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Influéncia da aplicacao intraoperatoria
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corneo-conjuntivais de coelhos
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of topic mitomycin C on proliferation and differentiation
of rabbit corneal and conjunctival epithelial cells
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Resumo

Objetivo: Avaliar a influéncia da mitomicina C a 0,02% (MMC), aplicada em dose Unica por 3 minutos, na proliferacdo e diferenci-
acao das células epiteliais da cérnea de coelhos. Métodos: A MMC tépica foi aplicada na episclera da drea limbica temporal, mediante
tecido epitelial corneano intacto (um olho) e ap6s desepitelizagio epitelial parcial da cérnea (outro olho). Durante o procedimento
cirdrgico, MMC ou solugio fisiolégica 0,9% (SF) foi aplicada e a soluc@o escolhida para cada animal foi determinada por sorteio. Os
animais foram divididos em grupo A (20 olhos), grupo B (16 olhos) e grupo C (14 olhos). Foram sacrificados respectivamente em 4°,
15° e 45° dia de pés-operatodrio. Para estimular a proliferagao celular, os animais do grupo C foram submetidos a desepitelizagdao
central da cornea 3 dias antes do dia do sacrificio. Marcadores de diferenciacdo celular (AE1, AE3 e AES) e de proliferacao (5-
Bromo-2-Deoxiuridina, BrdU) foram utilizados. Nas 1dminas coradas com BrdU, as dreas nasal, temporal e central foram delimita-
das. O nimero de células coradas pela BrdU foram contadas nos 3 diferentes campos e a média aritmética de cada area foi analisada
estatisticamente. Resultados: Houve diferenca estatistica entre MMC e SF nas dreas central e temporal da cornea previamente
desepitelizada em todos os grupos. Ndo houve diferenca estatistica durante a andlise de diferenciacdo celular. Conclusao: A MMC na
dose de 0,02%, aplicada por 3 minutos sobre a episclera, interfere na proliferacio celular da drea exposta a droga e previamente
desepitelizada. Nao interfere na diferenciacao celular e sua acio possui efeito prolongado.
Descritores: Cornea; Células epiteliais/efeito de drogas; Mitomicina/administracdo & dosagem; Coelhos

ABSTRACT

Objective: To evaluate the influence of a three-minute application of 0.02% mitomycin C (MMC) on proliferation and differentiation of
rabbit corneal epithelial cells. Methods: Topical MM C or 0.9% saline solution was applied to the episclera of the temporal limbal area of
both eyes, maintaining intact epithelial tissue in one eye, and after partial corneal deepithelialization in the contralateral eye. The animals
were arranged in groups A (20 eyes), B (16 eyes) and C (14 eyes) and sacrificed respectively on the 4th, 15th and 45th postoperative days.
In order to stimulate cell proliferation, group C was submitted to central corneal deepithelialization three days before sacrifice. Cell
differentiation markers (AEI, AE3 and AES) were used for differentiation analysis and 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) for detection
of corneal epithelial cells proliferation. Results: There was no statistical difference in differentiation cells when drugs or surgical techniques
were analyzed. Cell proliferation when using MM C or SF was statis-tically significant at central and temporal areas when applied after
partial corneal deepithelialization in all groups. Conclusion: These results suggest that the three-minute episcleral application of 0.02%
MMC does not affect epithelial cell differentiation; however, when MMC application occurs after corneal deepithelialization, it may affect
cell proliferation.
Keywords: Cornea; Epithelial cells/drug effects; Mitomycin/administration & dosage; Rabbits
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INTRODUCAO

crescimento celular e sua proliferacdo estdo intima-men

te relacionados a diferenciacdo celular. Célu-las

indiferenciadas apresentam uma alta capacidade de di-
visdo celularV. Uma regulagdo precisa do ciclo celular durante
o periodo embriondrio é fundamental para definir o tamanho, a
forma e fornecer as condicdes necessdrias para o crescimento e
diferenciagéo celular®. Agentes antimit6ticos podem bloquear
este ciclo celular durante a diferenciagio celular®.

A mitomicina C (MMC) é um antibiético isolado do
Streptomyces caespitosus, antineopldsico, que inibe seletivamente
a sintese de DNA, RNA e a sintese proteica em células de cresci-
mento rdpido. Como os agentes alquilantes, forma ligagdes
covalentes com os residuos de guanina no DNA. Imita a radiagio
ionizante, podendo apresentar efeitos cumulativos e sua a¢ao per-
manecer por longo tempo ap6s cessado o tratamento. Por ser um
inibidor potente da proliferacio fibrobldstica, a MMC ¢ indicada
para a prevengao de recidivas pés-operatorias de pterigio, e no
aumento do indice de sucesso e manutengdo das cirurgias
fistulizantes antiglaucomatosas. E utilizada também com sucesso
no tratamento de outras doengas oculares®. O uso topico da MMC
tem desencadeado complicagdes droga-relacionadas®™®, ressaltan-
do o fato de que a seguranca no modo de aplicagdo e a melhor
concentracdo a ser utilizada, devem ser avaliadas®'V.

