through the HE staining. 

 
Key-words: Inflammation; Conjunctiva; HLA-DR; Trabeculectomy; Glaucoma. 
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O glaucoma é uma das principais causas de cegueira no mundo, e pode 

ser definido como uma neuropatia óptica crônica, com perda de fibras da 

camada nervosa da retina e, consequentemente, com perda de campo visual, 

e, na maioria das vezes, também está associado a aumento da pressão intra-

ocular (PIO) (1, 2). A doença pode levar à baixa de visão progressiva, e em 

casos mais avançados, à cegueira (3). O diagnóstico precoce e tratamento 

adequado são muito importantes, pois a perda de visão ocorre de maneira 

irreversível (4).  

Idade avançada, raça negra, história familiar, PIO elevada, espessura 

central da córnea mais fina e aumento da relação escavação/disco óptico são 

considerados fatores de risco para a doença. Dentre eles, a PIO elevada é o 

único que pode ser alterado pela terapia antiglaucomatosa (5). 

Existem basicamente duas modalidades de tratamento aceitas para esta 

doença: medicamentoso e cirúrgico. O tratamento ideal seria aquele capaz de 

causar a cura definitiva da doença, com baixo custo, fácil posologia e sem 

efeitos colaterais. Entretanto, esse tipo de tratamento não existe, e em ambas 

as opções, a intenção é abaixar o valor da PIO, para que o dano glaucomatoso 

não progrida (6).  

As drogas usadas no tratamento clínico do glaucoma são os beta-

bloqueadores, agonistas adrenérgicos (alfa-agonistas), inibidores da anidrase 

carbônica, colinérgicos, agentes hiperosmóticos e análogos da prostaglandina. 

Os beta-bloqueadores são usados no tratamento do glaucoma há mais 

de 30 anos, e durante muito tempo foram a primeira escolha no tratamento da 

doença. Atuam diminuindo a PIO por meio da redução da produção do humor 

aquoso (HA), e não apresentam efeito significativo em sua drenagem. Dentre 

eles, a droga mais usada no Brasil é o Maleato de Timolol 0,5% (7), um beta-

bloqueador não seletivo (8).  

Dentre os agonistas alfa-adrenérgicos, o que está disponível no Brasil é 

o Tartarato de Brimonidina (0,2% e 0,15%), um agonista altamente seletivo do 
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receptor alfa 2. Esta droga diminui a PIO ao reduzir a produção do HA e 

aumentar a drenagem da via úveo-escleral (9). O Tartarato de Brimonidina 

0,2% está disponível no mercado também em associação com o Maleato de 

Timolol 0,5%. 

Os inibidores da anidrase carbônica agem diminuindo a produção do HA, 

e são disponíveis em apresentações via oral ou tópica. Dentre essas drogas, 

as disponíveis para uso em pacientes glaucomatosos são a Acetazolamida (via 

oral), Brinzolamida (10) e Dorzolamida (11) (tópicas). A enzima anidrase 

carbônica está presente no epitélio não pigmentado do corpo ciliar, e é vital 

para a produção de HA (12).  

Os colinérgicos são as drogas mais antigas utilizadas em glaucoma. 

Nesta classe de drogas, a Pilocarpina é a mais conhecida e utilizada. Sua ação 

hipotensora se dá graças ao aumento da drenagem do HA por sua via 

convencional, além de diminuir sua produção (8).  

Os agentes hiperosmóticos são utilizados de maneira sistêmica (via oral 

ou endovenoso), quando desejamos uma rápida redução da PIO. As 

medicações disponíveis são o glicerol (via oral) e o manitol (endovenoso) (8).  

Os análogos de prostaglandina são as drogas mais recentemente 

lançadas no mercado, e hoje em dia são consideradas de primeira escolha no 

tratamento antiglaucomatoso (13). Elas diminuem a PIO, principalmente por 

meio do aumento da drenagem da via úveo-escleral (14). O HA drenado pela 

via úveo-escleral flui através do espaço extracelular no músculo ciliar, e através 

do espaço supracoroidal atinge o pólo posterior do globo ocular (15). Têm 

como vantagem a fácil posologia (uma vez ao dia), e alta potência em abaixar a 

PIO (16). Latanoprosta, Bimatoprosta e Travoprosta são as drogas disponíveis 

no mercado brasileiro. Além disso, existem medicações no mercado que 

associam um análogo de prostaglandina e um beta-bloqueador no mesmo 

frasco.  

A cirurgia antiglaucomatosa mais realizada é a trabeculectomia (17), 

descrita inicialmente por Cairns em 1968 (18), e que tem como propósito 

aumentar a drenagem do HA por meio da construção de uma fístula no ângulo 
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iridocorneano. Esta fístula é protegida em parte pela esclera, e esta é recoberta 

pela conjuntiva. É o procedimento cirúrgico mais efetivo em relação à redução 

da PIO (19).  

O fluxo de HA pela fístula cirúrgica causa a formação de uma bolha, 

deixando a conjuntiva local elevada. Uma bolha ampla, aliada a valores 

desejados de PIO, nos sugere que o procedimento cirúrgico está funcionando.  

As vantagens da trabeculectomia em relação à medicação 

antiglaucomatosa são: menor flutuação da PIO (20, 21) e menor custo para o 

paciente para a obtenção de medicamentos, além de que, o tratamento não 

depende da aderência do paciente ao uso correto da medicação (21). Porém, 

como todo procedimento cirúrgico, existem complicações relacionadas como: 

catarata, descolamento de coróide, vazamento da ferida cirúrgica (seidel 

positivo), blebite (infecção da ampola filtrante) e maculopatia hipotônica (19).  

Em recente estudo retrospectivo, Folgar et al. (2010) compararam a 

progressão das perdas no campo visual em olhos de pacientes com glaucoma 

não controlado, mesmo em uso de medicações. O procedimento cirúrgico 

(trabeculectomia) foi capaz de reduzir a progressão do dano glaucomatoso 

(22).  

As drogas tópicas utilizadas no tratamento clínico dos glaucomas podem 

causar vários efeitos colaterais, entre eles reação inflamatória em tecidos 

oculares, incluindo a conjuntiva bulbar e o tecido subconjuntival (23, 24). 

Como o sucesso da cirurgia baseia-se na manutenção desta fístula, 

qualquer mecanismo que cause aumento na inflamação e cicatrização local 

pode, em teoria, aumentar a chance de falha do procedimento.  

Os mecanismos de reparo tecidual ocorrem de maneira semelhante na 

conjuntiva e na pele. Após o dano tecidual (causado, por exemplo, por trauma 

químico), ocorre inflamação e formação de coágulos, que levam à liberação de 

hormônios, fatores celulares e de crescimento, resultando em reparo e 

formação de cicatrização local.  
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A formação de coágulos ou a liberação de hormônios após o dano 

vascular podem levar à migração de tipos celulares como neutrófilos, 

macrófagos, monócitos e fibroblastos.  

As células epiteliais secretam fator de crescimento de células 

endoteliais, e os macrófagos liberam Interleucina-1.  

Os fibroblastos produzem elastina, colágeno e mucopolissacarídeos, e 

um dia após o dano tecidual já podem ser encontrados no tecido lesado (25).  

Após sucesso cirúrgico inicial, pode ocorrer aumento dos níveis da PIO, 

e isso ocorre, principalmente graças à fibrose da episclera ou por 

espessamento conjuntival da região da bolha filtrante (26). Nesses casos, 

principalmente quando a bolha cirúrgica estiver bem delimitada e com aspecto 

cístico, uma opção terapêutica é a realização de agulhamento local (26).  

A conjuntiva é composta por epitélio (sobre membrana basal) e lâmina 

própria. As células epiteliais são entremeadas de células caliciformes, 

encarregadas de produzir muco (27, 28). A lâmina própria apresenta uma 

camada superficial de tecido reticular, rica em células linfocitárias e uma 

camada profunda de tecido fibrilar (27). Linfócitos podem ser encontrados entre 

células epiteliais normais; e em condições inflamatórias, linfócitos 

polimorfonucleares podem aparecer (29). 

Em condições normais é reduzida a expressão de moléculas HLA 

(Human Leukocyte Antigen) de classes I e II na maioria das células 

parenquimatosas do olho, diminuindo a capacidade das células T 

reconhecerem antígenos, pois isso é feito em conjunto com moléculas do 

sistema HLA. Além disso, existem no olho outros mecanismos de 

imunorregulação, mas quando eles falham podem ocorrer reações 

inflamatórias auto-imunes (30). Por exemplo, em consequência da rica 

vascularização (ramos das artérias ciliares anteriores e da artéria oftálmica), as 

doenças inflamatórias de caráter imunológico são frequentes no epitélio 

conjuntival.  

A resposta imunoespecífica da superfície ocular ao uso crônico de 

medicamentos e a outros agressores é precedida pela aparição de linfócitos 
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segregados desde o epitélio conjuntival. Esses linfócitos detectam antígenos 

estranhos e iniciam o mecanismo de defesa com a produção de 

imunoglobulinas, mecanismo esse que é possível pela presença de 

mediadores químicos armazenados como aminas vasoativas nos grânulos de 

mastócitos, basófilos e plaquetas, ou como enzimas proteolíticas nos 

lisossomas de macrófagos e neutrófilos (31). 

A tarefa de apresentar os antígenos para o reconhecimento das células 

T é realizada por proteínas especializadas que são codificadas pelo Complexo 

Principal de Histocompatibilidade (CPH), inicialmente descrito relacionado à 

rejeição de transplantes. Os genes do CPH em humanos são chamados de 

sistema HLA. Esses genes são divididos em três áreas (chamadas de I, II e III) 

do braço curto do cromossomo 6 (32). 

As moléculas codificadas pelos genes do CPH são glicoproteínas que 

apresentam três porções: a) extracelular, responsável por apresentar os 

antígenos às células T; b) intracelular (citosólica), que participa da transdução 

de sinais intracelulares; c) transmembrana, que mantém a molécula “presa” na 

membrana celular (32).  

As moléculas da classe I têm um papel importante ao apresentarem 

peptídeos virais e endógenos às células T CD8+, enquanto as moléculas da 

classe II apresentam peptídeos às células CD4+. A região de classe III contém 

genes que codificam alguns componentes do sistema do complemento, genes 

para as enzimas 21-hidroxilase (21B, 21A), a proteína do choque térmico 70 

(Hsp 70) e os fatores de necrose tumoral TNF-α e β (32). 

