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INTRODUÇÃO

A fisiologia da renovação da célula epitelial corneal constitui área de
ativa investigação. O epitélio da córnea mantém sua população celular em
equilíbrio dinâmico entre perda e renovação, tem capacidade de auto-reno-
vação rápida e possui um reservatório de células conhecidas como células
germinativas, semelhante a outros órgãos que possuem esse tipo de equilí-
brio(1). Nas situações em que há necessidade de regeneração tecidual, as
células germinativas, entram em mitose, originando uma célula-filha, que
permanece como célula germinativa, garantindo a manutenção das mesmas,
e outra destinada a dividir-se e diferenciar-se na célula epitelial da córnea(1-3).

Quando o epitélio da córnea é lesado por trauma ou toxicidade medica-
mentosa, a reparação desenvolve-se rapidamente para restabelecer a sua
continuidade(4). Na deficiência de células germinativas podem ocorrer dificul-
dades de epitelização, defeitos epiteliais persistentes, ou erosão recorrente(4).

O estudo do efeito da Mitomicina C nas células germinativas do limbo,

Influência do uso tópico de mitomicina C no processo de
diferenciação do epitélio corneano de coelhos

Objetivo: Avaliar os efeitos do uso tópico da mitomicina C a 0,02%, no
epitélio íntegro da córnea de coelhos, sob o ponto de vista clínico e imuno-
histoquímico. Métodos: A mitomicina C foi instilada, 4 vezes ao dia, por 14
dias, nos olhos de 28 coelhos, em superfície ocular íntegra. A superfície
ocular foi avaliada por exames biomicroscópicos seriados, durante os dias
de instilação da droga. Os animais foram sacrificados no 15º, 50º e 100º dia
de experimento. O exame imuno-histoquímico do epitélio corneano foi
realizado pelo emprego dos anticorpos monoclonais (AE1 e AE5) que
reagem com as citoceratinas do epitélio da córnea. Resultados: O uso de
mitomicina C desencadeou discreta hiperemia conjuntival após o terceiro
dia de instilação, desaparecendo 7 dias após a suspensão da droga. Não
apresentou outro sinal clínico detectável na biomicroscopia. Não desenca-
deou alterações histopatológicas no epitélio corneano, observando-se a
continuidade do epitélio, as células epiteliais se apresentaram dispostas
de maneira ordenada, com número de camadas obedecendo à maturação
normal e ausência de atipia celular. O uso da mitomicina C a 0,02%, não
influenciou no padrão de diferenciação da célula epitelial da córnea.
Conclusão: Os resultados desta investigação demonstraram baixo poten-
cial tóxico do uso da mitomicina C, em superfície ocular íntegra de coelhos,
na dosagem e concentração utilizadas.

RESUMO

Descritores: Mitomicina C/uso terapêutico; Mitomicina/administração & dosagem; Epitélio
da córnea/efeitos de drogas; Diferenciação celular; Soluções oftálmicas; Coelhos
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depois da realização de um defeito epitelial na córnea de coe-
lhos, foi possível identificar interferência na proliferação e
diferenciação destas células após 3 meses de uso da droga(5).

Com a popularização do uso tópico de MMC no tratamento
de diversas afecções da superfície ocular, impõe-se avaliar o
potencial iatrogênico de dano da droga nas células germinati-
vas límbicas corneanas e no seu processo de diferenciação
celular. Este estudo teve por objetivo avaliar efeitos desenca-
deados pelo uso da MMC a 0,02% na superfície córneo-con-
juntival de coelhos, sob o ponto de vista clínico e imuno–
histoquímico.

MÉTODOS

Este estudo contou com o apoio do Laboratório de Investi-
gação Médica (LIM 33) da Clínica Oftalmológica do HCFMUSP,
da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da USP, do
Laboratório de Investigação da Faculdade de Ciências Médi-
cas da Santa Casa de Misericórdia de São Paulo e Laboratório
de Anatomia Patológica da Faculdade de Ciências Médicas da
UNICAMP.Todos os procedimentos aos quais os animais
foram submetidos tiveram a aprovação prévia dos Conselhos
de Ética das Instituições envolvidas.

