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RESUMO

Objetivo: Avaliar alteracdes do endotélio corneano apds aplicacdo de
mitomicina C na esclera por meio de microscopia eletronica de transmis-
sao e de varredura e correlacionar as alteragdes com tempo, concentragao
e entre os dois métodos de avaliacdo. Métodos: Foi avaliado o endotélio
corneano dos olhos de 32 coelhos albinos distribuidos em 4 grupos
experimentais com 8 coelhos cada um. A mitomicina C foi aplicada sob
retalho escleral no olho direito por 5 minutos. Nos grupos G1 e G2 a
concentra¢do da mitomicina C foi de 0,5 mg/ml e nos grupos G3 e G4 a
concentracdo foi de 0,2 mg/ml. O exame foi realizado com 15 dias apés
nos grupos G1 e G3 e com 30 dias nos grupos G2 e G4. Dos 8 animais 4
foram preparados para microscopia eletronica de transmissdo e 4 para
microscopia eletronica de varredura. Os olhos esquerdos de todos animais
serviram como controle. Resultados: A microscopia eletronica de trans-
missao foram observadas alteragdes do endotélio corneano em todos os
grupos experimentais: rarefacdo do citoplasma, dilatacdo e fragmenta-
¢do das cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso, aparelhos de Golgi
com dilatacdo das cisternas, reducio de vacuolos e irregularidades da
membrana celular interna sendo mais intensas em G1 e G2. A microscopia
eletronica de varredura foram observadas altera¢des em todos grupos
experimentais, exceto G1: alteracdo de forma e tamanho das células e
projecoes filopoidais mais longas. Conclusoes: 1 - A mitomicina C causou
alteracdo no endotélio da cérnea tanto na concentragc@o de 0,5 mg/ml como
de 0,2 mg/ml observadas 15 e 30 dias ap6s a aplicagdo; 2 - As alteracdes
foram mais intensas com a maior concentra¢ao de mitomicina C (0,5 mg/ml)
na microscopia eletronica de transmissao e nao na microscopia eletronica
de varredura; 3 - As alteragdes tiveram correlagio com o tempo na
microscopia eletronica de varredura e nao na microscopia eletronica de
transmissao.

Descritores: Endotélio, cérnea; Mitomicina/toxicidade; Microscopia eletronica de transmis-
s80; Microscopia eletronica de varredura; Humor aquoso/metabolismo; Corpo vitreo; Coelhos

INTRODUGCAO

A mitomicina C (MMC) é um antibidtico antimitético alquilante deri-
vado do Streptomyces caespitosus que inibe a sintese de DNA® e tem sido
amplamente utilizada em oftalmologia, principalmente em cirurgias anti-
glaucomatosas para reduzir a “fibrose” pés-operatéria.

A MMC aplicada em superficies oculares externas como a esclera, pode
no entanto penetrar no olho e atingir o humor aquoso®”. Estudos mostra-
ram que ap6s aplicacdo da MMC na esclera foram observadas lesdes toxicas
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no corpo ciliar®!9. Estas lesdes toxicas observadas no corpo
ciliar por meio de estudos morfolégicos poderiam explicar
complicagcdes que ocorrem no pds-operatério de cirurgias
antiglaucomatosas, como a hipotonia®.

Uma vez na camada anterior, a MMC poderia causar alte-
racdes toxicas também no endotélio da cérnea. Recentemen-
te foi descrita ceratopatia bolhosa adjacente ao local da tra-
beculectomia com o uso de MMC associada as irregularida-
des e a necrose de células endoteliais no mesmo local'®.

Apesar da MMC ser muito utilizada em todo o mundo em
varios tipos de cirurgias antiglaucomatosas, cirurgias refrativas
e outras, ha poucos estudos que avaliem suas possiveis altera-
¢des na cornea. Os estudos existentes sdo controversos em rela-
cdo as alteragdes e a redugdo do ntimero de células endote-
liais!"™1). Estes estudos diferem, no entanto, quanto ao tempo
de observacdo, métodos de avaliagdo, formas de aplicagio,
concentracdo, uso de irrigacdo, o que dificulta comparagdes.

