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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos do uso topico da mitomicina C a0,02%, no
epitélio integro dacorneade coel hos, sob o ponto devistahi stopatol égico.
M étodos: A mitomicina C a 0,02% (ol hosesquerdo) edguadestilada(olhos
direito, controle) foraminstiladas, 4 vezesao dia, por 14 dias, nosolhosde
28 coel hos, nasuperficieocul ar integra. Osanimaisforam sacrificadosno
152, 50° e 100° dia de experimento. O exame histopatol 6gico do epitélio
corneano foi complementado por andlise morfométrica, que pelo método
de contagens de pontos, estudou area do epitélio, nimero de nicleos,
relacdo nuicleo-citoplasma, areadacélulaepitelial, areadonicleoedreado
citoplasma, naregido do limbo e central dacérnea. Resultado: O uso de
mitomicina C ndo desencadeou alteracBes histopatol dgicas no epitélio
corneano, observando-se a continuidade do epitélio, as células epiteliais
se apresentaram dispostas de maneiraordenada, com nimero de camadas
obedecendo a maturagdo normal e auséncia de atipia celular. A analise
morfométricademonstrou alteragdessignificativasnasdiferentesestrutu-
rasdo epitélio, naregido do limbo e central dacornea, principalmente nas
areas estimadas do epitélio, do citoplasma e do nimero de nucleos,
verificando-se hipertrofia da célula epitelial, reducéo darelagdo nicleo-
citoplasma e diminuicdo do nimero de nucleos. Estes valores voltaram
préximos ao nivel controle no 100° dia de avaliagdo. Conclusdo: Os
resultadosdestainvestigacao demonstraram bai xo potencial toxicodo uso
damitomicinaC nasuperficie ocular integrade coel hos, nessadosagem e
concentracao.

Descritores: Mitomicina/administracdo & dosagem; Mitomicina/toxicidade; Administracdo
tépica; Solucdes oftadlmicas/efeitos adversos; Epitélio corneano/efeitos de drogas;
Coelhos

INTRODUCAO

A cdrnea e a conjuntiva sdo tecidos oculares que apresentam maiores
concentragdes de medicac8es quando instiladas no olho, sendo as células
epiteliais corneais mais susceptiveis aos efeitos citotdxicos cumulativos de
drogas®®. Napresencadedefeito epitelial dacérnea, amitomicinaC (MMC),
colocada em contato direto com esta area, provocaretardo de suareparacao
em relacéo a olhos controles e a outras drogas antimetabdlicas?®. O filme
lacrimal, parte importante na manutencéo da turgescéncia da cornea e um
dos principais elementos para boa acuidade visual, recobre a superficie
ocular e esta intimamente relacionado com o epitélio corneano, também
sofre agéo deletériadaM M C por diminuicéo do nimero decélulascalicifor-
mes®,

O emprego da MMC por periodos longos como até 2 semanas, como
vem sendo preconizada quando para tratamento de neoplasias intra-epite-
liais cérneo-conjuntivais, pode ser toxica paraaconjuntivae cornea poden-
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do acarretar complicagdes como dor ocular, blefaroespasmo,
hiperemia da conjuntiva, erosdo corneana e uveites®.

A falta de informagdes sobre possiveis efeitos adversos
relacionados ao uso topico de MM C motivou arealizagdo deste
estudo, onde se pretende avaliar a toxicidade da droga no
epitélio corneano integro, por meio de analise morfométrica.

METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Investigacao
Médica (LIM 33) da Clinica Oftalmolégica do HCFMUSP,
FMV ZootecniaUSP, Santa Casa.

Utilizaram-se 24 coelhos da ragca Califérnia, espécie, apre-
sentando peso médio de 2.751, 07 g + 423,10 g. Osanimaisforam
aleatdriamentedivididosem 4 lotes(lotesA aD, com6animais).