Utilizaram-se 28 coelhos da raça Califórnia, espécie, apre-
sentando peso médio de 2.751,07g ± 423,10g. Os animais foram
aleatoriamente divididos em 4 lotes (lotes A e B com 6 animais
e C e D com 8 animais).

Os olhos direitos dos animais foram medicados com água
destilada (olhos-controle), 2 gotas, 4 vezes ao dia, durante 14
dias (animais do lote A receberam água destilada em ambos os
olhos) e os olhos esquerdos medicados com colírio de MMC a
0,02% (olhos tratados), na dosagem de 2 gotas, 4 vezes ao dia,
por 14 dias.

Os animais dos lotes A e B foram sacrificados no 15º dia.
Noventa e seis horas antes do sacrifício dos animais dos lotes
C e D, realizou-se um defeito epitelial central de 8,0 mm em
4 olhos de animais de cada um dos grupos com o objetivo de
estimular o processo de proliferação celular. As córneas foram
retiradas e transferidas para frascos individuais contendo
álcool etílico a 95% e submetidas a estudo imuno-histoquími-
co, pela reação dos anticorpos AE1 e AE5 com as citocerati-
nas do epitélio da córnea e reveladas pelo método ABC (com-
plexo redutor-estreptovidina e biotina peroxidase revelada).

Durante o experimento os animais foram submetidos a exa-
me ocular realizado em lâmpada de fenda, diariamente, antes e
após a instilação de colírio de fluoresceína sódica a 2%, durante
os 14 dias de instilação da MMC e água destilada. Foram
examinadas as margens das pálpebras, conjuntiva e córnea,
para avaliação de possíveis efeitos tóxicos da droga. A avalia-
ção da presença de alteração do epitélio, bem como sua integri-
dade, foi feita anotando-se as dimensões, número e formas de
ulcerações quando presentes. Também foram avaliados possí-
veis alterações estromais e processos de neovascularização.

RESULTADOS

Não foram observadas blefarites, blefaro-conjuntivites,
conjuntivites ou ceratites nos animais medicados com água
destilada ou mitomicina C. Hiperemia conjuntival foi verificada
a partir do 3º dia nos olhos tratados com mitomicina C. A
hiperemia tornou-se mais intensa em alguns animais do que
em outros, intensificando-se na 2ª semana de uso da droga,
desaparecendo com a suspensão da droga.

No estudo histopatológico dos olhos controle e dos olhos
medicados com mitomicina C, observou-se córnea com células
epiteliais ordenadamente dispostas, com as camadas obede-
cendo à maturação normal; continuidade da camada epitelial
normal, ausência de edema e de infiltrado inflamatório.

Na análise do padrão de diferenciação das células epite-
liais da região límbica e central da córnea, verificou-se que
todas as células do limbo reagiram com o anticorpo AE1 em
todos os lotes avaliados. Também se observou que todas as
células do epitélio da córnea reagiram com o anticorpo AE5 em
todos os animais dos lotes estudados (Quadro 1).

DISCUSSÃO

A partir de relatos da literatura enfatizando que estudos
experimentais feitos com diferentes concentrações de MMC e
5-fluorouracil colocadas por 5 a 15 minutos na superfície ocu-
lar íntegra de coelhos, não provocaram alterações epiteliais
detectáveis por avaliações biomicroscópicas(6) e, que a admi-
nistração de baixas concentrações de MMC não afetaram a
função básica do epitélio corneano normal(7), resolveu-se in-
vestigar os efeitos da MMC a 0,02%, instilada 2 gotas, 4 vezes
ao dia, durante 14 dias, na superfície íntegra do epitélio da
córnea de coelhos.