O objetivo deste estudo foi o de avaliar alteracdes do
endotélio corneano de coelhos, ap6s aplicagdo de MMC na
esclera, por meio de microscopia eletronica de transmissio
(MET) e microscopia eletronica de varredura (MEV) e obser-
var se hd correlacdo das alteracdes entre os dois métodos, com
0 tempo e com a concentragao.

METODOS

Foi realizado estudo experimental que avaliou o endotélio da
cérnea por microscopia eletrdnica de transmissdo e por micros-
copia eletronica de varredura de ambos os olhos de 32 coelhos
albinos sadios da raca Norfolk, de ambos os sexos. Os animais
foram distribuidos em 4 grupos experimentais de 8 coelhos cada
um. O grupo 1 (G1) recebeu 0,5 mg/ml de mitomicina C no OD e
foi examinado 15 dias apds, o grupo 2 (G2) recebeu 0,5 mg/ml de
mitomicina C no OD e foi examinado 30 dias apds, o grupo 3 (G3)
recebeu 0,2 mg/ml de MMC no OD e foi examinado 15 dias ap6s
e o grupo 4 (G4) recebeu 0,2 mg/ml de MMC no OD e foi exa-
minado 30 dias apds. Os olhos esquerdos (OE) de todos os animais
formaram o grupo controle.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP (Pro-
tocolo n® 124 CEEA).

Apé6s exame dos olhos dos coelhos com auxilio de micros-
copio cirurgico foi feita abertura conjuntival de base férnice
e retalho escleral de aproximadamente 1/2 espessura medin-
do 4/4 mm de lado, localizado entre os musculos reto superior
e reto lateral. A MMC (Mitocin® - Bristol - Meyrs Squibb
Brasil S/A) foi aplicada nos olhos direitos (OD) sob o retalho,
com auxilio de fragmento de algodao estéril que media apro-
ximadamente 4 mm de lado, embebido em 0,1 ml de solucao
de MMC de diferentes concentracdes conforme o grupo. O
fragmento de algodao foi aplicado durante periodo de 5 mi-
nutos em todos os grupos. Os olhos esquerdos (OE) foram
submetidos a0 mesmo procedimento ciridrgico, diferindo apenas
quanto a solucdo que embebia o fragmento de algoddo que era
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solugdo fisiolégica (cloreto de s6dio a 0,9 mg/ml). Apds aretira-
da do fragmento de algodao todos os olhos foram irrigados com
20 ml de solucdo fisioldgica. O retalho escleral foi suturado com
2 pontos separados de mononylon 10-0 nas extremidades do
mesmo, e a conjuntiva com | ponto conjuntivo-escleral de vicryl
7-0, na extremidade medial da abertura.

Logo apds exame clinico dos olhos sob microscépio cirtr-
gico, os animais foram eutanasiados com dose letal de pento-
barbital sédico a 4%. Foi realizada enucleagdo dos olhos e 4
corneas de cada grupo foram processadas para microscopia
eletronica de transmissdo e 4 cérneas de cada grupo para mi-
croscopia eletronica de varredura.

A regido da cérnea adjacente ao retalho escleral foi processa-
da para MET sendo recortada em fragmentos de 1 mm de lado.
Os fragmentos foram fixados por imersao em glutaraldeido a
2,5% no tampao fosfato 0,1 M (pH 7,3), pds-fixados em tetrd-
xido de 6smio 1% no mesmo tampao e incluidos em Araldite.
Foram feitos cortes semifinos, que foram corados com azul de
toluidina a 1% em solug@o de bérax a 1% por 15 minutos em
platina aquecida. O exame das laminas assim preparadas permi-
tiu a selecdo das dreas para o exame ultraestrutural. O exame a
MET foi feito em cortes ultrafinos contrastados com acetato de
uranila 0,5% em solugdo alcodlica 50% e citrato de chumbo.