Os olhos direitos dos animais foram medicados com &gua
destilada (olhos-controle), 2 gotas, 4 vezes ao dia, durante 14
dias (animaisdo lote A receberam &gua destiladaem ambos os
olhos) e os olhos esquerdos medicados com coliriodeMMC a
0,02% (ol hostratados), nadosagem de 2 gotas, 4 vezesao dia,
por 14 dias.

Oscoelhos, no 15%dia(animaisdoslotes A e B), no 50%dia
(animais do lote C) e no 100° dia (animais do lote D), foram
sacrificados e suas corneas retiradas e transferidas para fras-
cosindividuais contendo formol tamponado a10%. Um fio de
sutura, de seda preto 4 “0”, foi previamente passado no limbo
as 12:00 horas, como ponto de referéncia. Os exames foram
executados sem conhecimento prévio do quadro clinico e de
gue lote de animais provinha o material do estudo. Aslaminas
foram coradas pel o método de hematoxilina-eosina e submeti-
dasaandlise morfométrica.

Para o estudo morfométrico empregou-se o método de
contagens de pontos, que utiliza um sistema-teste com pontos
fixos e sistematicamente equidistantes ao acaso sobre uma
estrutura. O nimero p de pontos incidentes em um determina-
do perfil seccional forneceu estimativadiretae ndo viciada de
sua érea a®. Esta estimativa[a] € convenientemente expressa
nos termos de distancia u entre dois pontos adjacentes ao
sistema-teste, por meio da seguinte formula: [a] = p. u?

A obtenc&o do valor do coeficiente de erro (CE) naestima-
tiva de areas [a] por contagem de pontos foi calculado pela
formula: CE = SE/ M onde, SE = erro padréo e M = média.

Asestimativasdeerro cal culadasforam sempreinferioresa5%.

Sob microscopia 6ptica, no aumento de 400X, foi contado
0 nimero de campos nao coincidentes do epitélio da cornea
pelo reticulo do sistema-teste, no sentido das 12:00 as 6:00
horas. Essas medidas permitiram padronizar o local paraavali-
acdo do epitélio da cornea. Dez campos foram avaliados na
regido central e limbica do epitélio corneano. A contagem do
ndmero de pontos coincidentes do reticulo sistema-teste per-
mitiu avaliar os seguintes parametros. érea estimada do
epitélio, nimero de nlcleos, relagdo nicleo-citoplasma, area
dacélulado epitélio e &reado citoplasmadacélulado epitélio.

Os dados numérico-estatisticos foram apresentados por
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meio de médias e desvios padréo. Neste estudo os dados ndo
possuem distribuicdo gaussiana, utilizaram-se 0s seguintes
testes ndo paramétricos. provade KrusKa-Wallis (H) e prova
de comparagdes multiplas de Scheffé, adotando-se nivel de
significanciade 5%.

RESULTADOS

Os resultados do estudo morfométrico estdo nas tabelas
denlmero1ab.

DISCUSSAO

Nesta pesqguisa houve preocupagéo de se analisar, por mor-
fometria, diferentes éreas do epitélio e, em todas, foi feito le-
vantamento com amostragem, para se poder estabelecer uma
média estatisticamente representativa, com coeficiente de erro
sempre inferior a 5% e um resultado mais preciso do estudo
histopatol 6gico. Pela andlise morfométrica é possivel verificar
possiveis alteracGes no epitélio da cornea, uma vez que este
método fornece a estimativa da medida de estruturas anatdmi-
cas. Umvalor morfométricoindividual isolado tem pouco signi-
ficado eédificil deser interpretado. Normal mente, asdetermina-
¢Oes morfométricas sdo feitas numa dada amostra de estruturas
de individuos diferentes e obtém-se um resultado que deve
representar estatisticamente a média das medidas feitas™.