Sherwood et al. (1989) analisaram biópsias conjuntivais colhidas de dois 

grupos de pacientes com glaucoma: um grupo que sofreu indicação precoce de 

cirurgia fistulizante, e outro que usou pelo menos dois tipos de medicamentos 

tópicos por, no mínimo, 12 meses. O grupo que fez uso de medicação tópica 

por mais tempo apresentou na conjuntiva e na cápsula de Tenon maior número 

de diversos tipos celulares relacionados com a inflamação, como macrófagos, 

fibroblastos, linfócitos, além de reduzido número de células caliciformes. Eles 
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também sugeriram que essa elevada resposta inflamatória poderia 

comprometer os resultados cirúrgicos (33).  

Broadway et al. (1994) verificaram resultado semelhante em biópsias 

conjuntivais de um grupo de pacientes com glaucoma que fazia uso de uma 

combinação de beta-bloqueadores, mióticos e simpatomiméticos. Esse 

resultado não foi verificado no grupo de pacientes que usavam somente beta-

bloqueadores, ou que fizeram uso de uma medicação tópica (miótico ou beta-

bloqueador) por um curto período de tempo (menos de seis semanas) (34).  

Os mesmos pesquisadores compararam esses grupos em relação ao 

sucesso cirúrgico, e os pacientes que fizeram uso da combinação dos três 

medicamentos acima apresentaram resultado cirúrgico pior que os demais (35). 

Ambos os estudos foram realizados antes do advento dos análogos de 

prostaglandina como medicação no tratamento do glaucoma.  

Por esse motivo, Broadway et al. (2001) sugeriram que sempre fossem 

realizados testes não invasivos de citologia conjuntival no pré-operatório de 

cirurgias fistulizantes, com a finalidade de ser verificado o risco de falha 

cirúrgica que o paciente apresenta (36).  

Lavin et al. (1990) compararam os resultados cirúrgicos de um grupo 

que se submeteu à trabeculectomia como tratamento primário (uso de 

medicação antiglaucomatosa por, no máximo, dois meses) com outro grupo 

que recebeu medicação tópica por um ano, seguido de trabeculectomia. O 

grupo que recebeu a medicação por mais tempo obteve menor redução da PIO 

(37).  

O exame na lâmpada de fenda nem sempre é totalmente preciso para 

avaliarmos se a conjuntiva está inflamada ou não, pois em alguns casos, o 

oftalmologista visualiza a conjuntiva bulbar “branca”, mas existe inflamação 

subclínica (38). 

Essa reação inflamatória da conjuntiva, que embora possa ser 

subclínica, pode ser detectada pela presença de marcadores da inflamação na 

superfície ocular, como o HLA-DR (Human Leukocyte Antigen-DR), molécula 

da classe II do CPH (39, 40). A presença do HLA-DR nos tecidos conjuntival e 
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subconjuntival, indicando inflamação crônica, já tinha sido relatado por Nuzzi et 

al. (1995) e Baudouin et al. (1994) (23, 41) em pacientes em tratamento tópico 

com drogas anti-glaucomatosas, mesmo antes do advento dos análogos de 

prostaglandina. Rodrigues et al. (2009), estudando a expressão de HLA-DR 

conjuntival por meio de citologia de impressão, relataram atividade inflamatória 

aumentada em indivíduos que faziam uso de análogos de prostaglandina 

tópicos quando comparados com controles saudáveis (42).  

Guenon et al. (2005) estudaram, in vitro, o efeito em células conjuntivais 

dos análogos de prostaglandina disponíveis no mercado (Latanoprosta, 

Travoprosta e Bimatoprosta), além de seu conservante (Cloreto de 

Benzalcônio). A citotoxicidade encontrada no estudo foi proporcional à 

concentração de Cloreto de Benzalcônio. Dentre os três análogos de 

prostaglandina, o que demonstrou menor efeito citotóxico foi o Bimatoprosta, e 

este é o medicamento que apresenta menor concentração de Cloreto de 

Benzalcônio em sua formulação (43). Pisella et al. (2004) também atribuíram, 

principalmente ao cloreto de benzalcônio, a maior parcela de “culpa” na 

inflamação conjuntival de pacientes que fazem uso de medicações 

antiglaucomatosas tópicas (44).  

Baudouin et al. (2002), estudando a inflamação conjuntival por meio da 

porcentagem de células expressando HLA-DR e de outros parâmetros, 

comprovaram o efeito benéfico da utilização de agentes anti-inflamatórios 

tópicos na redução da inflamação subclínica, mesmo com a continuidade da 

medicação anti-glaucomatosa. O estudo demonstrou que, tanto a indometacina 

(anti-inflamatório não esteroidal) livre de conservantes quanto à fluormetolona 

(anti-inflamatório esteroidal) apresentaram melhora na inflamação conjuntival 

subclínica, reduzindo a porcentagem de células que expressavam HLA-DR 

(24). Os autores não chegaram a avaliar se essa melhora da inflamação 

subclínica altera os resultados de cirurgias antiglaucomatosas.  

No que diz respeito ao tratamento cirúrgico, Ihan e Cvenkel (2000), 

utilizando citologia de impressão na conjuntiva bulbar, encontraram expressão 

de HLA-DR em células do epitélio conjuntival até seis meses depois de 
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cirurgias filtrantes (45). Isso indica aumento da habilidade das células epiteliais 

de induzirem inflamação imuno-mediada, com subsequente fibrose. Porém, os 

mesmos autores não detectaram diferenças significativas na expressão de 

HLA-DR no grupo com falha cirúrgica em relação ao grupo que obteve sucesso 

no controle pressórico após trabeculectomia. Já Souchier et al. (2006) 

encontraram expressão menor de HLA-DR no epitélio conjuntival dos pacientes 

que obtiveram sucesso cirúrgico (46). Porém, a diferença de metodologia, 

inclusive a diferença de critérios na classificação de sucesso cirúrgico dificulta 

a comparação entre os estudos.  

Como as drogas usadas no tratamento de glaucoma, potencialmente 

causam inflamação conjuntival (mesmo que subclínica), é necessário verificar 

se essa inflamação afeta os resultados cirúrgicos da trabeculectomia, já que 

parte dos pacientes tratados clinicamente passa a ter indicação cirúrgica 

quando não há controle pressórico adequado. É importante verificar se é 

recomendável a suspensão de medicações antiglaucomatosas tópicas no 

período pré-operatório, assim como a introdução de corticóides, ou mesmo a 

indicação precoce de trabeculectomia.  
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O objetivo do presente estudo é verificar se a presença de inflamação 

conjuntival em pacientes portadores de glaucoma no momento da cirurgia está 

associada à falência da trabeculectomia.  
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3. PACIENTES E MÉTODOS 
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O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo (HCFMRP-USP) (Anexo 1).  

Foram selecionados pacientes portadores de glaucoma atendidos no  

Ambulatório de Oftalmologia do HCFMRP-USP. Foram  incluídos no estudo 32 

pacientes portadores de glaucoma primário de ângulo aberto, diagnosticado 

segundo critérios da Sociedade Brasileira de Glaucoma (21), com indicação 

cirúrgica para trabeculectomia, que informados dos objetivos e métodos da 

pesquisa, concordaram em participar da mesma e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2). Todos esses pacientes foram 

submetidos à cirurgia e colheita de biópsia conjuntival, totalizando 40 olhos 

operados.  

Quatro biópsias colhidas foram removidas do estudo, pois os pacientes 

abandonaram o seguimento antes de completarem seis meses de pós-

operatório. Além disso, uma biópsia foi extraviada, e em outra, o material 

colhido foi insuficiente para ser analisado.  

Assim, o grupo de estudo foi composto por 34 olhos, de 28 pacientes, 

sendo que 20 pacientes eram do sexo masculino (71,42%) e oito do sexo 

feminino (28,57%). O intervalo das idades variou de 50 a 76 anos, o que pode 

ser observado na Figura 1.  
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Figura 1: Distribuição dos participantes incluídos no estudo segundo o sexo e a idade 

(n=28). 
 

 

Os pacientes foram numerados de 1 a 28, evitando-se assim a 

identificação direta dos participantes do estudo. Quando mais de um olho do 

mesmo paciente foi incluído no estudo, foi especificado olho direito (OD) ou 

olho esquerdo (OE). 

Entre todos os pacientes participantes do estudo, vinte e dois 

(totalizando 27 olhos estudados) fizeram o acompanhamento pós-operatório 

por 24 meses após a cirurgia antiglaucomatosa.  

Foram excluídos do estudo:  

1) Pacientes com pterígio, expressão aberrante de HLA-DR e de outros 

marcadores, detectada por imunohistoquímica (47);  

2)  Pacientes menores de 50 e maiores de 80 anos;  

3)  Pacientes que sofreram qualquer tipo de cirurgia ocular prévia no olho 

a ser estudado. 

 
As indicações para trabeculectomia foram as seguintes (1, 2):  

- Olhos com evidência comprovada de progressão do dano 

glaucomatoso na vigência de medicação máxima tolerada; 
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-  Olhos com PIO significativamente superior à pressão alvo na 

vigência de medicação antiglaucomatosa máxima tolerada; 

-  Paciente sem condições de manter o tratamento medicamentoso 

(baixa aderência ao tratamento medicamentoso por qualquer motivo).  

 
Dos pacientes que abandonaram o seguimento antes dos seis meses de 

pós-operatório, dois eram do sexo masculino e um do sexo feminino. A idade 

desses pacientes era: 61 anos (sexo feminino), 65 e 68 anos (sexo masculino). 

 
3.1. Técnica cirúrgica  
 

Todos os pacientes foram submetidos à anestesia pela técnica de 

bloqueio peribulbar, com agulha de 22 gauge (Embramac, São Paulo, SP, 

Brasil). Foram utilizados os anestésicos Bupivacaína 0,5% (Cristália, São 

Paulo, SP, Brasil) e Lidocaína 2% (Hipolabor, Belo Horizonte, MG, Brasil), na 

diluição 1:1, no total de 8 ml (4 ml no quadrante medial superior e 4 ml no 

quadrante inferior temporal), imediatamente antes do ato operatório (48). Em 

pacientes com tonometria pré-operatória acima de 35 mmHg foi administrado 

Manitol 20% 250 ml endovenoso com pinça aberta, uma hora antes da cirurgia, 

para evitarmos descompressão súbita do globo ocular (21).  

