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RESUMO

Objetivo: A inexisténcia de modelos experimentais para estudo de alte-
racdes causadas por terap€uticas variadas na esclera motivou os autores
a proposicdo de modelo animal para estudo quantitativo de vasos e
célulasnaesclera. Métodos: Por meio de estudo experimental prospectivo,
aleatério e mascarado, foram avaliadas 15 coelhas albinas, divididas em
3 grupos. O grupo 1 (controle) foi constituido por animais que ndo foram
submetidos a procedimento cirirgico ou aplicacdo de medicacdo; o
grupo 2 foi submetido a cirurgia conjuntival e aplicagdo de esponja
embebida em 4gua destilada; e o grupo 3 foi submetido a cirurgia
conjuntival e aaplicag¢do de esponja contendo mitomicina C a 0,4 mg/ml.
Foirealizada analise histologica morfométrica (contagem de pontos) da
esclera. Resultados: O grupo 3 mostrouredugdo dos parametros vascula-
res e aumento dos parametros celulares quando comparado aos outros
dois grupos. O grupo 2 mostrou diminui¢cdo do numero de nucleos de
células endoteliais e aumento de células inflamatorias comparativamente
ao grupo controle. Conclusées: O modelo apresentado mostrou-se
exeqiiivel para quantificacao vascular e celular em esclera de coelhos. O
modelo experimental proposto revelou-se de utilidade para quantificagao
de vasos e células em esclera, viabilizando a detec¢do de alteragdes
vasculares e celulares esclerais provocadas pela aplicac@o topica de
mitomicina Ca 0,4 mg/ml.

Descritores: Esclera/anatomia & histologia; Esclera/patologia; Esclerostomia; Mitomicina C;
Coelhos

INTRODUCAO

Embora tenha um lugar importante no arsenal terapéutico para controle
do processo cicatricial em cirurgias como as indicadas para controle do
glaucoma e adjuvante no tratamento do pterigio, a mitomicina C (mmc) tem
sido responsabilizada por sérias complicagdes esclerais tanto na aplicagdo
intra-operatoria quanto na forma de colirio®™.

A ocorréncia dessas graves complicagdes enfatiza a necessidade de
estudos para a avaliacdo de seguranca da droga, bem como de investiga-
¢Oes que esclaregam a resposta da esclera a tais agressoes®.

Na literatura pesquisada, nao foi descrito ainda um modelo que permita
avaliar os efeitos do trauma e a influéncia de drogas na reparagdo escleral.
A importancia de tal modelo seria a de permitir uma avaliagdo mais objetiva
dos efeitos das drogas e dos tratamentos que agem na esclera.
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Neste contexto, o presente estudo visou:

1. Propor um modelo experimental para estudo de vasos e
células na esclera utilizando-se a morfometria como ferramenta.

2. Utilizar o modelo para detectar alteragdes vasculares e
celulares na esclera induzidas por cirurgia conjuntival e aplica-
¢ao topica de mmc na dose de 0,04 %.

METODOS

O estudo, em modelo animal, foi do tipo analitico, expe-
rimental, prospectivo, aleatério e mascarado, conduzido em
coelhas albinas. Os animais foram tratados de acordo com as
normas recomendadas pelo Colégio Brasileiro de Experimen-
tacdo Animal.

Foram utilizadas 15 coelhas albinas daraga Nova Zelandia,
espécie Oryctolagus cuniculus, com idade em torno de trés
meses, aleatoriamente divididos por sorteio para a composi-
¢do de trés grupos de cinco animais cada.

O grupo 1, controle, ndo recebeu nenhuma medicagdo ou
procedimento cirurgico. Os animais dos grupos 2 ¢ 3 foram
submetidos a ablagdo cirtirgica da conjuntiva lateral dos olhos
esquerdos sob anestesia geral. A seqiiéncia das coelhas a
serem operadas foi determinada por sorteio: os animais do
grupo 2 receberam a aplicacdo de esponja de celulose embebi-
da em agua destilada (AD) no leito cirurgico durante 3 minutos,
enquanto os do grupo 3 receberam a aplicagdo de esponja em-
bebida em mmec na dose de 0,04% (corresponde a 0,4 mg/ml)
durante 3 minutos. Os olhos foram irrigados com 60 ml de
solucdo de cloreto de sodio a 0,9%.