Observou-se, em estudos prévios, o aumento da frequéncia
de complicacdes, quando se utilizava a técnica de esclera nua para
a ressecgao do pterigio, uma vez que esta técnica mantém a expo-
sicdo da esclera apds a aplicagdo da MMC nesta regidaot>'9.

Na tentativa de diminuir o indice de complicag¢des relacio-
nadas a exérese de pterigio e aplicacdo da MMC, foi desenvol-
vida uma técnica cirdrgica, onde a remogdo da cabeca do pterigio
na porcdo da cérnea é realizada ap6s a aplicagdo da droga. Esta
técnica mantém protegido o tecido da cornea durante a aplica-
¢do da MMC, e os bons resultados obtidos sugerem que a técni-
ca cirdrgica também influi nos indices de complicagdes pds-ope-
ratérias droga-relacionadas™.

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do uso t6-
pico episcleral intraoperatdrio de mitomicina C na proliferagdo
e diferenciagdo de células epiteliais corneo-conjuntivais de
coelhas em diferentes técnicas cirtrgicas.

MEéropos
Foi realizado um estudo duplo cego, utilizando 24 coelhas albinas

da raca Nova Zelandia, pesando de 800 a 1900g (média de 1135,60g
) e que ndo apresentavam anormalidades oculares detectadas ao

exame biomicroscopico inicial & 1ampada de fenda. Ap6s aprovagio
do estudo pelo Comité de Etica Animal (n° 475-2), os animais foram
tratados segundo as normas da Association of Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO) e do Colégio Brasileiro de Experimenta-
¢a0o Animal (COBEA). Os animais foram distribuidos em 3 lotes de
acordo com o tempo estipulado para o sacrificio. O lote A continha
animais que foram sacrificados em 4 dias, o lote B em 15 dias e o lote
C em 45 dias de pés-operatorio. Apds a sedagdo dos animais com
injegao intramuscular de cloridrato de cetamina na dose de 50mg/kg
de peso e de xilazina na dose de Smg/kg de peso, os olhos dos coelhos
foram irrigados com solugio de cloreto de soédio 0,9% (SF) e apds
instilagao de 1 gota de tetracaina a 0,5% (1 gota/olho) foram subme-
tidos as técnicas cirdrgicas descritas a seguir. Duas solucoes foram
utilizadas: SF (para os animais controle) e MMC a 0,2mg/mL (para
os olhos medicados) previamente preparadas por outro pesquisador,
que ndo participou dos procedimentos cirtrgicos, e colocadas em fras-
cos numerados 1 e 2. A solugdo a ser aplicada nos dois olhos, bem
como a técnica cirdrgica empregada em cada olho das coelhas foi
determinada por sorteio.

Estudo com desepitelizacio parcial prévia da cornea

A drea conjuntival e a cornea temporal foram demarcadas
com marcador de zona 6ptica de 8,0mm de didmetro, corado pre-
viamente em violeta de genciana. O marcador de zona Optica foi
centrado no limbo temporal do olho de cada coelho (figura 1). A
area conjuntival demarcada foi divulsionada e a episclera foi ex-
posta. As células epiteliais da cornea demarcada foram desidrata-
das com o auxilio de cotonete embebido em élcool etilico 95%
por 30 segundos. Apds a irrigacao com SF, o epitélio da cornea foi
removido com bisturi lamina 15 e a total desepitelizacdo confir-
mada com a aplicacdo de 1 gota de fluoresceina sédica a 2%.
Aplicou-se na area episcleral por 3 minutos, a esponja de celulose
medindo de 5,0 por 3,0mm da Weck-Cel (Weck-Cel modelo
C00054, Edward & Company, Treton, NJ), embebida em solucio
1 ou 2. A drea episcleral foi irrigada com 100mL de SF e as bordas
conjuntivais suturadas com fio absorvivel 8-0 (figura 1).

Estudo com cérnea integra

Foi aplicada no olho contralateral de cada animal obede-
cendo-se a sequéncia descrita a seguir: apds a exposi¢do da area
episcleral a esponja de celulose embebida na mesma solucao
utilizada no procedimento cirtirgico do primeiro olho foi aplica-
da por 3 minutos. A seguir a drea episcleral foi irrigada com
100mL SF e o epitélio demarcado da cérnea foi desidratado e
removido. As bordas conjuntivais foram suturadas com fio
absorvivel 8-0 para a protecdo da drea episcleral que recebeu a
aplicacdo da solucdo (figura 2).

< |

Figura 1: A) marcador de zona dptica de 8,0mm de didmetro posicionado em regido limbar temporal de olho direito do coelho; B) a regido
demarcada, abrange a drea da cérnea desepitelizada e a drea episcleral exposta; C) a esponja de “weck-cell” embebida em solugao é aplicada

na regido episcleral; D) a conjuntiva ¢ suturada com fio absorvivel 8-0
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Figura 2: A) marcador de zona 6ptica de 8,0mm de didmetro posicionado em regido limbar temporal de olho direito do coelho; B) A regiéo
demarcada, abrange a drea da cornea integra e a drea episcleral exposta; C) a esponja de “weck-cell” embebida em solugdo é aplicada na
regido episcleral; D) a cornea demarcada ¢ desidratada e desepitelizada e a seguir a conjuntiva ¢ suturada com fio absorvivel 8-0

Todos os olhos receberam colirio de dexametasona e
cloranfenicol, 1 gota em cada olho de 8/8hs por 7 dias. A avalia-
¢do das complicacdes externas, como a presenga de secregao,
areas desepitelizadas da cOrnea, alteragdes conjuntivais e
palpebrais foi realizada em exame macroscopico e
biomicroscépico.