Tabela 1. Valores médios, desvios padrdo e resultados da prova

de Kruskall-Wallis (H), das estimativas de area do epitélio (um?)

avaliadas nas regides limbica e central da cérnea nos diferentes
lotes de animais

Limbo Central
Grupo Média + D.P. Média + D.P.
CcC 22,88+ 6,55 24,32 + 7,35
MMC 15d 28,83 + 13,86 32,88 + 8,09
MMC 50d 25,87+ 581 29,73 £ 8,74
MMC 100d 21,18 £+ 14,07 20,15 + 8,52

H=4355 P<0,0001*(1); H=7314 P<0,0001*(2)
(1) e (2) (MMC 100d = CC) # (MMC 50d = MMC 15d)

Tabela 2. Valores médios, desvios padrédo e resultados da prova

de Kruskall-Wallis (H), das estimativas do numero de nucleos

avaliados nas regides limbica e central da cérnea nos diferentes
lotes de animais

Limbo Central
Grupo Média + D.P. Média + D.P.
cC 33,13 + 8,27 29,75 + 4,52
MMC 15d 21,05 + 9,65 23,95 + 4,67
MMC 50d 28,88 + 5,95 27,67 + 5,17
MMC 100d 31,65 + 7,37 26,87 + 6,78

H=56,57 P<0,0001%(1); H=3864 P<0,0001%2)
(1) MMC 15d # (MMC 50d = MMC 100d = CC)
(2) MMC 15d # (MMC 100d = MMC 50d = CC)
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Tabela 3. Valores médios, desvios padrdo e resultados da prova

de Kruskall-Wallis (H), das estimativas darelagédo nucleo-citoplasma

avaliadas nas regides limbica e central da cérnea nos diferentes
lotes de animais

Limbo Central
Grupo Média + D.P. Média + D.P.
CC 0,41+ 0,14 0,33+ 0,10
MMC 15d 0,29 £ 0,14 0,28 £ 0,09
MMC 50d 0,33 +0,11 0,30 + 0,08
MMC 100d 0,48 + 0,14 0,36 + 0,15

H=56,25 P<0,0001%(1); H=18,09 P =0,0004*(2)
(1) (MMC 15d = MMC 50d) # (CC = MMC 100d)
(2) (MMC 15d = MMC 50d = CC) # MMC 100d

Tabela 4. Valores médios, desvios padrdo e resultados da prova

de Kruskall-Wallis (H), das estimativas de area da célula epitelial

(um?) avaliadas nas regides limbica e central da cérnea nos
diferentes lotes de animais

Limbo Central
Lote Média + D.P. Média + D.P.
ccC 21,37+ 6,11 22,45 + 7,26
MMC 15d 26,90 + 13,40 32,27 + 8,72
MMC 50d 24,15+ 6,09 27,43 £ 7,98
MMC 100d 19,68 + 13,62 19,08 + 8,66

H=38,17 P<0,0001%(1); H=7280 P<0,0001%2)
(1) e (2) (MMC 100d = CC) # (MMC 50d = MMC 15d)

Tabela 5. Valores médios, desvios padrdo e resultados da prova

de Kruskall-Wallis (H), das estimativas de area do citoplasma da

célula epitelial (um?) avaliadas nas regides limbica e central da
cérnea nos diferentes lotes de animais

Limbo Central
Grupo Média + D.P. Média + D.P.
cC 33,13 + 8,27 29,75 + 4,52
MMC 15d 21,05 + 9,65 23,95 + 4,67
MMC 50d 28,88 + 5,95 27,67 £ 5,17
MMC 100d 31,65 + 7,37 26,87 + 6,78

H=56,57 P<0,0001*1); H=38,64 P<0,0001*2)
(1)MMC 15d # (MMC 50d = MMC 100d = CC)
(2)MMC 15d # (MMC 100d = MMC 50d = CC)
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sua morfologia é dificil de ser apreciada com microscépio de
luz. Sua presenca determina aumento de volume do 6rgédo. Ja
NOS Processos reparativos, o aumento do tamanho das células
ndo se deve muito ao edema celular, por ser consequiéncia da
sintese de mais componentes estruturais®.

A diminuicéo do nimero de nucleos e da célula epitelial,
(Tabelas 2 e 4) ocorreram pelo efeito antiproliferativo da
MMC, que tem atividade contratodas as células, independen-
temente da fase do ciclo celular, sendo mais intensa na fase
final de pré-sintese (G,) e no inicio dasintese do DNA (S)®°.