As cérneas processadas para MEV foram seccionadas ao
meio e apenas a parte superior (que estava mais proxima do
retalho escleral) foi analisada. As cérneas foram fixadas em
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1 M pH 7,3, pds-
fixadas em tetréxido de 6smio a 0,5% em &4gua destilada,
desidratadas em série crescente de dlcool, secadas em ponto
citrico com CO, liquido, montadas em “stubs” e metalizadas
com 15 nm de ouro.

Foi feita andlise qualitativa das elétron-micrografias de
forma mascarada. Foram analisados a MET os seguintes com-
ponentes celulares: membrana plasmdtica e juncdes celula-
res, reticulo endoplasmdtico rugoso (RER), complexos de
Golgi, vacuolos e presenca/auséncia de rarefacdo no cito-
plasma. A MEV foi avaliada a morfologia celular (forma e
tamanho comparativo das células) e as proje¢des filopoidais.
Considerou-se o endotélio do grupo controle (OE) como pa-
drao de normalidade.

As alteracdes observadas a MET e a MEV foram comparadas.

RESULTADOS

A avaliag@o clinica dos olhos tanto do grupo controle
como dos grupos experimentais, realizado imediatamente an-
tes da eutandsia revelou cérneas transparentes sem alteracdo.
No entanto, foram observadas alteragdes morfoldgicas nos
olhos dos grupos experimentais a MET e a MEV que estdo
resumidas na tabela 1.

Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Nos olhos do grupo controle (OE) o endotélio apresentou
células com citoplasma com grande nimero de organelas e
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MET

Redugao vacuolos (préx. Descemet).

Reducao vacuolos (prox. Descemet).
Golgi - dilatagao discreta.

RER - dilatado e fragmentado.

ap6s 30 dias

Irregularidade de membrana interna. Rarefagédo do citoplasma.
G1 RER - dilatado e fragmentado. Golgi escasso e menor.

G2 Irregularidade de membrana interna. Rarefacao/desorganizacao do citoplasma.
RER - dilatado (pouco) e fragmentado. Golgi - dilatagéo discreta.

G3 Rarefagao citoplasma. RER - dilatado (pouco) e fragmentado.

G4 Irregularidade de membrana interna. Rarefagéo no citoplasma.

Tabela 1. Descricao das alteracées observadas no endotélio corneano de coelhos albinos dos quatro grupos experimentais a microscopia
eletronica de transmissao (MET) e a microscopia eletrénica de varredura (MEV)

MEV
Sem alteracoes

Irregularidade de tamanho e forma

Projecoes filopoidais mais longas

Irregularidade de tamanho e forma

G1=MMC 0,05 mg/ml - exame apés 15 dias; G2= MMC 0,05 mg/ml - exame apds 30 dias; G3= MMC 0,02 mg/ml - exame apds 15 dias; G4= MMC 0,02 mg/ml - exame

mais denso na parte posterior da célula. As mitocondrias esta-
vam mais concentradas ao redor do nicleo e o grande nimero
de cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), con-
centrado nas laterais das células. Havia grande nimero de
complexos de Golgi bem desenvolvidos e preferencialmente
concentrados ao redor do nicleo (Figura 1A). A membrana
celular interna apresentava aspecto regular. A membrana ce-
lular externa (proxima a membrana de Descemet) apresentava
varios vacuiolos (Figura 1B).

Todos os olhos dos grupos experimentais (OD) subme-
tidos a aplicacdo da MMM independente da concentracio
apresentaram a MET do endotélio corneano: rarefagcdo do
citoplasma (Figura 2A), dilatacdo e fragmentacdo das cis-
ternas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER) (Figura
2B) e aparelhos de Golgi menores, com dilatacido das cis-
ternas, redugdo de vaciolos préximos 2 membrana de Des-
cemet e irregularidades da membrana interna. Houve, no
entanto, variacdo de intensidade, sendo as alteracdes mais
intensas em G1 e G2 (0,5 mg/ml) do que nos grupos G3 e
G4 (0,2 mg/ml).

Nao foi possivel observar diferenga quanto ao tempo de
observacdo quando foi usada a concentragdo de 0,5 mg/ml,
mas com a concentracdo de 0,2 mg/ml as alteracdes foram
mais intensas ap6s 30 dias (G4).

Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

No grupo controle o endotélio apresentou-se constituido por
células de formato hexagonal regular e com proje¢des citoplas-
maticas nas regides de junc¢do. Outras projegdes esparsas fo-
ram observadas homogeneamente distribuidas na superficie
celular (Figura 3).

A MEV dos olhos dos grupos experimentais (OD) revelou
alteracdes em todos os grupos exceto no G1.

Nos olhos examinados apds 30 dias da aplicagdo da MMC
(G2 e G4) foram observadas: irregularidades no formato (pleo-
morfismo) e tamanho das células (polimegatismo) (Figuras 4A
e 4B) e nos olhos examinados apds 15 dias e submetidos a
MMC a 0,2 mg/ml (G3) foram observadas projecdes filopoi-
dais mais longas (Figura 4C).
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DISCUSSAO

A MMC utilizada em cirurgias oftalmolégicas é sempre
aplicada nas superficies oculares externas. Mas mesmo a
MMC aplicada na esclera pode atingir a cAmara anterior®*®
e assim ser téxica para o endotélio corneano.

Esta potencial toxicidade, poderia causar alteragdes en-
doteliais ou agravar alteragdes endoteliais ja existentes de-
correntes da idade, do préprio glaucoma ou de patologias as-
sociadas"® que ndo estavam evidentes, comprometendo as-
sim o resultado das cirurgias. Apesar disso, poucos sdo os
estudos que avaliam a toxicidade da MMC para a cérnea. No
primeiro trabalho que avaliou a toxicidade da MMC para o
endotélio corneano, a MMC (0,5 mg/ml) foi injetada na ca-
mara anterior de olhos humanos e foi observado apés 72 horas,
opacificag@o e espessamento da cornea. Ao exame histopato-
l6gico realizado apés 2 semanas, foi observado auséncia total
do endotélio e edema corneano®”. Nas cirurgias oftalmolégi-
cas porém, a concentracdo de MMC que pode chegar até o
humor aquoso é provavelmente muito menor e sofre influén-
cia de varios fatores nem sempre padronizados.

A correlacdo da concentragdo com a lesdo endotelial € con-
troversa na literatura. Estudo com cérneas de coelhos albinos
perfundidas com MMC em diversas concentragdes (0,0005;
0,05; 0,25 e 0,5 mg/ml) observou edema corneano nio corre-
lacionado com a concentragio®’. Também foi estudado o
efeito da MMC nas concentragdes de 0,2, 0,02 e 0,002 mg/ml
em cultura de células endoteliais de coelho albino e obser-
vou-se apds 24 horas, alteracdes morfoldgicas tornando-se as
células mais “alongadas” e com nucleo mais corado. Estas
alteracdes também ndo se correlacionaram com a concentra-
¢do da droga utilizada. No entanto a reducdo do niimero de
células que ocorreu com todas as concentracdes apresentou
correlac@o direta com a maior concentragdo da droga®.

No entanto, outros autores® estudando cérneas humanas,
observaram instalacdo rdpida de edema corneano, a MEV,
desaparecimento das jun¢des intercelulares com formacgao de
vacuolos transcelulares e a MET, formacao de vactolos com
ruptura de organelas correlacionadas com a concentracdo. As
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endoplasmatico rugoso (rer), complexos de Golgi (G) e ntcleo frouxo (N). Membrana de Descement (D). B: Membrana de Descemet (D). Vactolos
citoplasmaticos (v) com material floculado (V) e imagens de fusédo de vesiculas com liberacao de conteudo (setas). Aumento original X 21.000.

alteracdes ocorreram apds perfusdo durante 3 horas, com MMC
(200 pg/ml) mas ndo foram observadas com a concentra¢io
de 20 pg/ml. Outro estudo confirmou a correlagdo das lesdes
com concentragdo em cérneas humanas isoladas e perfundi-
das com MMC nas concentracdes de 20 e 200 pg/ml, as alte-
ra¢des foram observadas apenas na concentragdo de 200 pLg/ml
incluindo instalacio de edema rdpido e destrui¢do de organe-
las intracelulares®®.