Procedimento realizado nos animais do lote C

Para avaliacao dos efeitos prolongados da MMC, os coe-
lhos sacrificados em 45 dias foram submetidos a uma nova
desepitelizacdo da cérnea central em drea previamente
demarcada com trépano de 8mm de didmetro, no 42° dia de pos-
operatdrio. A cérnea demarcada foi desidratada e desepitelizada
com lamina 15 conforme procedimento realizado na cérnea tem-
poral.

Aplicaciao do antigeno BrdU (Calbiochem - laboratoério sigma)
A injecao endovenosa, em veia marginal da orelha do ani-
mal, de 100mg/kg de 5-bromo-2-deoxiuridine (BrdU) diluido em
20,0mg/mL de fosfato esterilizado (PBS) com pH=74, foi apli-
cada 24 horas antes do sacrificio do animal. As células que esta-
vam na fase S da divisdo celular durante o periodo de 24h ap6s a
aplicag@o da injecdo endovenosa contendo BrdU foram coradas.
A quantificacdo da positividade das células do epitélio, foi defi-
nida utilizando-se o reagente BrdU e o anticorpo anti-BrdU.

Anailise imuno-histoquimica das células

Ap6s o sacrificio dos animais, com aprofundamento do pla-
no anestésico utilizando-se uma solugao de tiopental a 3% (25mg/
kg de peso vivo) aplicado via endovenosa, as cérneas foram fi-
xadas in-situ perfundindo-se a camara anterior com 1% de
paraformaldeido diluida em fosfato por 5 minutos. O material
retirado foi conservado em formalina tamponada a 10%. Uma
marcacdo com fio seda 4-0 foi realizada na regido da cérnea
nasal exatamente oposta a area submetida ao procedimento ci-
rirgico, como ponto de referéncia. Todos os frascos foram iden-
tificados para posterior inclusdo do material em parafina. De-
pois de preparadas, as laminas foram encaminhadas para o
processamento dos diversos reagentes (AE1/AE3, AES e BrdU).
A diferenciacdo epitelial foi avaliada pelos anticorpos
monoclonais AE1/AE3 e AES. As andlises foram executadas
sem conhecimento prévio do procedimento cirtirgico realizado e
de qual lote de animais provinha o material de estudo.

Reagente AE1/AE3 e AES

A absorg¢ao dos reagentes AE1/AE3 e AES5 pelas células,
ap0s reagdo com as ceratinas do epitélio da cérnea foi revelada
pelo método ABC (complexo redutor-estreptovidina e biotina
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peroxidase revelada). As laminas foram desparafinadas com
imersdes rdpidas em xilol I previamente aquecido em estufa a
110°C por 30 minutos, e a seguir com imersdes em xilol IT e III
na temperatura ambiente, em dlcool absoluto I, II, III, 80 e 50%
(temperatura ambiente) e em dgua corrente e destilada. A se-
guir foram submetidas ao bloqueio da peroxidase endégena com
10mL de H,0O, (30%) diluida em metanol 90mL. Foram realiza-
das 3 trocas de 3 minutos em temperatura ambiente. Apds lava-
gem em dgua corrente e destilada, foram submetidas a recupe-
racdo antigénica por 30 minutos em panela a vapor a 95°C com
tampao citrato 10mM em pH=6,0 e lavadas em agua corrente (5
minutos), dgua destilada (5 minutos) e PBS (5 minutos). Os
anticorpos AE1/AE3 (1:50) diluido em tampao PBS e BSA (soro
albumina bovina na concentragido de 1,25mL), pH=7,5 ¢ AES
(1:50), diluido em tampao PBS e BSA pH=7,5, foram instilados
em laminas diferentes e incubados em camara umida e estufa a
37°C por 30 minutos. As laminas foram retiradas da incubagio
com anticorpo primdrio e lavadas, no agitador em PBS, em tem-
peratura ambiente por 5 minutos cada (3x) a temperatura ambi-
ente. A seguir receberam o anticorpo secundério — Multi-Link
diluido em PBS 1:80, em temperatura ambiente e incubacio por
1 hora na estufa a 37°C. Foram lavadas por 3 vezes, em agitador,
em PBS a temperatura ambiente por 5 minutos cada etapa e
secadas com papel de filtro. Receberam entdo o complexo ABC
diluido em PBS a 1:100 e foram incubadas por 40 minutos a 37°C
em estufa. Apds colocag@o das laminas no tampao PBS e colora-
¢do por 5 minutos com DAB (diaminobenzidina) e lavagem com
dgua corrente, foram contracoradas com hematoxilina de Mayer
por 30 a 60 segundos de acordo com a coloracdo macroscépica e
lavadas em dgua amoniacal (Nh,OH), dgua corrente e destilada
por alguns segundos. As laminas foram desidratadas e montadas
para andlise.