Ap6s 60 dias, todos os animais foram submetidos a exen-
teragdo orbitaria sob anestesia geral. As pegas exenteradas foram
acondicionadas em solugdo tamponada de formol a 10% por 24
horas. As pegas foram divididas ao nivel do equador do globo
em porc¢do anterior e posterior. As por¢des anteriores foram
seccionadas em 2 partes (nasal e temporal), tendo-se como
pardmetro uma linha vertical tragada na cornea entre os me-
ridianos de 12 as 6 horas. Cada peca (consistindo em uma
metade do globo e palpebra, ligadas pelo fornix conjuntival)
foi colocada em frasco individualizado contendo formol a
10%. Apds inclusdo em parafina, de cada pega foram prepara-
das trés ldminas de 4 micrometros (Um) de espessura, que
foram submetidas a coloracao pela hematoxilina e eosina (HE).
O exame histopatoldgico das laminas foi realizado sem o co-
nhecimento prévio do quadro clinico ou do lote de animais.
Constou da avaliagdo do componente vascular da esclera e do
componente celular escleral composto por um infiltrado celular
circunjacente aos vasos e por células alongadas eosinodfilas
contendo nucleos elipticos (fibroblastos, miofibroblastos e cé-
lulas musculares). O infiltrado inflamatorio foi classificado em
predominantemente em polimorfonuclear (PMN):caracterizado
pela presenca de neutroéfilos e eosinodfilos e predominantemente
linfomononuclear (LMN) composto por macrofagos, plasmoci-
tos e linfocitos. A area de estudo foi delimitada na lamina a
regido da esclera com os seguintes limites: superior - 30 micra
a partir do epitélio da conjuntiva; inferior- 1/10 (um décimo da
espessura escleral); medial - término da membrana de Descemet;
lateral - inser¢do da musculatura extrinseca.

Arq Bras Oftalmol 2003;66:437-41

Quatro blocos de cada grupo foram escolhidos aleatoria-
mente para avaliagdo imuno-histoquimica utilizando-se os se-
guintes marcadores para vasos: CD 31 (Dako, Dinamarca), CD
34 (Novocastra, Inglaterra), Fator VIII (Dako, Dinamarca),
BNH9 (Dako, Dinamarca), Antigeno H (Dako, Dinamarca) e
Actina alfa de musculo liso (1A4) (Sigma,EUA).

Para o estudo morfométrico, empregou-se um sistema-teste
com pontos fixos e sistematicamente eqiiidistantes. Sob micros-
copia optica em aumento de 400 vezes, contou-se o numero de
campos ndo-coincidentes da esclera pelo reticulo do sistema-
teste, colocando-se este ultimo em varios sentidos (horizontal,
vertical e obliquo) dentro da area de estudo. Estas medidas per-
mitiram padronizar o local para a avalia¢ao dos vasos. Foram
avaliados de cinco a dez campos em cada lamina.

A contagem do numero de pontos coincidente do sistema
reticulo-teste permitiu a obtenc¢ao de dados relativos ao numero
de vasos, area, volume, além do nimero de nticleos das células
endoteliais (fig. 1), sendo possivel a obtencdo dos seguintes
parametros: a) densidade numérica de vasos; b) densidade
superficial dos vasos; c¢) densidade volumétrica dos vasos; d)
estimativa do indice de tortuosidade vascular; e) estimativa da
densidade numérica das células endoteliais; f) estimativa da
densidade numérica das células inflamatorias.

Em todas as medidas, as bordas do sistema-teste foram
respeitadas de acordo com as regras estabelecidas por
Gundersen, Jensen®. O grau de precisio da analise morfomé-
trica foi dado pela obtengdo do valor do coeficiente de erro
(CE), sempre inferior a 10%.

Os dados numérico-estatisticos foram apresentados através
de medianas e desvios-padrdo. Utilizaram-se os seguintes testes
estatisticos nao paramétricos: Prova de Mann-Whitney (U) e
Prova de Kruskal-Wallis (H). Em todos os testes estatisticos foi
utilizada a medida descritiva P, adotando-se o nivel critico de
significancia de 5% (P < 0,05).