Nos primeiros dias de instilação do colírio de MMC a 0,02%,
não se notou qualquer alteração clínica macroscópica e nem
biomicroscópica no olho esquerdo dos animais dos lotes B,C e
D. A partir do 4º dia foi observada presença de hiperemia
conjuntival, nos olhos tratados com MMC a 0,02%, que aumen-
tou nos dias subseqüentes, persistindo até o 21º dia, ou seja,
uma semana após o término da instilação do colírio. Nesta data,
os olhos já não apresentavam reação. A hiperemia variou de
leve a moderada em todos os animais, não chegando a compro-
meter seu comportamento. Nos olhos medicados com água
destilada, (ambos os olhos dos animais do lote A e no olho
direito dos lotes B,C e D), não foi observada nenhuma reação
clínica ou qualquer alteração ao exame na lâmpada de fenda.

Isto está em concordância com os achados na literatura
que observaram presença discreta de hiperemia conjuntival
durante a instilação de MMC a 0,02%, desaparecendo após
suspensão da droga(7-8).

Não foram observadas blefarite, bléfaro-conjuntivite, con-
juntivite ou ceratite, em nenhum período do experimento.

No estudo histopatológico das córneas obtidas dos olhos
controle e dos olhos medicados com MMC, não foram identifi-
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cadas alterações do epitélio corneano. As córneas examinadas
apresentavam-se com células epiteliais ordenadamente dispos-
tas, as camadas obedecendo à maturação normal, sem solução
de continuidade. Ausência de edema e infiltrado inflamatório.

O epitélio límbico apresenta a mais alta taxa mitótica do epité-
lio corneano(9). Muitos dos mais potentes agentes citotóxicos
atuam em fases específicas do ciclo celular e, portanto, têm ativi-
dade apenas contra células que estão em processo de divisão(10).
Como a MMC provavelmente induz maior dano às células com
intensa atividade proliferativa, a droga atuaria especificamente
nos processos de síntese do DNA e funcionamento do fuso
mitótico das células germinativas presentes no limbo corneano.
Ainda não estão estabelecidas as doses mínimas eficazes da
droga nos diversos usos oftalmológicos e nem as concentrações
que podem causar lesões irreversíveis, principalmente nestas
células com maior capacidade proliferativa.

Os resultados observados in vivo indicaram que a MMC
inibe a proliferação das células epiteliais da córnea e este
efeito inibitório é dependente da dose utilizada, sendo que os
limites da dose variam de 0,0016% a 0,2% e a DL50 foi estimada

ser 0,06%. A confirmação destas informações seguramente
contribuiria para diminuir o número de complicações relacio-
nadas à droga(6).

O epitélio corneano tem capacidade de auto-regeneração
rápida. Essa peculiaridade se deve às células germinativas
localizadas no limbo(1). Como a MMC induziu alterações mor-
fométricas significativas no epitélio corneano, inclusive no
limbo(11), justificou-se a realização de estudo para avaliação
do padrão de diferenciação das células epiteliais da córnea,
através da análise imuno-histoquímica.

Os resultados obtidos das reações dos anticorpos mono-
clonais AE1 e AE5 com as expressões de citoceratinas do
epitélio corneano de coelhos, nas regiões do limbo e central,
não revelaram alterações no padrão de diferenciação celular
com uso tópico de MMC a 0,02%, em superfície ocular íntegra
(Quadro 1) - o que coincide com os achados na literatura(12).

Foi demonstrado que 4 dias após a realização de defeito no
epitélio superficial da córnea, existia reparação da área danifi-
cada e alta taxa de mitose(13). Baseado nestes achados resol-
veu-se pesquisar qual o resultado que se obteria danificando

Quadro 1 - Resultados obtidos da reação imuno-histoquímica, da expressão das citoceratinas das células epiteliais corneanas de coelhos,
com os anticorpos AE1 e AE5, observados nos grupos controle (CC) e tratados com Mitomicina C a 0,02%, avaliados no 15º, 50º e 100º dia

Dias Animal AE1 AE5

Nº OD OE OD OE
L (+) C (-) L (+) C (-) L (-) C (+) L (-) C (+)