Após assepsia adequada, os pacientes foram submetidos à 

trabeculectomia superior (18) com flap conjuntival base fórnice, sempre pela 

mesma equipe médica. Após abertura conjuntival cuidadosa, foi realizada 

cauterização de vasos episclerais, seguida de elaboração de flap escleral 

triangular de 5 mm em seu maior comprimento, e metade da espessura 

escleral. Uma paracentese de câmara anterior foi realizada com agulha de 30 

gauge, com a intenção de evitarmos a descompressão súbita no momento da 

esclerotomia. A esclerotomia foi realizada sempre com punch convencional, 

seguida de iridectomia feita com tesoura de Vannas. A sutura do flap escleral 

foi realizada com fio nylon 10-0 Ethicon® (Johnson & Johnson, Sommerville, 

NJ, Estados Unidos da América), utilizando-se a técnica de sutura removível 

(Figura 2) (49). Foi dado um laço no vértice do triangulo formado pelo flap 
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escleral e pela esclera fixa (sem atar o nó). A sutura escleral foi ajustada para 

mantermos a tensão ocular desejada, na tentativa de evitar-se hipertonia ou 

câmara rasa no pós-operatório imediato. A extremidade inferior do fio foi 

deixada sempre sepultada no estroma corneano, para evitarmos 

desepitelizações corneanas e facilitar sua remoção. A sutura conjuntival foi 

realizada com fio vycril 8-0 Ethicon® (Johnson & Johnson, Sommerville, NJ, 

Estados Unidos da América). A conjuntiva foi suturada em pelo menos dois 

pontos, um em cada extremidade da incisão. Pontos adicionais foram dados, 

caso fosse verificado vazamento da ferida cirúrgica. Após a realização dos 

pontos, a fístula foi testada através da injeção de quantidade mínima (menor 

que 1ml) de balanced saline solution  (BSS) pela paracentese de câmara 

anterior. A formação de uma bolha subconjuntival foi interpretada como 

presença de fistula cirúrgica pérvia.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Técnica de sutura removível utilizada no estudo. Ilustrações feitas por 

Juliette Watts. (Fonte: Barros et al., 2008). 
 

 

Em nenhum dos casos foram utilizados antimetabólitos no intra-

operatório, senão seria uma variável a mais a ser estudada e diminuiria o 
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número de pacientes por grupo. Pacientes que foram submetidos a cirurgias 

oculares prévias e os com menos de 50 anos receberam indicação de 

antimetabólitos no intra-operatório e não foram incluídos no trabalho. 

Os pacientes submetidos ao estudo continuaram o tratamento clínico 

máximo tolerável até o dia da cirurgia. No momento do ato cirúrgico foi colhido 

um retalho da conjuntiva bulbar inferior (na posição de 6 horas do relógio) de 5 

X 5 mm, que foi fixado em formol e enviado para elaboração de lâminas para 

reação imunohistoquímica e de HE. Optou-se por não serem colhidas amostras 

de conjuntiva bulbar superior para que isso não interferisse no ato cirúrgico e 

seus resultados. Além disso, em estudos usando citologia de impressão, foram 

colhidas células da conjuntiva bulbar inferior com resultados satisfatórios (42, 

50).  

 

3.2. Pós-operatório 
 

Os pacientes submetidos à cirurgia foram avaliados sempre pela mesma 

equipe médica (autor, residentes de terceiro ano, orientadora) no ambulatório 

de pacientes cirúrgicos do Setor de Glaucoma do HCFMRP-USP.  

As medicações tópicas prescritas no pós-operatório foram: 

1)  Atropina 1% (Allergan, São Paulo, SP, Brasil), uma gota de 12 em 12 

horas, por 15 dias; 

2)  Maxidex® (Dexametasona 0,1%, Alcon Laboratórios, São Paulo, SP, 

Brasil), na posologia de uma gota de três em três horas por 15 dias, 

após redução gradual até completar tratamento por, pelo menos, um 

mês.  

 
Para a profilaxia de infecções, foi utilizado um dos seguintes colírios 

antibióticos:  

1) Tobrex® (Tobramicina 0,3%, Alcon Laboratórios, São Paulo, SP, 

Brasil), Oflox® (Ofloxacina 0,3%, Alcon Laboratórios, São Paulo, SP, 

Brasil) ou Vigamox® (Moxifloxacina 0,5%, Alcon Laboratórios, São 
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Paulo, SP, Brasil), na posologia de uma gota quatro vezes ao dia, 

por, pelo menos, uma semana.  

 
Os pacientes foram examinados no pós-operatório imediato, e 

semanalmente até completarem 30 dias da data de cirurgia. Após, foram 

agendados retornos quinzenais até o 60º dia pós-operatório, retorno ao 90º 

pós-operatório, retornos trimestrais até completarem um ano de pós-operatório, 

e semestrais até completarem dois anos. Retornos em prazos mais curtos 

foram marcados na vigência de hipotonia, hipertonia, ou qualquer outra 

complicação pós-operatória.  

Todos os pacientes tiveram suas suturas do flap escleral removidas até 

três semanas de pós-operatório. Os pacientes foram seguidos por um período 

de 24 meses e separados em grupos, de acordo com o resultado cirúrgico aos 

seis e 24 meses de pós-operatório. 

Em todas as consultas no pós-operatório foi realizada tonometria com 

tonômetro de aplanação de Goldmann, além de avaliação da córnea, bolha 

filtrante, câmara anterior e sutura cirúrgica. 

Os pacientes que apresentaram sinais de encistamento da bolha filtrante 

e aumento da PIO acima de 20 mmHg após uma semana de seguimento pós-

operatório sofreram agulhamento da bolha filtrante com agulha 30 gauge e 

subsequente injeção subconjuntival de 1 ml de solução contendo 5-fluoruracil 

(5-FU) a 25 mg/ml, na conjuntiva bulbar medial ou inferior, após anestesia 

tópica com Anestalcon® colírio (Proximetacaína, Alcon Laboratórios, São 

Paulo, São Paulo, Brasil). O 5-FU é um eficiente agente antimetabólito e tem a 

capacidade de matar células em divisão, e as células participantes do processo 

de cicatrização se dividem rapidamente (51).  

O objetivo do agulhamento é romper a fibrose subconjuntival na área da 

bolha criada pela cirurgia e com isso aumentar a filtração do procedimento e, 

consequentemente, diminuir o valor da PIO (26).  

Pacientes que apresentavam PIO acima de 20 mmHg por dois ou mais 

retornos consecutivos, mesmo após serem submetidos a agulhamento da 

bolha filtrante e aplicação de 5-FU, receberam prescrição de medicação tópica 
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antiglaucomatosa. Os que apresentavam PIO acima de 20 mmHg sem melhora 

após agulhamento e injeção de 5-FU e tratamento medicamentoso receberam 

indicação de nova cirurgia antiglaucomatosa, desta vez com uso de 

antimetabólitos no intra-operatório. 

A equipe que fez o seguimento pós-operatório não sabia do resultado 

das análises quantitativa e qualitativa do HLA-DR, bem como da reação de HE.  

Para a análise estatística foi utilizado o teste exato de Fisher ou do chi-

square, sendo considerados significativamente diferentes os valores de p≤0,05. 

 
3.3. Definição de sucesso cirúrgico 
 

Os pacientes foram divididos em grupos, de acordo com o resultado 

cirúrgico (52):  

Grupo 1: Sucesso Total: PIO entre 6 e 20 mmHg sem uso de 

medicações antiglaucomatosas ou reoperação para controle da PIO durante o 

período pós-operatório;  

Grupo 2: Sucesso Qualificado: PIO maior que 6 e menor que 20 mmHg 

com o uso de medicações antiglaucomatosas e/ou submetidos a agulhamento 

da bolha filtrante com uso de antimetabólitos no período pós-operatório; 

Grupo 3: Falha Cirúrgica: reoperação (nova trabeculectomia), ou PIO 

acima de 20 mmHg, mesmo com uso de medicação anti-glaucomatosa e/ou 

submetidos a agulhamento da bolha filtrante com uso de antimetabólitos no 

período pós-operatório.  

 
3.4. Coloração Hematoxilina-Eosina (HE) 
 

As lâminas passaram por uma bateria de banhos consecutivos: três 

banhos de Xilol, dois de etanol 100%, um de etanol 95% e um de etanol 80%, 

durante cinco minutos cada. Após essa etapa, as lâminas foram lavadas em 

água corrente, colocadas em Hematoxilina de Harris por três minutos e lavadas 

novamente em água corrente. Em seguida, as lâminas foram colocadas em 
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solução saturada de bicarbonato de sódio por um minuto e novamente lavadas 

com água. O material foi colocado em etanol 95% por cinco minutos, e depois 

em Eosina (solução alcoólica) por três minutos. Após a Eosina, as lâminas 

foram lavadas com água corrente, desidratadas com três lavagens com etanol 

100%, imersas duas vezes em xilol e montadas com Permount (Fisher 

Scientific, CA, USA). 