Reagente BRDU

As corneas foram desparafinizadas com xilol I por 15 mi-
nutos na estufa a 60°C. Depois, xilol II, IIT por 10 minutos cada
em temperatura ambiente. Aplicou-se solucido contendo etanol
a 100%, 3 vezes por 1 minuto cada, a 95% por 1 minuto e a 70%
por 3 vezes, | minuto em cada passagem. As laminas foram lava-
das com dgua destilada, 3 vezes por 1 minuto cada e em PBS por
3 vezes, 5 minutos cada, e permaneceram em banho a 31°C com
2NHCI por 20 minutos. A seguir foram banhadas por 2 minutos
em solucdo de tripsina 0,005g diluida em 100mL de PBS a 37°C
e colocadas em leite desnatado Molico® 1g para 100mL de PBS
previamente homogeneizado. Permaneceram nesta solugdo por
1 hora em temperatura ambiente. O Ac BrdU (1:50) foi diluido
em BSA (albumina bovina) a 1% e aplicado sobre as laminas,
que permaneceram em camara escura e imida por 1 hora. Apds
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lavagem das laminas com PBS por 3 vezes (5 minutos cada ses-
sd0), foi aplicado o anticorpo secundario Multi-Link 1:80 diluido
em BSA permanecendo por 1 hora em cdmara imida e escura.
Ap6s lavagem com PBS 3 vezes por 5 minutos cada e bloqueio
endégeno com peroxidase em H,O, a 3% por 5 minutos, as 1ami-
nas receberam complexo ABC em PBS (A e B = 1:50), por 30
minutos, em cAmara Gmida e escura. O DAB (1 gota em 1mL do
tampao) foi aplicado e imediatamente apds a reacdo, as laminas
foram colocadas na cuba com 4dgua destilada corrente por 5 mi-
nutos e coradas com hematoxilina. As laminas foram lavadas,
desidratadas e montadas para anadlise.

Analise do padrao de diferenciaciao do epitélio da cornea

As células epiteliais das regides limbica e central da cornea
foram analisadas. O reagente AE1, cora células que apresentam
ceratinas de 40-56Kd e o reagente AE3 as células que possuem
ceratinas de 52-67Kd. As ceratinas coradas pelos reagentes AE1/
AE3 encontram-se no citoplasma, principalmente nas células
basais e suprabasais do epitélio, proximas ao limbo ou na perife-
ria da cornea e o reagente AES para as ceratinas de 64Kd espe-
cificas das células maduras ou suprabasais da cérnea’®.

Quantificacdo das células

Nas imagens microscépicas os ntcleos celulares corados
com BrdU foram contados utilizando-se a seguinte metodologia.
Sob microscopia dptica (microscépio Nikon — Labophot) com
aumento de 4 vezes e utilizando-se uma caneta de retroprojetor,
foram determinados as 2 extremidades (temporal e nasal) da
cornea. O tecido foi entdo dividido em 3 partes iguais com régua
milimetrada e delimitado por marca¢des na lamina com a cane-
ta. Determinaram-se 2 dreas periféricas e 1 central da cdrnea.
O tecido da lamina foi comparado com o tecido emblocado em
parafina (com fio de seda na regido nasal) e as dreas periféricas
das laminas (nasal e temporal) foram identificadas. Para andlise
microscopica foram escolhidos trés campos em cada regido numa
amostra aleatdria com a objetiva para aumento de 40 vezes. Uti-
lizando-se ocular milimetrada Kpl 8x — Carl Zeiss — Germany
com a objetiva de 40 vezes, contou-se o numero de células cora-
das em cada campo milimetrado escolhido (equivalente a
0,25mm). A contagem de células em trés campos de cada regido
(0,75mm) englobou aproximadamente 90% da drea total do
epitélio da cornea. Foram consideradas positivas, as células inte-
gras, redondas e intensamente coradas. As células ndo intensa-
mente coradas foram consideradas negativas!?.

Para andlise estatistica foi utilizada a média aritmética dos
resultados obtidos nos 3 campos de cada area (nasal, central e
temporal). Utilizou-se o modelo fatorial de anélise de variincia
para o teste do efeito das drogas, em associacdo aos lotes em
cada regido da cérnea de acordo com a técnica cirdrgica. Em
todos os testes estatisticos utilizou-se a medida descritiva p e

adotou-se um nivel de significAncia de 5% (p< 0,05)"®. Os da-
dos foram editados em Microsoft Excel, versao Windows 98.

REsuLTADOS

Analise macroscépica e biomicroscopica

Nao foram observadas hiperemia ou secre¢do durante o
periodo pré-operatdrio nos olhos dos animais. No periodo pds-
operatdrio, observou-se leucoma no local da drea desepitalizada
de 1 olho de 1 animal integrante do lote A (que recebeu MMC e
desepitelizagdo parcial prévia a aplicagio da MMC). Secrecio
amarelada em moderada quantidade foi observada em 3 olhos,
sendo 2 coelhos do lote A (recebeu MMC e técnica de
depitelizagdo parcial prévia e outro que recebeu SF e
desepiteliza¢do parcial da crnea apds a aplicacdo da solugdo) e
1 do lote B (recebeu SF e desepitelizacdo parcial antes da apli-
cagdo da solug¢do). Este tltimo apresentou no mesmo olho uma
drea de afilamento escleral com abaulamento do tecido na drea
operada.