Neste trabalho com padronizacdo de concentragdo, volu-
me, tempo de aplicagdo e irrigacdo foram observadas altera-
¢oes tanto 8 MET como a MEV apesar das cérneas permane-
cerem transparentes. Nao houve correlacdo das alteragdes
entre os dois métodos de avalia¢do, mas os resultados mostra-
ram mais alteragdes nas células endoteliais quando se utili-
zou maior concentracdo de MMC a MET mas ndo a MEV.
Também houve correlacido das alteragcdes com o tempo de
observacdo, mas ndo de forma uniforme, pois a correlacio foi
mais evidente quando foi usada concentracio de 0,2 mg/ml e
comaMEV.

Estudos com microscopia especular mostraram reducdo
do nimero de células endoteliais ap6s trabeculectomias com
uso de MMC que variou de 7% a 14,52%7*>2", No tdnico
destes estudos com grupo controle, a redugdo foi significa-

tivamente maior no grupo da trabeculectomia com MMC
(14,52%) do que no grupo da trabeculectomia sem MMC
(3,73%)7.

Comparagdes entre os diversos trabalhos e com este estu-
do sdao muito dificeis ndo apenas porque parte dos trabalhos
foi realizada em cérneas humanas e outra parte em corneas de
animais, mas também por empregarem metodologias bastante
diferentes para aplicagdo da MMC assim como para a avalia-
¢do das alteracdes. Parte dos trabalhos nao refere sequer o volu-
me de MMC utilizado, o uso e volume da solucio de irrigacdo e
o tipo de veiculo utilizado para aplicagdo.

O unico estudo a apresentar resultados com fotos de MEV e
MET®, estudou corneas humanas de banco de olhos e descre-
veu alteragdes de organelas semelhantes as que encontramos.
Observaram, no entanto formacao de grande nimero de vacto-
los com desaparecimento de células que diferem de nossos
resultados. Esta diferenca pode ser decorrente, além de outros
fatores, da agudeza do experimento e da alta dose de mitomi-
cina C (200 pg/ml) que entrou em contato direto com o endo-
télio por perfusdo das cérneas. Estudo com cérneas humanas
“in vitro” perfundidas com MMC (20 pg/ml) e examinadas a
MET e MEV s6 descreve que houve alteracdo de organelas sem
especificd-las®. Outros autores perfundiram cérneas humanas e

Arq Bras Oftalmol. 2009;72(2):152-8
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Figura 2 - A: OD de G2. Célula endotelial alterada. *= Observa-se rarefagdo da parte citoplasmatica voltada para a membrana de Descemet (D),

camara anterior (CA), nucleo (N). X 16.500. B: OD de G1 com cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso (rer), tortuosas, dilatadas e fragmentadas
e auséncia de aparelho de Golgi. Membrana de Descement (D). X 23.000.

Figura 3 - OE (controle). Células poligonais ou hexagonais de padrao
regular, delimitadas por juncoes entre células formando bordas serrilhadas
discretas na superficie celular (setas). X 1.110.

de coelhos albinos com MMC (0,5 mg/ml) durante 10 e 30 minutos
e também observaram vacuoliza¢do do citoplasma®.

Neste trabalho, e nos citados acima (que ndo usaram per-
fusdo), ndo se conhece a quantidade da droga que atingiu o
endotélio corneano. Provavelmente foi muito menor do que
200 pg/ml, dose geralmente empregada nos trabalhos de
perfusdo. Assim mesmo, alteragdes puderam ser detectadas ape-
sar das cérneas terem se mantido transparentes durante o periodo
do experimento. Deve-se ressaltar ainda que, nos trabalhos que a

Arq Bras Oftalmol. 2009;72(2):152-8

avaliacdo endotelial foi realizada por microscopia especular, esta
foi feita no centro da cérnea, portanto longe do local da cirurgia,
provavelmente subestimando as alteragdes.

O fato das alteracdes observadas no presente trabalho
terem sido em animais jovens e sadios sugere que poderiamos
encontrar alteragdes em maior nimero e/ou de maior intensi-
dade se os animais fossem velhos e/ou glaucomatosos, condi-
¢do esta comum na prética clinica.