 

3.5. Reação imunohistoquímica (HLA-DR) 
 

Para a recuperação antigênica, os cortes foram imersos em solução de 

citrato 10mM/pH6,0 e submetidos à fervura em panela a vapor durante 40 

minutos, a 95°C. Após o resfriamento, as lâminas foram lavadas três vezes em 

PBS (phosphate buffered saline) e submetidas a um tratamento com banho de 

peróxido de hidrogênio 3%, por 20 minutos, à temperatura ambiente, para 

bloqueio da atividade da peroxidase endógena. A seguir, para o bloqueio de 

reações inespecíficas, as lâminas foram lavadas duas vezes com PBS e 

incubadas com soro normal de cavalo por 30 minutos. A diluição do anticorpo 

foi estabelecida por meio de avaliação da positividade em lâmina sabidamente 

positiva com diferentes concentrações para determinação de melhor título do 

anticorpo anti-HLA-DR. Deste modo, as lâminas foram novamente lavadas com 

PBS e incubadas com o anticorpo primário monoclonal anti-HLA-DR na 

concentração 1:50 (Dako, Glostrup, Dinamarca) (53), à temperatura ambiente, 

overnight em câmara úmida. Decorrido o período de incubação, as lâminas 

foram submetidas à lavagem com PBS e incubadas com o reagente 

Camundongo Probe (Mach 4 Universal HRP-Kit Polímero, Biocare Medical, 

Concord, CA, USA), em câmara úmida por 30 minutos, à temperatura 

ambiente. A seguir, as lâminas foram novamente lavadas três vezes em PBS e 

incubadas com Polímero HRP, em câmara úmida por 30 minutos, à 

temperatura ambiente. Na sequência, os cortes foram lavados em PBS, e a 

reação revelada com incubação dos cortes em solução de diaminobenzidina e 

peróxido de hidrogênio à temperatura ambiente, por quatro minutos. Após a 
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incubação, as lâminas foram lavadas em água corrente, contra-coradas com 

Hematoxilina de Harris por 40 segundos, lavadas novamente em água 

corrente, desidratadas em baterias de álcool e Xilol e montadas em Permount 

(Fisher Scientific, CA, USA).  

Para controle positivo da reação imunológica foram utilizados cortes 

histológicos de linfoma humano. O controle negativo para o marcador foi 

constituído dos mesmos cortes histológicos utilizados no controle positivo, 

subtraindo-se a etapa de incubação com o anticorpo primário e substituindo-o 

por PBS. 

 
3.6. Análise qualitativa da expressão imunohistoquímica de HLA-DR  

 

As lâminas resultantes das biópsias de todos os pacientes presentes no 

estudo foram examinadas por um experiente patologista da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (FMRP-USP). No 

ato do exame, o patologista não sabia nenhum dos dados coletados dos 

pacientes, tais como nome, idade, sexo, medicação tópica prévia ou resultado 

cirúrgico, configurando assim mascaramento simples. O patologista classificou 

as lâminas em: 

- negativas para a marcação com o anticorpo anti-HLA-DR; 

- positivas para a marcação com o anticorpo anti-HLA-DR.  

 
A positividade ainda foi dividida em intensidade, variando de 1+/4+ para 

casos com poucas células marcadas a 4+/4+, e quando foi observado elevado 

número de células marcadas (42).  

 
3.7. Análise quantitativa da expressão imunohistoquímica de HLA-DR  

 

A análise quantitativa da expressão imunohistoquímica de HLA-DR foi 

realizada por um sistema de análise de imagem que inclui um microscópio 

trinocular Olympus BX41® acoplado a uma câmera colorida CCD Samsung® 

(SDC-313/243) e o programa PCTV Pinnacle Media Center®, do Departamento 
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de Patologia da FMRP-USP. As imagens foram analisadas pelo programa 

Image J - versão 1.41o (National Institutes of Health, USA). Média de 8 a 10 

campos com células marcadas foi selecionada de cada lâmina para a análise 

quantitativa do HLA-DR. As células foram consideradas positivas para o 

marcador quando houve presença de imunoprecipitado citoplasmático e/ou de 

membrana citoplasmática de coloração castanha.  

Foi utilizado o método de contagem de células (“cell counter method”) 

(54), em que as células marcadas podem ser contadas diretamente a partir do 

monitor do computador, posicionando marcações de diferentes cores nas 

células positivas e negativas, por meio de cliques com o mouse. Ao final da 

contagem, todos os dados foram exportados para planilhas no programa Excel 

2007® (Microsoft Corporation, USA), onde é disponibilizada uma somatória dos 

resultados da contagem de uma lâmina. Foram quantificadas pelo menos 600 

células por biópsia e, em seguida, foram calculadas as porcentagens de 

expressão imunohistoquímica para o marcador selecionado no presente 

estudo. 

A análise quantitativa foi realizada por uma biomédica do Setor de 

Patologia da FMRP-USP, com experiência em análises utilizando este tipo de 

marcador. Ela sabia previamente que os casos selecionados tinham o 

resultado positivo na análise qualitativa, mas não sabia qual era a classificação 

dada em cruzes (de 1+/4+ a 4+/4+), e também não conhecia nenhum dado em 

relação à identificação do paciente ou ao resultado cirúrgico. 
 

3.8. Análise qualitativa da reação inflamatória em biópsias coradas com 
HE  
 

A intensidade do processo inflamatório foi qualificada em cruzes, 

variando de 1+/4+ a 4+/4+, de acordo com o número de neutrófilos por campo. 

Esta quantificação foi feita pelo mesmo patologista que realizou a análise 

qualitativa da expressão imunohistoquímica de HLA-DR. 
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4.1. Complicações cirúrgicas 
 

A tabela abaixo mostra as complicações apresentadas pelos pacientes do 

presente estudo nos primeiros seis meses de pós-operatório. Os que não estão 

demonstrados na tabela não apresentaram complicações. Apenas um 

apresentou complicação intra-operatória (saída de vítreo pela incisão). Porém, 

este paciente não realizou seguimento por ao menos seis meses e os dados 

referentes a esse olho não foram incluídos na análise.  

Após os seis meses iniciais de seguimento pós-operatório, três pacientes 

desenvolveram catarata e foram submetidos à facoemulsificação com implante 

de lente intra-ocular. Além disso, um dos pacientes desenvolveu endoftalmite 

(paciente número 12) aos oito meses de pós-operatório.  

Nenhum paciente pertencente ao estudo apresentou phitisis bulbi ou 

ausência de percepção luminosa ao exame de acuidade visual.  
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Tabela 1. Complicações verificadas em 22 das 34 trabeculectomias. HCFMRP- 2006-
2008. 

 

Olhos Sexo 
Idade do 
paciente Complicação 

2 (OE) F 58 Descolamento de coróide e Sinal de Seidel+ 
3 M 69 Sinal de Seidel+ 
5 (OE) F 66 Sinal de Seidel+ 
13 (OE) F 70 Sinal de Seidel+ 
14 M 71 Descolamento de coróide 
15 (OD) M 60 Bolha cística 
15 (OE) M 60 Sinal de Seidel+ 
6 (OE) M 69 Bolha cística 
16 M 69 Descolamento de coróide 
17 M 76 Bolha cística  
18 M 61 Bolha cística 
19 M 71 Bolha cística  
20 M 50 Bolha cística 
21 M 62 Bolha cística 
22(OD) F 60 Fechamento óstio interno 
22 (OE) F 60 Bolha cística 
23  F 57 Bolha cística e Sinal de Seidel+ 
24 M 66 Bolha cística 
25 M 58 Bolha cística 
26 M 54 Descolamento de coróide e bolha cística 
27 M 51 Fechamento óstio interno e Sinal de Seidel+ 
28 M 62 Fechamento óstio interno 

PIO= Pressão Intra-ocular; M= Masculino; F=Feminino; OD= olho direito; OE= olho esquerdo. 

 

 

4.2. Divisão dos grupos de acordo com os resultados cirúrgicos aos seis 
meses de pós-operatório 

 
Grupo 1 (Tabela 2): Sucesso total: composto por 18 olhos (15 

pacientes). 

A tabela abaixo mostra o grupo classificado como sucesso total aos seis 

meses de acompanhamento pós-operatório. Nenhum dos pacientes fez uso de 

medicação antiglaucomatosa no pós-operatório ou sofreu qualquer 

procedimento que visasse à redução da PIO. Uma paciente (número 13) foi 
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submetida à sutura de conjuntiva em seu olho esquerdo, pois apresentava 

vazamento da ferida cirúrgica (sinal de Seidel positivo) sem melhora com 

medidas clínicas. 

 

Tabela 2: Olhos incluídos no Grupo 1 (sucesso total) aos seis meses de pós-
operatório. HCFMRP- 2006-2007.  

 

Olhos  
Idade do 
paciente Sexo  

Medicação pré-
operatória 

PIO pré-
operatória PIO 6m 

1 69 M MT+L+D 20 10 

2 (OD) 58 F MT+L+D 40 18 

2 (OE) 58 F MT+L+D 40 18 

3 69 M B+T 20 8 

4 67 F MT+T 20 12 

5 (OD) 66 F MT+TB 22 10 

5 (OE) 66 F MT+A+T+TB 24 10 

6(OD) 69 M MT+TB 24 16 

7 67 F MT 16 12 

8 73 M MT+TB 40 10 

9 72 M X+MT+D 25 16 

10 57 M MT+TB+A+L 16 14 

11 68 M MT+T+A 28 9 

12 68 F L+CG+A 18 18 

13 (OD) 70 F MT+TB+T 20 16 

13 (OE) 70 F MT+TB+T 27 12 

14 71 M MT+TB+D+T 18 10 

17 76 M MT+TB+L 20 10 

PIO= Pressão Intra-ocular; M= Masculino; F=Feminino; OD= olho direito; OE= olho esquerdo; L= 
Lumigan (Bimatoprosta 0,03%); MT=Maleato de Timolol 0,5%; T= Travatan (travoprosta 0,004%); 
TB= Tartarato de Brimonidina 0,2%; A= Azopt (brinzolamida 1%); B=Betaxolol 0,5%; X= Xalatan 
(latanoprosta 0,005%); D= Cloridrato de Dorzolamida 2%. 
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Grupo 2 (Tabela 3): Sucesso qualificado: composto por 13 olhos (12 

pacientes). 

 
Tabela 3: Olhos incluídos no Grupo 2 (sucesso qualificado) aos seis meses de pós-

operatório. HCFMRP- 2006-2007.  
 