Reagentes AE1/AE3 e AES

As células consideradas positivas ou marcadas pelos
anticorpos primarios AE1/AE3 ou AES apresentavam expres-
sdo de ceratinas presentes na camada basal e suprabasal do
epitélio. Na andlise do padrdo de diferenciacdo das células
epiteliais basais das regides periféricas da cornea e central, ob-
servou-se que as células da periferia e da drea central reagiram
com os anticorpos AE1/AE3 em todos os lotes avaliados nas
duas técnicas cirtrgicas, independentemente da droga utilizada
(tabela 1). A figura 3A ilustra o padrdo de positividade aos
reagentes AE1/AE3 das ceratinas do epitélio da cérnea. O pa-
drao foi semelhante nos diferentes lotes e também para as dife-
rentes drogas (MMC e SF) e técnicas cirtirgicas (desepitelizacao
parcial prévia e cornea integra). As células epiteliais da regiao
central da cérnea reagiram com o anticorpo AES nos animais
dos lotes estudados (tabela 2 e figura 3B). Para este anticorpo
primdrio, o padrdo de diferenciac@o celular foi semelhante nos
animais que receberam SF e MMC, independente da técnica ci-
rurgica utilizada ou do lote analisado.

Reagente BrdU

As células consideradas positivas ou marcadas pela BrdU
(figura 3C) estdo presentes na camada basal e suprabasal do
epitélio, nos trés lotes. A tabela 3 demonstra que neste modelo
experimental, para a técnica de desepitelizacio parcial prévia,
existem evidéncias estatisticas de diferenca para o fator droga,
entre SF e MMC, nas regides central e temporal e na associacao
de ambas as regides (p<0,05), ou seja, existem evidéncias esta-
tisticas que, para esta técnica, a MMC afetou a quantidade de
células medidas, nas regides citadas.

Figura 3: A) Microscopia éptica de espécime contendo epitélio corneano, exemplo das células basais e da lamina reticular marcadas com AE1/
AE3 (400X); B) microscopia éptica de espécime contendo epitélio corneano, exemplo das células basais e da 1dmina reticular marcadas com
AES (400X); C) microscopia Gptica de espécime contendo epitélio corneano, exemplo das células basais e da lamina reticular marcadas com
BrdU (400X)
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Tabela 1

Resultados da analise imuno-histoquimica, da expressao
de citoceratinas de células epiteliais de cérneas de
coelhos, dos 3 lotes, com os anticorpos AE1/AE3,
distribuidos de acordo com a técnica cirurgica
(desepitelizac@o parcial prévia = desepitelizacdo da
coérnea antes da aplicacdo da solucao; cérnea integra =
desepitelizacao da cornea apds a aplicacao da solucéo) e
da solucao aplicada (SF; MMC)

Tabela 2

Resultados da analise imuno-histoquimica, da expressao
de citoceratinas de células epiteliais de corneas de
coelhos, dos 3 lotes, com o anticorpo AES5, distribuidos
de acordo com a técnica cirurgica (desepitelizacao
parcial prévia = desepitelizacao da cérnea antes da
aplicacao da solucao; cornea integra = desepitelizacao
da cérnea apos a aplicacao da solugao)

e da solucao aplicada (SF; MMC)

Técnica

N° do
Lote Solucdo animal

Cornea
integra

Desepitelizacao
parcial

Periferia Central Periferia Central

Técnica

N°do
Lote Solucao animal

Cornea
integra

Desepitelizacio
parcial

Periferia Central Periferia Central

A SF 3 + + + +
6 + + + +
8 + - + +
17 + - perda  perda
19 + + + +
MMC 4 + + + +
5 + + - +
7 + + + +
16 + - + +
18 + - + +
B SF 23 - - - -
24 - - + +
25 + - - -
26 + + + +
MMC 20 - - - -
21 + + + +
22 - - - -
27 + - + -
C SF 10 - + - -
12 - - + -
14 + + + +
MMC 9 + - + -
11 + + + +
13 - - - -
15 + - + +

A SF 3 + + + +
6 + + - -
8 + + + +
17 + + perda  perda
19 + + + +
MMC 4 + + + +
5 + + + +
7 + + + +
16 + + + +
18 + + + +
B SF 23 + + + +
24 + + + +
25 + + - +
26 + + - -
MMC 20 + + + +
21 + + + +
22 - - + +
27 - - - -
C SF 10 - + - +
12 perda  perda - +
14 - + - +
MMC 9 - + - -
11 - + - +
13 - + - +
15 - + - +

Lote A — animais sacrificados no 4° dia de pés-operatdrio (PO); lote B
—no 15° PO; lote C — 45° PO e 72 horas apds nova intervencio para
desepitelizagao central da cérnea; MMC = mitomicina C; SF = solu-
¢ao de cloreto de sédio a 0,9%; perda = material insuficiente, nao
avaliado; + = presenca de expressdo de ceratinas; - = auséncia de
expressao de ceratina