Outro aspecto a ser considerado € que as alteragdes descri-
tas tém maior probabilidade de ocorrer quando da perfuracio
acidental da esclera durante a cirurgia ou em escleras muito
finas ou ainda, quando o “turnover” de humor aquoso estiver
reduzido como em cirurgias que utilizam viscoeldstico, pro-
longando o tempo de contato da droga com o endotélio. No
presente trabalho olhos com perfuragdo acidental durante a
cirurgia foram excluidos.

Apesar da maioria dos estudos clinicos em pacientes sub-
metidos a trabeculectomia com utilizagdo de dose tnica de
MMC no intraoperatdrio ndo se referir a toxicidade corneana,
este trabalho e os citados acima demonstraram que a toxici-
dade pode ocorrer. Como a maioria dos estudos foi aguda ou
de curto prazo (3 meses), existe a possibilidade de que altera-
¢oes ou perdas de células endoteliais continuem a longo
prazo, particularmente em pacientes que ja apresentam baixa
contagem no pré-operatério. Assim, mais estudos clinicos
bem controlados e com observagdes de longo prazo se fazem
necessdrios, pois estudos em animais como o coelho podem
ndo estar demonstrando a gravidade das alteracdes, ja que
diferentemente do endotélio corneano humano, o do coelho
tem grande atividade proliferativa®. Finalmente nio se
pode descartar a possibilidade de ocorrer efeito tardio cumu-
lativo da MMC®?,
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Figura 4 - A: OD de G2. Células de padréao irregular, de tamanhos variados. X 1.155. B: OD de G4 - células de padrao irregular quanto ao tamanho

e projecoes na regiao de jun¢ao. X 1.110. C: OD de G3 - células de padrao regular, porém com abundantes projecoes filopodais alongadas tanto
nas regides de juncao celular como na superficie celular (seta). X 1.110.

CONCLUSOES

1. A MMC causou alteracdes no endotélio da cérnea tanto
na concentracao de 0,5 mg/ml como de 0,2 mg/ml observadas
15 e 30 dias apds a aplicacio;

2. As alteragdes foram mais intensas com a maior concen-
tragdo de MMC (0,5 mg/ml) na MET e ndo na MEV;

3. As alteracdes tiveram correlag@o positiva com o tempo
na MEV e ndo na MET.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate corneal endothelium alterations after
applying mitomycin C to the sclera using transmission and
scanning electron microscopy, correlating alterations with
time, concentration, and evaluation methods. Methods: The
corneal endothelium of both eyes of 32 albino rabbits was
evaluated and distributed into four groups of 8. Mitomycin C
was applied under a scleral flap in the right eye for 5 minutes.
Mitomycin C concentrations were 0.5 mg/ml for G1 and G2
and 0.2 mg/ml for G3 and G4. Examinations were performed
15 days after application to G1 and G3, and 30 days after
application to G2 and G4. Four cornea in each group were
prepared for transmission electron microscopy and four for
scanning electron microscopy. Left eyes of all animals were
used as controls. Results: Transmission electron microscopy
showed corneal endothelium alterations in all groups: rarefied
cytoplasm, dilation and fragmentation of rough endoplasmic
reticulum cisternae, Golgi apparatus with cisternal dilation,
reduced vacuoles, and irregularities of internal membrane more
noticeable in G1 and G2. Scanning electron microscopy revea-
led alterations in all groups except G1: changes in the shape

and size of cells and longer filopodial projections. Conclu-
sions: 1 - Corneal endothelium alterations were seen at both 0.5
and 0.2 mg/ml concentrations and at 15 and 30 days after my-
tomicin C application; 2 - Alterations were more intense with
higher mytomicin C concentration by transmission electron but
not by scanning electron microscopy; 3 - The alterations corre-
lated with time by scanning electron microscopy but not by
transmission electron microscopy.

Keywords: Endothelium, corneal; Mitomycin/toxicity; Mi-
croscopy, electron, transmission; Microscopy, electron, scan-
ning; Aqueous humor/metabolism; Vitreous body; Rabbits
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