Olhos 
Idade do 
paciente Sexo 

Med. pré-
operatória 

PIO pré-
operatória PIO 6m Intervenção 

15 (OD) 60 M T+A 19 16 AG+5FU+Med 

15 (OE) 60 M T+A 24 18 AG+5FU+Med 

6 (OE) 69 M MT+TB 24 16 AG+5FU 

16 69 M MT+TB+T+A 20 18 Med 

18 61 M MT+TB+X 18 16 AG+5FU 

19 71 M MT+TB+X+A 16 18 Med 

20 50 M MT+TB+T+A 26 12 AG+5FU+Med 

21 62 M MT+TB+D 30 16 AG+5FU+Med 

22 (OE) 60 F MT+TB+T 22 16 AG+5FU 

23 57 F MT+TB+A 26 16 AG+5FU 

24 66 M MT+TB+L+A 20 20 AG+5FU 

25 58 M MT+TB+A+T 25 18 Med 

26 54 M MT+TB+L+D 18 8 AG+5FU 
PIO= Pressão Intra-ocular; M= Masculino; F=Feminino; OD= olho direito; OE= olho esquerdo; Med= 
Medicação antiglaucomatosa; L= Lumigan (Bimatoprosta 0,03%); MT=Maleato de Timolol 0,5%; T= 
Travatan (travoprosta 0,004%); TB= Tartarato de Brimonidina 0,2%; 5-FU= 5-fluoruracil; A= Azopt 
(brinzolamida 1%); AG= Agulhamento; B=Betaxolol 0,5%; X= Xalatan (latanoprosta 0,005%); D= 
Cloridrato de Dorzolamida 2%. 
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Grupo 3 (Tabela 4): Falha da trabeculectomia: composto por três olhos (3 

pacientes). 

 
Tabela 4: Olhos incluídos no Grupo 3 (falha da trabeculectomia) aos seis meses de 

pós-operatório. HCFMRP- 2006-2007. 
 

Olhos 
Idade do 
paciente Sexo 

Med. pré-
operatória 

PIO pré-
operatória PIO 6m Motivo da falha 

22 (OD) 60 F MT+TB+T 24 21 PIO>20 em uso de Med 

27 51 M MT+TB+L 38 18 Reoperação 

28 62 M MT+D+T 18 10 Reoperação 

PIO= Pressão Intra-ocular; M= Masculino; F=Feminino; OD= olho direito; MT=Maleato de Timolol 
0,5%; T= Travatan (travoprosta 0,004%); TB= Tartarato de Brimonidina 0,2%; D= Cloridrato de 
Dorzolamida 2%. 
 

 

Três olhos foram classificados aos seis meses de seguimento pós-

operatório como falha cirúrgica. Dois pacientes foram submetidos à nova 

cirurgia antiglaucomatosa (pacientes 27 e 28), enquanto o outro (paciente 22-

OD) aos seis meses apresentava PIO acima de 20 mmHg, mesmo em uso de 

medicação antiglaucomatosa. No momento da indicação cirúrgica, os pacientes 

que sofreram nova trabeculectomia apresentavam fechamento do óstio interno 

e bolha cirúrgica plana, além de PIO acima de 20 mmHg, mesmo em uso de 

antiglaucomatosos (paciente 28), e agulhamento e injeção subconjuntival de 5-

FU (paciente 27). 

 

4.3. Divisão dos grupos de acordo com os resultados da trabeculectomia 
aos 24 meses de pós-operatório 

 
Grupo 4: (Tabela 5) Sucesso total: composto por seis olhos (4 

pacientes). 

A tabela 5 mostra o grupo classificado como sucesso total aos dois anos 

de acompanhamento pós-operatório. Nenhum deles fez uso de medicação 

antiglaucomatosa no pós-operatório, ou sofreu qualquer procedimento que 

visasse à redução da PIO. 
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Tabela 5: Olhos incluídos no Grupo 4 (sucesso total) aos seis meses de pós-
operatório. HCFMRP- 2006-2007. 

 

Olhos  
Idade do 
paciente  Sexo  PIO pré-operatória PIO 2 anos 

1 69 M 20 10 

3 69 M 20 10 

5 (OD) 66 F 22 12 

5 (OE) 66 F 24 12 

13 (OD) 70 F 20 14 

13 (OE) 70 F 27 14 

PIO= Pressão Intra-ocular; M= Masculino; F=Feminino; OD= olho direito; OE= olho esquerdo. 

 

 

Grupo 5: (Tabela 6) Sucesso qualificado: composto por 11 olhos (9 

pacientes). 

 
Tabela 6: Pacientes pertencentes ao Grupo 5 (sucesso qualificado) aos dois anos de 

acompanhamento pós-operatório.  
 

Olhos 
Idade do 
paciente Sexo 

PIO pré-
operatória PIO 2 anos 

Intervenção entre 
6 a 24 meses 

2 (OD) 58 F 40 16 Med 
2 (OE) 58 F 40 12 Med 
6 (OD) 69 M 24 12 Med 
9 72 M 25 12 Med 
12 68 F 18 14 Med 
6 (OE) 69 M 24 16 Med 
17 76 M 20 13 Med + FACO 
18 61 M 18 12 Med 
19 71 M 16 14 Med 
21 62 M 30 10 Med 
26 54 M 18 9 - 

PIO= Pressão Intra-ocular; M= Masculino; F=Feminino; FACO= Facoemulsificação; OD= olho 
direito; OE= olho esquerdo; Med= Medicação antiglaucomatosa. 
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Grupo 6: (Tabela 7) Falha cirúrgica: composto por 11 olhos (10 

pacientes). 

 
Tabela 7: Olhos incluídos no Grupo 6 (falha da trabeculectomia) aos 24 meses de pós-

operatório. HCFMRP, 2006-2007. 
 

Olhos  
Idade do 
paciente Sexo 

PIO pré-
operatória PIO 2 anos Intervenção 

10 57 M 16 12 Reoperação 
11 68 M 28 24 - 
14 71 M 18 12 Reoperação + FACO 
16 69 M 20 28 Med+ Reoperação 
20 50 M 26 26 - 
22 (OD) 60 F 24 24 Med+ Reoperação 
22 (OE) 60 F 22 24 Med+ Reoperação +FACO
24 66 M 20 24 - 
27 51 M 38 - Reoperação 
28 62 M 18 12 Reoperação 
25 58 M 25 18 Reoperação 

PIO= Pressão Intra-ocular; M= Masculino; F=Feminino; FACO= Facoemulsificação; OD= olho 
direito; OE= olho esquerdo; Med= Medicação antiglaucomatosa. 
 
 
4.4. Análise das lâminas preparadas em Hematoxilina-Eosina (HE) 
 

Entre os olhos dos pacientes seguidos por seis meses de pós-

operatório (n=34 olhos), nove apresentavam reação inflamatória (Figuras 3 

e 4) verificada pela análise de HE (26,47%). 
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Figura 3: Lâmina corada com HE evidenciando reação inflamatória (seta). Aumento 
de 400x. Espessura de 5µm. 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
Figura 4: Ausência de reação inflamatória em lâmina corada com HE (seta). Aumento 

de 400x. Espessura de 5µm. 
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No grupo seguido por 24 meses (n=28 olhos), foi verificado que os 

mesmos nove olhos (32,14%) apresentavam células inflamatórias (Tabela 8). 

 
Tabela 8: Reação inflamatória verificada em lâminas coradas com HE. 

 

Olhos HE 
Grupo aos seis 

meses Grupo aos 24 meses 
3 Inflamação ST ST 

12 Inflamação ST SP 

13 (OD) Inflamação ST ST 

20 Inflamação SP Falha 

22 (OD) Inflamação Falha Falha 

21 Inflamação SP SP 

11 Inflamação ST Falha 

22 (OE) Inflamação SP Falha 

28 Inflamação Falha Falha 

HE= Hematoxilina-Eosina; ST= sucesso total; SP= Sucesso parcial; OD= olho direito;  
OE= olho esquerdo.  

 

 

4.5. Análise qualitativa e quantitativa da expressão imunohistoquímica de 
HLA-DR 

 
Dos 34 olhos incluídos no estudo, quinze apresentavam marcação 

positiva para o anticorpo anti-HLA-DR (44,11%). A Figura 5 mostra uma biópsia 

classificada como positiva para a marcação com o anticorpo anti-HLA-DR, 

enquanto a Figura 6 é um exemplo de uma biópsia considerada sem marcação 

para o mesmo anticorpo. A tabela abaixo mostra os olhos dos pacientes que 

apresentaram marcação positiva para o anticorpo anti-HLA-DR (métodos 

qualitativo e quantitativo), além do grupo em que eles foram incluídos aos seis 

e 24 meses de pós-operatório. Os que não constam na tabela apresentaram 

marcação negativa para o anticorpo (Tabela 9). A Figura 7 mostra como foi 

feita a contagem de células para a análise quantitativa.  
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Tabela 9: Análise qualitativa e quantitativa da expressão de HLA-DR. 
 

Olhos HLA-DR+ 
Células 

marcadas (%) 
Grupo aos 6 

meses 
Grupo aos 24 

meses 
1 +/4+ 33,94 ST ST 
2 (OD) +/4+ 15,49 ST SP 
3 +/4+ 21,90 ST ST 
4 +/4+ 18,30 ST * 
5 (OE) +/4+ 16,25 ST ST 
8 +/4+ 20,71 ST * 
12 +/4+ 48,09 ST SP 
13 (OD) +/4+ 31,55 ST ST 
17 +/4+ 15,58 ST SP 
15(OE) +/4+ 42,79 SP * 
16 2+/4+ 22,01 SP Falha 
20 +/4+ 23,67 SP Falha 
23 +/4+ 28,00 SP * 
22 (OD) 2+/4+ 22,57 Falha Falha 
27 +/4+ 47,33 Falha Falha 

* = abandono de seguimento antes dos 24 meses de pós-operatório.  
HLA-DR+ = Marcação positiva para o anticorpo anti-HLA-DR; ST= sucesso total; SP= Sucesso 
parcial; OD= olho direito; OE= olho esquerdo. 
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Epitélio conjuntival apresentando marcação para o anticorpo anti-HLA-DR 

(seta). Aumento de 400x. Espessura de 5µm. 
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Dentre os pacientes que fizeram o seguimento por 24 meses (n=27 

olhos), dez olhos de dez pacientes diferentes apresentavam marcação positiva 

para o anticorpo anti-HLA-DR. O paciente 27 não foi seguido por 24 meses, 

mas como foi submetido à nova trabeculectomia aos dois meses de 

seguimento pós-operatório, ele foi incluído no grupo “falha”, também aos 24 

meses de seguimento. Assim, temos um total de 28 olhos aos 24 meses de 

seguimento, sendo que onze apresentaram marcação positiva para o anticorpo 

anti-HLA-DR (39,28%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6: Epitélio conjuntival apresentando ausência de marcação para o anticorpo 

anti-HLA-DR. Aumento de 400x. Espessura de 5µm. 
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Figura 7: Contagem de células positivas e negativas para a análise quantitativa. (A) 

fragmento da biópsia conjuntival; (B) o mesmo fragmento no momento da 
contagem das células positivas e negativas para o anticorpo anti-HLA-DR. 
As células positivas estão representadas em verde (seta preta), e as 
negativas em vermelho (seta amarela). Aumento de 400x. Espessura de 
5µm. 