A andlise estatistica evidencia que para a técnica de
cornea integra, ndo existem evidéncias estatisticas de diferen-
¢a para o fator droga entre SF e MMC. Existem evidéncias
estatisticas de diferenca entre os lotes, na regido temporal e na
associacdo de ambas as regides (p<0,05), ou seja, para esta
técnica, o lote A e o lote B sdo estatisticamente diferentes na
quantidade de células medidas nas regioes citadas. O lote C foi
comparado e ndo apresentou diferenca estatistica. A interacdo
dos fatores droga e lote foi testada e ndo apresentou diferenca
estatistica(tabela 4). B

DiscussAo

Os efeitos das drogas oftdlmicas usadas topicamente so-

bre a cérnea podem influenciar na cinética celular do epitélio*2.
Os coelhos foram os animais escolhidos, pela semelhanca do te-
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Lote A — animais sacrificados no 4° dia de pés-operatério (PO); lote B
—no 15° PO; lote C — 44° PO e 72 horas apds nova intervengdo para
desepitelizagdo central da cérnea; MMC = mitomicina C; SF = solu-
¢do de cloreto de sédio a 0,9%; perda = material insuficiente, nao
avaliado; + = presenca de expressdo de ceratinas; - = auséncia de
expressao de ceratina

cido da cérnea com o tecido humano. Possuem um répido turnover
das células epiteliais, e grande semelhanga no padrao de ceratinas
humanas®?. A MMC, droga utilizada em diversos procedimen-
tos oftalmoldgicos como terapia adjuvante, atua como inibidor
da proliferagao celular e tem sido vinculada ao surgimento de
complicacdes durante o periodo pds-operatério, como erosdes
de cérnea, hiperemias conjuntivais, blefaroespasmos, afilamentos
de cérnea e esclera e perfuracoes®!?). No presente estudo, nao
foram verificadas complicagdes como secreg¢des, hiperemia,
afilamentos de cérnea e/ou esclera atribuidas ao uso da MMC a
0,02% aplicada em dose tnica por 3 minutos na regiao episcleral.
Os mesmos achados foram observados por Sampaio et al., quan-
do instilou MMC a 0,02 € 0,04% em olhos de ratas®.

Ainda € desconhecido o mecanismo regulador do nimero
de células basais que penetra na cérnea, provindas das células
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Tabela 3

Modelo fatorial para analise estatistica considerando como fatores: drogas
utilizadas (MMC e SF) e lotes (A, B e C). Estudo considerando a proliferacéao
celular em toda a cornea e em cada regiao especifica, apds a técnica de
desepitelizacao parcial prévia = desepitelizacao parcial da cornea antes da
aplicacao da solucao

Técnica Regido Fatores  Valor F Pr>F Significancia
da cornea
Nasal+central+ Lotes 0,48 0,5067 n.s.
temporal 1. Droga 10,00 0,0023 *
2. Lotes X Droga 0,36 0,6993 n.s.
Lotes 2,37 0,1210 n.s.
Desepitelizacao Droga 1,56 0,2266 n.s.
parcial Lotes X Droga 2,19 0,1399 n.s.
prévia Lotes 2,95 0,0767 n.s.
Droga 5,81 0,0263 *
Lotes X Droga 1,13 0,3447 n.s.
Lotes 0,39 0,6803 n.s.
Droga 4,60 0,0451 *
Lotes X Droga 0,03 0,9737 n.s.

Lote A — animais sacrificados no 4° dia de pds-operatério (PO); lote B — no 15° PO; lote C - 45° PO
e 72 horas ap6s nova intervengdo para desepitelizagio central da cérnea; (*) significativo ao nivel

de 5%; n.s.: ndo significativo

Tabela 4

Modelo fatorial para analise estatistica considerando como fatores: drogas
utilizadas (MMC e SF) e lotes (A, B e C). Estudo considerando a proliferacao
celular em toda a cérnea e em cada regido especifica, apds a técnica de cérnea
integra (isto é, desepetilezacao parcial da cornea apds a aplicagao da solucao)

Técnica Regiao Fatores  ValorF  Pr>F Significincia
da cornea
Nasal+central 3. LotesAeB 3,19 0,0480 *
+temporal 4. Droga 2,90 0,0955 n.s.
5. Lotes X droga 0,07 0,9305 n.s.
Nasal Lotes 1,25 0,3078 n.s.
Cérnea integra Droga 0,58 0,4546 n.s.
Lotes X droga 1,03 0,3775 n.s.
Central Lotes 1,50 0,2493 n.s.
Droga 3,90 0,0629 n.s.
Lotes X droga 2,94 0,0773 n.s.
Temporal Lotes AeB 4,57 0,0240 *
Droga 3,41 0,0804 n.s.
Lotes X droga 0,03 0,9711 n.s.