CC 15 + - + - - + - +
17 + - + - - + - —
18 + - + - - + - +
19 + - + - - + - +
21 + - + - - + - +
22 + - + - - + - —

15 4 + - + - - + - +
7 + - + - +* + - +

11 + - + - - + +* +
12 — - + - +* + - +
23 + - — - - + - —
24 + - - - - + - +

50 3 + - + - - + - +
8 + - + - - + - +
9 + - + - - + - +

13 + - + - - + - +
25 + - + - - + - +
26 + - + - - + - +

100 1 + - + - - + - +
5 + - + - - + - +

10 + - + - +* + - +
14 + - + - +* + - +
27 + - + - - + - +
28 + - + - - + - +

Defeito Epitelial
50 6 — - + — - + - —

16 + - + — - — - +
100 2 + - + - - + - +

20 + - + - - + - +
AE1 = Anticorpo AE1;  AE5 = Anticorpo AE5; OD = Olho direito; OE = Olho esquerdo; L = Limbo; C = Córnea; — = Não conclusivo
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a superfície do epitélio da córnea, previamente submetido ao
uso tópico de MMC a 0,02%, 2 gotas, 4 vezes ao dia, durante
14 dias, com intuito de poder estimular a diferenciação das
células germinativas límbicas. Pela adoção desse modelo expe-
rimental nesta pesquisa, não se verificou influência da MMC na
diferenciação do epitélio corneano.

A reparação do defeito epitelial da córnea também não foi
influenciada pelo uso prévio da droga(14). Após 3 meses do
uso tópico da droga, no defeito epitelial superficial, foi possí-
vel identificar interferência na proliferação das células e no
processo de diferenciação do epitélio da córnea de coelhos(5).

Nesse estudo não foi verificada complicação atribuída ao
uso da MMC a 0,02%, 2 vezes ao dia, durante 14 dias e não são
relatadas complicações após injeções subconjuntivais de MMC
a 0,02%, na dose de 0,25 ml, em ambas conjuntivas bulbares
superior e inferior para o tratamento de penfigóide ocular
cicatricial(15). Eles atribuem o fato de não verificarem presença
de complicações após o uso da MMC, como ocorre nas cirur-
gias filtrantes de glaucoma e de pterígio, provavelmente devi-
do à preservação de epitélio intacto e ao fato de as injeções

serem dentro do espaço subconjuntival. A exposição da su-
perfície do epitélio a MMC é mínima.

CONCLUSÃO

O uso tópico da MMC a 0,02% em superfície ocular íntegra
de coelhos, nas condições deste estudo, não influenciou no
padrão de diferenciação da célula epitelial da córnea. Baseado
nos achados da literatura e apesar de todas as limitações ao
uso da MMC, este estudo sugere que a MMC pode ser um
excelente auxiliar na terapia dos diferentes campos da área
oftalmológica, necessitando investigações adicionais.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the effects of mitomycin C eye drops
(0.2 mg/ml) on the corneal epithelium of rabbits. The changes
in clinical examination, histopathologic and immunohistoche-
mical analysis were investigated. Methods: Mitomycin C and
distilled water (controls) were instilled 4 times daily for 14
consecutive days in the eyes with intact ocular surface. The
ocular surface was evaluated by slit-lamp examination, during
the days of the drug instillation. The animals were sacrificed
on the 15th, 50th and 100th day of the experiment. The histo-
pathologic analysis of the corneal epithelium was complemen-
ted by immunohistochemical studies using monoclonal anti-
bodies to cytokeratins (AE1 and AE5). Results: During the
use of mitomycin C eye drops mild conjunctival hiperemia was
detected. It disappeared 7 days after the drug was disconti-
nued. There was no other clinical sign by slit-lamp examina-
tion. No histopathologic alterations in the corneal epithelium
were detected, epithelium continuity was observed as well as
maturation and presence of atypical cells. The use of 0.02%
mitomycin C not influence the differentiation pattern of the
corneal epithelial cell. Conclusion: The results of this investi-
gation, in conditions of the study, showed that 0.02% mitomy-
cin C, instilled 4 times daily for 14 consecutive days, showed a
low toxic potential regarding the intact ocular surface.

Keywords: Mitomycin C/therapeutic use; Mitomycin C/admi-
nistration & dosage; Epithelium, corneal/drug effects; Cell
differentiation; Ophthalmic solutions; Rabbits
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