 
 
4.6. Análise do sucesso cirúrgico e reação inflamatória conjuntival para 

seis meses de seguimento pós-operatório 
 

Como não foi verificada diferença estatística entre os grupos “sucesso 

total” e “sucesso parcial” nas variáveis em questão (inflamação por qualquer 

um dos métodos: p=0.7224; marcação para o anticorpo anti-HLA-DR: 

p=0.7168; inflamação nas lâminas coradas com HE: p=1.0000), reuniremos 

estes dois subgrupos em um grupo chamado “sucesso” (sucesso total e 

sucesso qualificado).  

 

A) Considerando qualquer tipo de sinal inflamatório (marcação para 
o anticorpo anti-HLA-DR ou presença de sinais inflamatórios nas 
lâminas coradas com HE) 

 
A comparação entre os grupos “sucesso” e “insucesso” (n=3) em relação 

à presença de sinais de inflamação em qualquer um dos métodos utilizado não 

resultou em diferença estatisticamente significativa (p=0.2380). 

 

A B



Resultados 
 

 

73

B) Considerando apenas a marcação para o anticorpo anti-HLA-DR 
Considerando apenas a marcação para o anticorpo anti-HLA-DR, 

também não foram observadas diferenças significativas quando comparados os 

grupos “sucesso” e “insucesso” (p=0.5714). 

 

C) Considerando apenas a verificação de células inflamatórias nas 
lâminas coradas com HE 

 
O grupo “sucesso cirúrgico” (n=31) em comparação com o grupo “falha 

cirúrgica” (n=3) não apresentou diferença estatística em relação à presença de 

células inflamatórias nas lâminas coradas com HE (p=0.1644). 

 

4.7. Análise do sucesso cirúrgico e reação inflamatória conjuntival para 
24 meses de seguimento pós-operatório 

 
Aos 24 meses de seguimento pós-operatório, mesmo com a diminuição 

do número de olhos seguidos e do aumento de casos de falha cirúrgica, de 

acordo com a classificação já descrita, não verificamos qualquer diferença 

significativa quando dividimos os pacientes em três grupos (sucesso total, 

parcial e falha) ou em dois grupos (sucesso e falha). Por isso, as análises 

abaixo foram realizadas dividindo os pacientes em “sucesso” e “falha cirúrgica”. 

 

A) Considerando qualquer tipo de sinal inflamatório (marcação 
para o anticorpo anti-HLA-DR ou presença de células 
inflamatórias nas lâminas coradas com HE) 

 
A comparação entre os grupos “sucesso” (n=17) e “insucesso” (n=11) 

em relação à presença de sinais de inflamação em qualquer um dos métodos 

utilizados (HLA-DR ou HE) não apresentou diferença estatística (p=0.7047). 

 

B) Considerando apenas a marcação para o anticorpo anti-HLA-DR 
A comparação entre os grupos “sucesso” (n=17) e “insucesso” (n=11) 

em relação à presença de marcação para o anticorpo anti-HLA-DR não 

demonstrou diferença estatística (p=1.0000). 
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C) Considerando apenas a verificação de células inflamatórias nas 
lâminas coradas com HE 

 
A comparação entre os grupos “sucesso” (n=17) e “insucesso” (n=11) 

em relação à presença de células inflamatórias nas lâminas coradas com HE 

novamente não demonstrou diferença estatística (p=0.5000). 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. DISCUSSÃO 
 
 



 

 



Discussão 
 

 

77

 

 

Este estudo foi realizado com pacientes portadores de glaucoma de 

ângulo aberto que necessitavam de tratamento cirúrgico. Apesar disso, quatro 

pacientes não compareceram a todos os retornos marcados. Um deles, no 

entanto, não foi excluído do estudo por ter sido submetido à nova 

trabeculectomia com dois meses de seguimento pós-operatório, sendo incluído 

no grupo “insucesso cirúrgico”. Vale ressaltar que esses pacientes continuaram 

tendo o direito de serem atendidos no HCFMRP-USP, e por isso um deles 

pode ser reavaliado dois anos após a cirurgia.  

A intenção inicial do trabalho era fazer o seguimento dos pacientes por 

seis meses. Mas após a verificação do fato de que alguns pacientes, 

anteriormente classificados no grupo “sucesso cirúrgico” ou “sucesso parcial”, 

apresentavam piora quando eram seguidos por um período maior de tempo, a 

duração do seguimento foi estendida até 24 meses após a cirurgia. 

Em relação ao pós-operatório, sempre foram prescritos corticóides 

tópicos, pois há evidências de que o uso desses medicamentos nesse período 

aumenta o sucesso da cirurgia fistulizante (55). 

No presente trabalho foi encontrada expressão de HLA-DR bem menor 

do que a apresentada no trabalho de Rodrigues et al. (42), que estudaram a 

expressão de HLA-DR utilizando o método de citologia de impressão em 

pacientes em tratamento clínico (com análogos de prostaglandina). 

A indicação cirúrgica propiciou a vantagem de tornar a biópsia um 

procedimento ético. Esse método fornece maior número de células para a 

análise, porém seria contra-indicado em pacientes saudáveis ou que não 

apresentassem necessidade de cirurgia, quando é recomendado utilizar a 

citologia de impressão de conjuntiva, procedimento rápido e indolor.  

Uma porcentagem maior de pacientes apresentou marcação positiva 

para o anticorpo anti-HLA-DR do que reação inflamatória observada nas 

lâminas coradas com HE (44.11% versus 26.47%). Esse fato poderia sugerir 

maior sensibilidade do método imunohistoquímico sobre o último método. No 
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entanto, seria necessário tamanho amostral maior para comprovar essa 

diferença de sensibilidade, pois no atual trabalho essa diferença não foi 

estatisticamente significativa.  

O presente estudo não demonstrou correlação entre a expressão de 

HLA-DR conjuntival ou sinais inflamatórios verificados pela HE e o resultado 

cirúrgico de trabeculectomia.  

Esses achados estão em concordância com os de Ihan e Cvenkel, que 

também estudaram expressão conjuntival de HLA-DR entre os pacientes que 

obtiveram sucesso cirúrgico e os que obtiveram falha (45). Segundo os 

autores, a baixa porcentagem de falhas cirúrgicas (13,3%) poderia explicar 

esse resultado. Porém, eles seguiram os pacientes por seis meses apenas. 

Nesse mesmo período, o presente estudo também apresentou baixa 

porcentagem de falha cirúrgica (8,82%), mas ao final de 24 meses, 39,28% das 

cirurgias apresentavam falha do procedimento, de acordo com os critérios já 

definidos anteriormente.  

Por outro lado, Souchier et al. descreveram em seu estudo que os 

pacientes que obtiveram sucesso cirúrgico apresentavam menor expressão de 

HLA-DR no epitélio conjuntival, por meio da técnica de citologia de impressão 

(46).  

Uma forte correlação entre a inflamação subclínica e a falência da 

cirurgia falaria a favor da idéia de indicação precoce de trabeculectomia em 

pacientes portadores de glaucoma. Porém, o presente estudo demonstrou que 

o tratamento medicamentoso pode seguramente ser a primeira escolha no 

controle da doença, e ser mantido até o momento da cirurgia, quando esta for 

indicada. 

Não se pretendeu avaliar possível correlação entre o uso ou não de 

colírios antiglaucomatosos no pré-operatório e o resultado cirúrgico, já que em 

nenhum dos pacientes a trabeculectomia foi o primeiro tratamento para o 

controle da PIO. Tradicionalmente opta-se sempre por iniciar medicação 

antiglaucomatosa, por ser uma medida menos invasiva e com menores riscos 

que um procedimento cirúrgico. Apesar disso, em países em desenvolvimento, 
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a trabeculectomia precoce é uma abordagem, muitas vezes adotada, devido à 

escassez de recursos financeiros (56).  

Os pacientes que apresentaram vazamento da ferida cirúrgica (sinal de 

seidel positivo) foram acompanhados com retornos mais curtos que o habitual, 

até completa resolução. Nenhum deles apresentou toque do cristalino no 

endotélio corneano. Os pacientes que não apresentaram melhora desse 

vazamento até 10 dias de pós-operatório foram submetidos à ressutura 

conjuntival.  

O sinal de Seidel positivo não apresentou uma correlação com pior 

resultado cirúrgico (p=0.1914). Este achado está de acordo com Henderson et 

al., que em seu trabalho obtiveram vazamento da ferida cirúrgica em 65% dos 

pacientes submetidos à trabeculectomia com flap conjuntival base fórnice, e 

esse vazamento não resultou em piora dos resultados cirúrgicos (57). 

Os pacientes que apresentaram catarata foram submetidos à 

facoemulsificação com implante de lente intra-ocular. Este procedimento, por si 

só, não foi utilizado como critério para incluir estes pacientes no grupo que 

obteve falha cirúrgica.  

Todos os pacientes que apresentaram descolamento de coróide 

melhoraram com medidas clínicas (ingestão hídrica, repouso, prednisona via 

oral 40 mg por dia), e por isso não necessitaram de qualquer intervenção 

cirúrgica para corrigir essa complicação.  

Um dos pacientes (número 12) desenvolveu blebite seguida de 

endoftalmite oito meses após a cirurgia fistulizante. Ele obteve melhora do 

quadro após medidas clínicas, não sendo necessário nenhum procedimento 

cirúrgico para o tratamento. A endoftalmite é mais comum quando o 

procedimento é associado ao uso de Mitomicina no intra-operatório (58), e 

pode ocorrer anos após o procedimento filtrante (17). 

Na literatura existe grande variedade de definições de sucesso cirúrgico. 

Algumas delas consideram apenas o valor absoluto da PIO para definir o 

sucesso. Outras usam também a porcentagem de redução da PIO em relação 

aos valores basais. Outras divergências encontradas entre trabalhos são a 
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permissão ou não para uso de medicações antiglaucomatosas no pós-

operatório, a inclusão de acuidade visual e campo visual, e a permissão para a 

realização de procedimentos invasivos (como por exemplo, agulhamento, 

injeção subconjuntival de antimetabólito, retirada ou lise de sutura).  