Lote A — animais sacrificados no 4° dia de pés-operatério (PO); lote B — no 15° PO; lote C — 45° PO
€ 72 horas apés nova intervengio para desepitelizacio central da cérnea; (*) significativo ao nivel

de 5%; n.s.: ndo significativo

germinativas situadas no limbo e que € responsavel pelo contro-
le da proliferacdo das células basais, sua diferenciacdo e pela
sua descamagdo®. Os relatos da literatura, enfatizando que a
MMC ¢ um potente agente antineopldsico capaz de inibir a pro-
liferagao celular e desta forma colaborar para o sucesso de di-
versos procedimentos oftdlmicos, como por exemplo, a diminui-
¢do da proliferagdo celular de tecido tenoniano e conjuntival em
pos-operatdrio de cirurgias fistulizantes, ou a diminui¢@o dos in-
dices de recidivas em pds-operatdrios de cirurgias de pterigio,

bem como a diminuic¢ao dos indices de haze em pds-operatorios
de cirurgias refrativas. O baixo custo e a facilidade na manipula-
¢do, justificam a sua utiliza¢do e a necessidade de melhores co-
nhecimentos relativos as possiveis complicacdes droga-depen-
dentes ©:0:1020),

Como a MMC provavelmente induz maior dano as células
com intensa atividade proliferativa, a droga atuaria especifica-
mente nos processos de sintese do DNA e funcionamento do
fuso mitdtico das células germinativas presentes no limbo da

Rev Bras Oftalmol. 2014; 73 (3): 154-62



160 Potério MB, Kara-José N, Amstalden EMI, Carvalho KMM, Marcondes AM

cérnea®?”. Em 1992, Kawase et al.?® mediram a concentra¢do
da MMC na conjuntiva, esclera e humor aquoso de coelhos apds
inje¢des subconjuntivais cujas concentragdes da droga variavam
de 0,002 a 0,2mg/mL. Estes autores observaram que a MMC
apresenta uma meia-vida de 0,18 até 0,48 hora. A concentraciao
da mesma foi reduzida para 1/15 quando a conjuntiva e a esclera
foram irrigadas com 200mL de solucdo de cloreto de sdédio a
0,9%, porém, a meia-vida da droga permanecia inalterada. Es-
tes resultados reforcam que a droga desaparece rapidamente
dos tecidos e a irrigacdo diminui significativamente a concentra-
¢do da MMC. Neste estudo, a irrigagdo da area episcleral que
recebeu MMC com 100mL de SF foi suficiente para ndo permi-
tir interferéncia na proliferacdo celular da drea nasal da cérnea
(tabelas 3 e 4).

Os estudos sobre o potencial regenerador das células
epiteliais da cornea, para a reparagao rapida do tecido, sugerem
que o processo de regeneracdo pode ocorrer de maneira
centripeta pela migracdo das células germinativas provenientes
do limbo ou de forma circunferencial por deslizamento das célu-
las adjacentes as bordas da area desepitelizada®2%%). Mesmo
com a rapidez do potencial regenerador, houve diferenca
significante na proliferac@o celular das regides central e perifé-
rica temporal dos animais que receberam SF ou MMC avaliados
no 4°, 15° e 45° dias de pds-operatdério quando a técnica de
desepitelizagdo parcial prévia da coérnea foi aplicada (tabela 3).
Esses resultados sugerem que a MMC atuou onde foi aplicada,
ou seja, a inibigdo celular observada nas regides temporal e cen-
tral sugere que a MMC influencia as células expostas ap6s de-
feito epitelial e ndo influencia as células com o epitélio integro.
A utilizagdo da técnica cirdrgica que preserva a integridade do
epitélio da cérnea durante a aplicacio da MMC pode ser um
fator importante durante a cicatrizacdo no periodo pds-operaté-
rio. A inibigdo da proliferacdo celular observada nas fases consi-
deradas tardias (15 e 45 dias de pds-operatdrio) sugere que a
MMC tem efeito inibidor prolongado sobre as células epiteliais
da cornea de coelhos (tabela 3).

Nesta investigacdo, além dos anticorpos AE1/AE3,
marcadores de células em proliferagdo, empregou-se também
o AES, um anticorpo monoclonal, altamente especifico para a
ceratina de 64Kd, considerado marcador especifico da célula
epitelial da cérnea diferenciada®. Dessa forma observou-se a
presenga de células diferenciadas, ou seja, que apresentavam
ceratinas que reagem com o anticorpo monoclonal AES, em
todos os lotes estudados (tabelas 1 e 2). Holzchuh®®, em 1999,
observou que ap6s instilagdo de colirio de MMC a 0,02% ou
dgua destilada, as células do epitélio integro de coelhos apre-
sentaram um padrdo de diferenciacdo quando marcadas pelos
anticorpos AE1 e AES, onde as células do limbo coravam na
presenca do anticorpo AE1 e as células centrais coravam com
o AES em todos os lotes avaliados. No presente estudo, nos
animais sacrificados no 4° e 15° dias de pds-operatdrio obser-
vou-se a presenca de células basais coradas com o anticorpo
monoclonal AES na periferia da cérnea (tabela 2). Em 1986,
Schermer et al.?®, usaram o AE5 em estudos de cinética das
células epiteliais e demonstraram que em coldnias de epitélio
da cérnea as ceratinas de 55/64Kd estdo localizadas
suprabasalmente, bem como na regiao limbica. Em contraste, a
resposta das células basais do epitélio da regido central da
cornea foi positiva quanto a presenca de ceratina 64Kd. Esses
achados sugerem que as células basais do limbo estdo em um
estado mais avangado de diferenciagdo em relacdo as células
germinativas. Os ceratdcitos das camadas basais presentes em
cultura de tecidos da cérnea podem corar com o anticorpo
monoclonal AES, sugerindo que a localizagao suprabasal ndo é
um pré-requisito para a expressdo das ceratinas de 64Kd. No
presente estudo, em todos os lotes estudados, nao houve dife-
renca entre o padrdo de diferenciagdo observado nos animais
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que receberam SF (controle) ou MMC, e, portanto,a MMC nao
interferiu no padrdo de diferenciacio celular independente da
técnica cirtrgica utilizada.