Evidenciou-se reducéo significativa do valor darelacéo ni-
cleo-citoplasmadas células epiteliais, nas avaliacbes realizadas
no 15° e 50° dia, na regido limbica, enquanto houve aumento
significante naregido central, nas avaliagOes realizadas no 100°
dia. (Tabela 3) Essas alteracdes provavel mente sdo consequién-
ciasdadrogainibir asintese de DNA e RNA, degradar o DNA
pré-formado e causar lise do nucleo celular®,

A é&rea estimada da célula epitelial e do citoplasma da
célula do epitélio corneano, na regido do limbo e central,
apresentaram aumento no 15° e 50° dia(Tabelas4 e 5).

As alteragbes morfométricas significativas que ocorreram
nas regides limbica e central do epitélio dacérnea, namaioria
dos parémetros, voltaram aniveisdo controle, naavaliacéo de
100dias.

Os achados deste estudo evidenciaram presenca de altera-
¢des morfométricas nas diferentes estruturas analisadas no
epitélio da cornea por acdo dos efeitos farmacol6gicos da
droga. Foram observadas modificagdes quando se empregou
MMC em superficie ocular integra de coelhas, mesmo em
baixas doses e por curto espaco de tempo®.

O epitélio corneano tem capacidade de auto-regeneracao
répida. Essa peculiaridade se deve as células germinativas
localizadas no limbo. Como aMM C induziu alteracBes morfo-
métricas significativas no epitélio corneano, inclusive no lim-
bo, justifica-se a realizacdo de estudo para avaliacdo do pa-
dréo de diferenciacdo das células epiteliais da cérnea, através
daandlise imunohistoquimica.

CONCLUSAO

Neste estudo, verificou-se que 0 uso tépico da MMC
determinou alteragdes morfométricas significativas nas dife-
rentes estruturas do epitélio corneano, nas regides do limbo e
central (Tabelas1ab).

Nos olhos medicados com MM C em rel agdo aos controles,
observou-se aumento da area estimada do epitélio corneano
l[imbico e central nas avaliagdes realizadas aos 15 e 50 dias.
(Tabela l). Esse aumento da érea estimada do epitélio cornea-
no limbico e central deveu-se a hipertrofia da célula epitelial
por aumento do citoplasma, umavez que houve diminuicdo do
nimero de nlcleos (Tabelas 2, 4 € 5). A hipertrofiacelular por
edema ocorre quando as células sdo incapazes de manter
homeostase fluida e inica®. Constitui alteracdo reversivel e

Os resultados desta investigacdo demonstraram baixo po-
tencial téxico do uso da mitomicina C, na superficie ocular
integra de coelhos, nessa dosagem e concentracéo.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the effects of mitomycin C eye drops
(0.2 mg/ml) on the corneal epithelium of rabbits. Methods:
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Mitomycin C and distilled water (controls) were instilled 4
times daily for 14 consecutive days in the eyes with intact
ocular surface. The animalswere sacrificed in the 15", 50 and
100" day of the experiment. The histopathologic analysis of
the corneal epithelium was complemented by morphometry.
Epithelium area, number of nuclei, nucleus-cytoplasm relation,
epithelial cell and cytoplasm area were studied. Results: The
morphometric analysis was performed by point counting un-
der light microscopy. It showed variations characterized by
alteration of the epithelium area, nucleus area and cytoplasm
area, epithelial cell hypertrophy, alteration of the nucleus-
cytoplasm relationship and decrease of the number of nuclei.
Conclusion: The results of this investigation, in the study
conditions, showed that 0.02% mitomycin C, instilled 4 times
daily for 14 consecutive days, has low toxic potential in the
intact ocular surface.

Keywords: Mitomycin/administration & dosage; Mitomycin/
toxicity; Administration, topical; Ophthalmic solutions/
adverse effects; Epithelium, corneal/drug effects; Rabbits
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