No Ambulatório de Glaucoma do HCFMRP-USP, parte dos pacientes já 

vinha utilizando uma ou várias medicações antiglaucomatosas, torna-se difícil a 

definição de qual era o valor basal da PIO. Por isso esse critério não foi levado 

em consideração no presente estudo.  

Como a população brasileira é altamente miscigenada, foi difícil definir a 

origem étnica de cada paciente. Por isso, a raça também não foi usada como 

critério para indicação de antimetabólitos no ato operatório. 

Em recente meta-análise foram examinados os resumos de 100 artigos 

de estudos longitudinais que continham procedimentos que objetivavam 

redução da PIO (trabeculectomia, faco-trabeculectomia, trabeculoplastia a 

laser, agulhamento e cirurgias não-penetrantes). Desses 100 resumos, 92 

apresentavam diferentes critérios de sucesso cirúrgico (52). Nesse mesmo 

estudo, o autor utilizou todos os 92 critérios para classificar um grupo de 100 

pacientes que já tinham sido operados por ele próprio. Desses 100 pacientes, 

as taxas de sucesso cirúrgico variaram de 36 a 98% após três anos de 

seguimento, conforme a utilização dos critérios mais ou menos restritos. Essa 

grande variação nos resultados mostra que é difícil a comparação entre um 

trabalho e outro quando o sucesso cirúrgico é analisado. Por isso, e também 

pela diferença de população em estudo, cirurgião e técnica cirúrgica, é difícil 

comparar a porcentagem de sucesso cirúrgico presente neste trabalho com os 

demais registros publicados na literatura. 

O presente estudo demonstrou que seis meses de seguimento pós-

operatório é um tempo curto para a adequada classificação de sucesso ou 

falha cirúrgica. Além disso, critérios como acuidade visual, progressão da 

escavação do nervo óptico, campimetria visual, percepção e queixas dos 

pacientes devem ser levadas em conta para a definição de “sucesso”, pois o 

objetivo do tratamento (clínico ou cirúrgico) é a estabilização da doença, e não 
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simplesmente a redução da PIO. Sugerimos também uma padronização 

desses critérios, o que facilitaria a comparação entre diferentes trabalhos. 

Novos estudos com número maior de pacientes, seguidos por um 

período superior a dois anos, serão necessários para confirmar os achados do 

presente estudo. Seria interessante também continuar o seguimento dos 

pacientes incluídos neste estudo por um período mais prolongado, e verificar 

se há alguma mudança na comparação de resultados cirúrgicos entre os 

pacientes que apresentavam expressão de HLA-DR conjuntival e os que não 

expressavam este marcador inflamatório. A utilização de outros marcadores 

inflamatórios, além do HLA-DR, pode ser também uma abordagem útil nessa 

avaliação.  

Apesar do pequeno tamanho amostral, os achados obtidos representam 

importante avanço no manejo de pacientes com glaucoma com indicação 

cirúrgica. Esses resultados evidenciam que não há necessidade de suspensão 

de medicação antiglaucomatosa tópica no pré-operatório de trabeculectomias.  
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6. CONCLUSÃO 
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Concluiu-se que não há correlação entre a presença do marcador HLA-

DR no epitélio conjuntival e/ou a verificação de sinais inflamatórios em biópsias 

coradas com HE e o insucesso cirúrgico em pacientes portadores de glaucoma 

primário de ângulo aberto submetidos à trabeculectomia. 
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ANEXO 2 
 
 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Eu_____________________________________________________________ RG no. 
______________________________________________________, registro no HCRP 
no. _________________, abaixo assinado, concordo em participar do estudo 
Expressão imunohistoquímica da molécula de histocompatibilidade principal, 
HLA-DR, e molécula CD28 na conjuntiva de pacientes com glaucoma primário de 
ângulo aberto submetidos a cirurgias antiglaucomatosas. 

O objetivo do trabalho é medir a inflamação causada por colírios utilizados para 
o tratamento do Glaucoma, e correlacionar esses dados com os resultados cirúrgicos 
dos pacientes que têm indicação cirúrgica. 

Estou ciente de que durante a cirurgia será colhido pequeno fragmento de 
tecido conjuntival do olho que estiver sendo operado e que isso não trará 
consequências funcionais ou estéticas (isto é, no pós-operatório o meu olho terá o 
mesmo aspecto do de outros pacientes submetidos a cirurgias antiglaucomatosas, a 
coleta não irá interferir no resultado cirúrgico). Sei que posso desistir de participar do 
estudo a qualquer momento, e se for do meu desejo posso receber informações sobre 
o andamento da pesquisa. 

Fui informado pelo pesquisador que meu nome e minha participação nesse 
estudo permanecerão sob sigilo, com completo anonimato.  

Estou ciente, também, de que o fragmento retirado será examinado e se, 
eventualmente, no exame realizado ou nas consultas realizadas após a cirurgia for 
detectado algum problema que mereça tratamento eu serei atendido pela equipe 
responsável pela pesquisa. Caso necessário, esse tratamento será realizado no 
ambulatório de Glaucoma do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 
Ribeirão Preto. 

Os resultados da pesquisa serão divulgados em revistas científicas nacionais 
e/ou internacionais, além de congressos científicos. Veículos de comunicação em 
massa poderão ter acesso aos resultados da pesquisa apenas como caráter 
informativo à população. 
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Abstract 

Purpose: This study seeks to correlate the presence of subclinical conjunctival 

inflammation with the surgical results of trabeculectomy. Design: Cross-sectional 

study. Participants: The study included 28 patients with primary open-angle glaucoma 

who were using topical anti-glaucoma medication and indications for trabeculectomy. 

Methods: From the 28 patients, 34 eyes with indications for fistulizing anti-glaucoma 

surgery were submitted to trabeculectomy. During surgery, a sample of the inferior 

bulbar conjunctiva was collected for immunohistochemical processing. The expression 

of HLA-DR and the success of trabeculectomy were analyzed 6 and 24 months after 

surgery. Surgical success was defined as an intraocular pressure (IOP) between 6 

mmHg and 20 mmHg, in the presence or absence of anti-glaucoma medication during 

the postoperative period. Surgical failure was defined as an IOP higher than 20 mmHg.  

Data were analyzed with the Fisher’s  exact or chi-square test, and the level of 

significance was set at p≤0.05. Main outcome measures: The study examined the 

inflammatory marker HLA-DR, in biopsies of the bulbar conjunctiva, and IOP.  

Results: Of the 34 eyes that underwent surgery, 15 (44.11%) were positive for then 

inflammatory marker HLA-DR. There was no significant association between 

inflammation and the surgical results at 6 or 24 months after surgery. Conclusions: 

This study demonstrates that expression of the inflammation marker HLA-DR in 

conjunctival cells at the time of surgery does not alter the prognosis of trabeculectomy.  
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Introduction  

Two types of treatment, clinical and surgical, can help prevent the progression of 

glaucoma damage.(1)  Trabeculectomy has several advantages over anti-glaucoma 

medication, including a lower fluctuation of intraocular pressure (IOP), (2-4) a lower 

cost, and a treatment protocol that does not depend on patient compliance with the 

correct use of the medication.(3) Since the success of surgery is based on the 

maintenance of the surgical fistula, any mechanism that causes increased inflammation 

and local scarring can theoretically increase the chance of surgical failure.(5) 

Patients using topical medications for a prolonged period of time present a larger 

number of various cell types related to inflammation.(6) This inflammatory reaction is 

more intense when the patient uses multiple topical drugs. In addition, it has been 

reported that patients with an early indication of trabeculectomy have better surgical 

results than patients who use topical drugs for a long time.(7) 

The bulbar conjunctiva of patients taking anti-glaucoma medications may be 

inflamed even in the absence of clinical signs.(8) This inflammatory reaction can be 

detected by the presence of inflammation markers on the ocular surface, such as HLA-

DR, a class II molecule of the major histocompatibility complex.(9-13) Some of this 

inflammatory activity may actually be caused by benzalkonium chloride, a preservative 

commonly used in topical medications.(14, 15)  

The use of topical corticoids or non-steroidal anti-inflammatory drugs in 

combination with anti-glaucoma medication may reduce the percentage of conjunctival 

epithelial cells that express HLA-DR.(16)  In a recent study, the preoperative use of a 

topical corticoid (but not of non-steroidal agents) led to better trabeculectomy 

outcomes.(5) 
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Although increased local scarring can lead to surgical failure, it is not clear 

whether patients presenting with the conjunctival expression of HLA-DR are at a higher 

risk of surgical failure. While some studies have identified a relationship between 

increase conjunctival expression of HLA-DR and worse surgical outcomes,(17) others 

have used impression cytology and found that there is no correlation between this 

marker and intraocular pressure during the postoperative period.(18)  

It is very important to develop a standardized methodology that can identify 

those patients at risk of surgical failure; such a method that would allow for more 

personalized therapy for each patient.(19)  

The objective of this study was to determine whether inflammation affects the 

surgical outcome of trabeculectomy. To this end, it was measured inflammation in 

conjunctival biopsies obtained from patients using topical anti-glaucoma medication; 

inflammation levels were compared across groups with different surgical outcomes. 

 

Patients and Methods 

This study was approved by the local ethics committee (protocol number 

15582/2005) and all participants gave their written informed consent. The study 

included patients with primary open-angle glaucoma and indications for surgical 

trabeculectomy who were seen at the Ophthalmology Outpatient Clinic of the 

University Hospital, Faculty of Medicine of Ribeirão Preto (HCFMRP).  

The study group included 34 eyes from 28 patients. Participants included 20 

males (71.42%) ranging in age from 50 to 76 years (mean + SD: 64.40 + 7.56 years) 

and eight females (28.57%) ranging in age from 57 to 70 years (mean + SD: 64.12 + 

4.99 years).  



Anexo de Publicação 
 

 

5

Exclusion criteria included: 1) the presence of pterygium,(20) 2) an age below 

50 years or above 80 years,  and 3) any type of previous surgery in the studied eye.  

During the 30 days preceding surgery, the number of anti-glaucoma eye drop 

preparations used ranged from 1 to 4 (median 3) per eye. The most frequently-used 

medication was 0.5% timolol maleate (30 eyes), while one of the three forms of 

prostaglandin analogues available in Brazil (Latanoprost, Travoprost and Bimatoprost) 

was used in 27 eyes.  