Em 1982, Gratzner® desenvolveu e testou a BrdU para o
estudo da cinética celular. O autor sugeriu que a BrdU poderia
ser um reagente alternativo, eficiente, de facil e rdpido manu-
seio para evidenciar o processo de divisdo celular do epitélio da
cornea. A BrdU substitui a timidina e é incorporada no DNA
celular durante a fase S de replicacdo celular. Na década de 90
Raska et al.() e Szerenyi et al.0” relataram que o tempo de
exposi¢do a BrdU influencia as taxas de marcagio sendo que o
intervalo de tempo ideal dependeria da duragao do ciclo celular.
No presente estudo, a BrdU foi escolhida pela facilidade de ma-
nuseio, por ndo ser um agente radioativo e por ser eficaz na de-
terminagdo das células em proliferacdo. Foi aplicada em injecao
endovenosa, 24 horas antes do sacrificio dos animais, abrangen-
do assim o ritmo circadiano de mitoses das células epiteliais cujo
pico de mitose é de 9 horas, como descrito por Haaskjold et al.®?,
em 1992. O sacrificio dos animais 24 horas apds a aplicacao da
BrdU permitiu sua incorporacdo ao DNA celular e posterior
quantificacdo das células da cérnea durante as andlises
laboratoriais dos tecidos.

Durante a andlise do BrdU, observou-se que a MMC in-
terferiu na proliferacdo celular nas dreas temporais e nasais das
corneas que previamente foram desepitelizadas. No presente
estudo, a MMC agiu no local da aplicagdo e ndo afetou areas
com epitélio intacto, portanto, em casos cirtirgicos onde o epitélio
da cornea serd retirado, sugere-se aplicar a MMC antes do ini-
cio da desepitelizagao7333%,

Atualmente a MMC estd sendo utilizada em procedimen-
tos cirdrgicos como a ceratectomia fotorrefrativa para corre-
¢do da hipermetropia consecutiva a ceratotomia radial ou para
a diminui¢d@o da incidéncia de haze no pds-operatério de cirur-
gias refrativas. O fato de esta droga agir unicamente no local
da aplicacdo, e apds desepitelizagdo prévia da cornea, pode
auxiliar como embasamento para estudos que visam avaliar a
eficdcia e seguranca do uso de MMC durante cirurgias
fotorrefrativas®>39,

O presente estudo, assim como os resultados obtidos por,
Mattar et al.®, Lacayo et al.®?, Mietz et al.®® | Holzchuz et
al.®” Ando et al.®?, sugere que a MMC, por ser um agente
antimitético, pode interferir no processo de cicatrizagao celular.
Sua aplicagdo, portanto, deve ser controlada, minimizando o con-
tato com a cornea. A importancia dos cuidados no manuseio e
aplicacdo da droga, da escolha da técnica cirdrgica a ser utiliza-
da, além da necessidade de determinacdo da concentracdo mini-
ma suficiente para a inibi¢do da proliferagdo celular, é funda-
mental para o éxito cirtrgico ou clinico e para a diminuicdo dos
indices de complicagdes droga-relacionadas.

Conclusio

A mitomicina C na concentragdo de 0,02%, embebida em
esponja de celulose, em aplicagao tnica por 3 minutos na regido
episcleral temporal dos olhos de coelhos, nas avaliacoes realiza-
das no 4°, 15° e 45° dia de pds-operatdrio, nas condicdes deste
estudo, sugere que as complicacdes clinicas observadas nos olhos
dos animais durante o periodo ndo podem ser atribuidas a MMC.
A presenca de células diferenciadas em todos os tempos de pds-
-operatdrio avaliados sugere que a MMC nio interfere no pro-
cesso de maturacdo celular.

A atuacdo da MMC permaneceu restrita ao local da apli-
cacdo e as células expostas apos desepitelizagdo e inibiu a pro-
liferagao celular da cérnea na técnica de desepitelizagdo parcial
prévia. A irrigacdo com 100mL de SF apds aplicacdo
intraoperatéria de MMC foi suficiente para impedir a inibicao
da proliferagdo celular de outras regides da cérnea de epitélio
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integro durante o emprego das duas técnicas cirdrgicas. A per-
manéncia do efeito da MMC no epitélio da cérnea, na avaliagdo
realizada no 45° dia apds aplicagdo unica, sugere que a droga
tem um efeito prolongado e sinaliza para necessidade de estu-
dos, objetivando melhor avaliar o potencial téxico da droga.
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