Several criteria indicated a need for trabeculectomy.(21, 22) These include: 1) 

confirmed evidence of the progression of glaucoma damage in the presence of the 

maximum tolerated medication dose, 2) an IOP that was significantly higher than the 

target pressure in the presence of the maximum tolerated medication dose, and 3) low 

compliance with drug treatment in patients with advanced glaucoma or with progressive 

glaucoma damage.  

After asepsis procedures and given peribulbar anesthesia, the patients underwent 

superior trabeculectomy(23) with a fornix-based conjunctival flap.  All surgeries were 

performed by the same surgeon. The conjunctiva was opened and the episcleral vessels 

were cauterized; next, a triangular scleral flap (5 mm at its maximum length and half the 

thickness of the sclera) was prepared. Sclerotomy was performed with a standard punch 

and was followed by iridectomy. The scleral flap was sutured with nylon 10-0 Ethicon® 

suture (Johnson and Johnson, Somerville, NJ, USA) with the removable suture 

technique,(24) and the conjunctiva was sutured with vycril 8-0 Ethicon ™ suture 

(Johnson and Johnson).  

The patients included in the study continued to use the maximum tolerated dose 

of medication until the day of surgery. At the time of surgery, a 5 x 5 mm fragment of 
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the inferior bulbar conjunctiva was obtained from the 6 o’clock position; the fragment 

was fixed in formol and underwent histological processing. 

A topical corticoid (0.1% dexamethasone administered with one drop, 4 times a 

day) was prescribed on the first postoperative day, and patients were instructed to use it 

for at least four weeks. Other medications were also prescribed, including 1% atropine 

(one drop twice a day for 15 days) and topical antibiotics (0.3% ofloxacin, 0.5% 

moxifloxacin or 0.3% tobramycin, one drop four times a day for at least seven days).  

Patients were examined on the 1st, 7th, 14th, 30th, 60th and 90th postoperative days. 

Quarterly returns were then scheduled for one year after surgery and bi-annual returns 

were scheduled until the end of the second year after surgery. Returns were scheduled at 

shorter intervals for patients with hypotonia, hypertonia or any other postoperative 

complications.  

The scleral flap sutures of each patient were removed up to three weeks after 

surgery. The patients were followed for a total of 24 months and were divided into 

groups according to the surgical results observed at 6 and 24 months after 

trabeculectomy.  

Surgical success was defined as an IOP between 6 and 20 mmHg in the presence 

or absence of the postoperative use of anti-glaucoma medication. Surgical failure was 

defined as: 1) an IOP above 20 mmHg at 6 and/or 24 months after surgery even with the 

use of anti-glaucoma medications, 2) an additional trabeculectomy, and 3) the 

development of phthisis bulbi. Needle puncture of the surgical bleb and the 

subconjunctival application of 5-fluorouracil were permitted and their indication was 

not considered to be surgical failure.  
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The preparation of the slides has been previously described.(13) Slides were 

prepared at room temperature in a moist chamber using the primary monoclonal anti-

HLA-DR antibody at a 1:50 concentration (Dako™, Glostrup, Denmark).  

Histological sections of human lymphoma were used as positive controls to 

examine the immunologic reaction. Negative controls consisted of the same histological 

sections but did not include the step of incubation with the primary antibody; this 

antibody was replaced with PBS. 

Quantitative immunohistochemical analysis of HLA-DR expression was 

performed by image analysis using an Olympus BX41 trinocular microscope coupled 

with a CCD Samsung™ color camera (SDC-313/243) and PCTV software from the 

Pinnacle Media Center™. The images were analyzed using the Image J software 

(version 1.41, National Institutes of Health, USA). Cells were considered to be positive 

for the marker if a brown immunoprecipitate was present in the cytoplasm and/or on the 

cytoplasmic membrane.  

The cell counter method(25) was used to count labeled cells directly from the 

monitor of the computer; marks of different colors were placed on the positive and 

negative cells with a click of the mouse. After the count, all data were exported to Excel 

2007® spreadsheets (Microsoft Corporation, USA), which provide the sum of the results 

of the count on one slide. At least 600 cells per biopsy were counted and the percentage 

of cells showing immunohistochemical expression of the selected marker was then 

calculated. 

Both the postoperative follow-up of the patients and the analysis of the biopsies 

were conducted in a masked manner. Data were analyzed statistically with the Fisher 

exact test or the chi-square test; the level of significance was set at p≤0.05. 
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Results  

The figure 1 shows the division of the operated eyes according to the surgical 

outcome. Six patients discontinued follow-up before 24 months after surgery; the results 

of their operations were therefore only included at the six-month follow-up.  

The figure 2 shows the surgical complications observed in the present study. No 

patient showed phthisis bulbi or an absence of light perception during the follow-up 

visual acuity exam. 

Labeling for the anti-HLA-DR antibody (Figure 3) was present in 41.11% of the 

specimens. No significant differences were observed between the “success” (n=31 eyes) 

and “failure” (n=3 eyes) groups at six months after surgery (P = 0.5714). There was also 

no significant difference in labeling for the anti-HLA-DR antibody between the 

“success” (n = 17) and “failure” (n= 11) groups at the 24-month follow-up (P = 1.00).  

Quantitative analysis of conjunctival HLA-DR expression demonstrated cell 

positivity ranging from 15.49 to 48.09% (median: 22.57%; mean: 27.25% + 11.18%). 

There was no correlation between the percentage of labeled cells and a worse surgical 

outcome (P>1.00) (Figure 4 and Table 1). 

 

Discussion 

This study found no correlation between the surgical results of trabeculectomy 

and conjunctival HLA-DR expression.  These finding agrees with those of Ihan and 

Cvenkel,(18) who also studied the conjunctival expression of HLA-DR among patients 

with surgical success and failure. According to these authors, the low rate of surgical 

failure (13.3%) may explain this result. However, their patients were followed for only 

6 months after surgery, and the present study found that the percentage of patients 
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presenting surgical failure increased when the postoperative follow-up period was 

extended to 24 months.  

Souchier et al.(17) used impression cytology to show that patients with surgical 

success had a lower expression of HLA-DR in the conjunctival epithelium. The 

differences in postoperative follow-up time (6 months versus 24 months), technique for 

collecting material (impression cytology versus biopsy) and the definition of surgical 

success (IOP ≤ 15 mmHg without anti-glaucoma medication versus IOP ≤ 20 mmHg 

with or without anti-glaucoma medication) may explain the different results.  

In the present study, HLA-DR expression was much lower than that reported by 

Rodrigues et al.,(13) who studied HDLA-DR expression using impression cytology in 

patients who were treated with prostaglandin analogues.  A possible explanation for this 

discrepancy is that a biopsy provides a larger number of cells for analysis than 

impression cytology. 

To our knowledge, the present study is the only one to use a conjunctival biopsy 

to determine the conjunctival expression of HLA-DR and the results of trabeculectomy. 

Surgical indication makes the biopsy an ethical procedure; biopsy provides a larger 

number of cells for analysis, but would be contraindicated for healthy patients or for 

patients presenting no need for surgery. For these other patients, impression cytology of 

the conjunctiva, a rapid and painless procedure, is recommended. 

It was avoided to obtain samples of the superior bulbar conjunctiva to prevent 

interference with the surgery and its results. In addition, in studies using impression 

cytology, cells were collected from the inferior bulbar conjunctiva with satisfactory 

results.(13, 26)  
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Surgical success is defined in many different ways in the literature. In a recent 

meta-analysis of 100 selected abstracts concerning procedures focused on reducing IOP 

(i.e., trabeculectomy, phacotrabeculectomy, laser trabeculoplasty, needling, and non-

penetrating surgeries), 92 different criteria of surgical success were described.(27) 

These various criteria, as well as differences in the study populations, surgeons and 

surgical techniques, make it difficult to compare surgical success across the literature.  

The definition of surgical success chosen for the present study was among the 

definitions most frequently used in studies on trabeculectomy.(27) Patients that needed 

postoperative interventions (except a new trabeculectomy) were included because in 

HCFMRP is routinely used to remove sutures. In addition, for ethical reasons, it was not 

included a control group who would have received surgery without the previous use of 

anti-glaucoma medication. Also, no comparisons were made between patients of 

different races since high rates of intermixture among the Brazilian population make it 

difficult to divide subjects into black and white groups. 

A strong correlation between subclinical inflammation and surgical failure 

would support the idea of an early indication of trabeculectomy in patients with 

glaucoma. However, in the present study, there was no correlation between conjunctival 

inflammation measured by the expression of HLA-DR and the surgical results of 

patients who underwent trabeculectomy. 
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Figure Legends 

 

Figure 1.  Classification of the operated eyes according to the surgical result observed 

at 6 months (n=34) and at 24 months (n=28) of postoperative follow-up. 

 

Figure 2.  Complications detected in 23 of the 34 surgeries performed. Encystment = 

encystment of the filtering bleb; Seidel+ = leakage of the surgical wound; 

CD = choroidal detachment; CIO = Closure of the internal ostium. 

 

Figure 3. A: Conjunctival biopsy showing positive labeling for the anti-HLA-DR 

antibody (arrow). B: Negative labeling for the same antibody (arrow). 

Magnification: 400x. 

 

Figure 4. HLA-DR quantitative analysis. A: conjunctival specimen; B. the same 

specimen with positive cells marked in green (black arrow) and negative 

cells marked in red (yellow arrow). Magnification: 400x. 
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Figure 1 
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Figure 3 
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Table: Percentage of HLA-DR+ cells in the 15 eyes with conjunctival inflammation 
and surgical results (success or failure). 

 

Eyes 
 

HLA-DR + 
cells (%) 

 

Group at 6 
months 

 

Group at 24 
months 

 
A 33,94 S S 

B 15,49 S S 

C 21,90 S S 

D 18,30 S * 

E 16,25 S S 

F 20,71 S * 

G 48,09 S S 

H 31,55 S S 

I 15,58 S S 

J 42,79 S * 

K 22,01 S F 

L 23,67 S F 

M 28,00 S * 

N 22,57 F F 

O 47,33 F F 

S = surgical success; F = surgical failure; *loss of follow-up. 
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