RESULTADOS

Alguns dos resultados da avaliagdo morfométrica dos varios
parametros estudados podem ser observados nas tabelas I e Il e

.‘f;' 0 ” . 4
Figura 1 - Sistema-teste em posicdo, centrado em vaso escleral. HE, 400X
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nas figuras 2 e 3. As regides medial (EM) e lateral (EL) da esclera
foram comparadas entre si e em relagdo aos 3 grupos. Os valores
mostram as medianas, nimero de observagdes(n) ¢ os resultados
das Provas de Kruskal-Wallis (H) e Mann-Whitney (U). Os valo-
res apresentados nas figuras 2 e 3 sdo medianas referentes aos
parametros avaliados nos 3 grupos.

Comparacio entre os 3 grupos

1. No grupo 3 (cirurgia conjuntival com aplica¢do de mmc),
em relacdo a densidade numérica de vasos a tabela I indica que
foi observado um menor nimero do que os grupos 1 ¢ 2 em
todas as regides, mesmo nas areas que nao receberam direta-
mente a mmc.

2. Em relacdo a densidade superficial vascular (tab. II), o
grupo 3 apresentou um numero menor do que o grupo contro-
le. As alteracdes ocorreram inclusive nas areas que néo tive-
ram exposicdo direta a mmc. A densidade volumétrica de va-
sos do grupo 3 foi significativamente menor do que nos ou-
tros 2 grupos, nas regides medial e lateral (fig. 2). O indice de
tortuosidade vascular na regido medial foi maior que nos ou-
tros 2 grupos.

3. Quanto a densidade numérica dos nucleos de células en-
doteliais o grupo 3 apresentou nimero menor do que 0s grupos
1 e 2 nas regides com aplicagdo direta da droga (lateral), bem
como na area medial. Houve menos nucleos de células endo-
teliais na regido lateral do que na regido medial.

4. Células inflamatorias: o grupo 3 apresentou nimero maior
de células que os grupos 1 e 2 na regido lateral (tab. II) J4 em
relacdo a regido medial, houve diferenga com relagdo ao grupo 1.
Quando foram comparadas as regides medial e lateral do grupo 3,
ndo houve diferenga em relacdo ao nimero de células LMN.
Porém quando estas foram comparadas as regides dos outros
grupos, houve um aumento de células em relagdo ao grupo 1,
mas ndo em relagdo ao grupo 2.

Houve aumento de PMN no grupo 3 em relagdo aos grupos
1 e 2, tanto na regido medial, quanto na lateral. A regido lateral
do grupo 3 apresentou mais PMN que a regido medial.

5. Em relacdo aos nucleos de células alongadas, o grupo 3
apresentou maior nimero em relagdo aos grupos 1 e 2, tanto na
regido medial, quanto na regido lateral (fig. 3).

Tabela I|. Estimativa da densidade numérica de vasos esclerais

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Teste H
Mediana (n) Mediana (n) Mediana (n)
EM 3,00 (24) 4,00 (34) 2,00 (32) H= 19,30 P<0,001
EL 3,00 (31) 4,00 (32) 2,00 (29) H=35,10 P<0,001
Teste U U= 324 P=0,385 U=533 P=0,884 U=391,0 P=0,269

n — ndmero de observagdes; EM- esclera medial; EL- esclera lateral; H — Prova de Kruskal-Wallis; U - Teste de Mann-Whitney

* probabilidade de erro menor ou igual 5%.

Tabela Il. Estimativa da densidade numérica de células inflamatérias

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Teste H
Mediana (n) Mediana (n) Mediana (n)
EM 2,50 (24) 5,00 (29) 4,00 (32) H=17,46 P<0,001*
EL 2,00 (30) 3,00 (32) 5,00 (31) H=27,07 P<0,001*
Teste U U=276 P=0,129 U=327 P=0,046" U=378 P=0,1

n - nimero de observagdes; EM- esclera medial; EL- esclera lateral; H — Prova de Kruskal-Wallis; U - Teste de Mann-Whitney.
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Figura 2 - Densidade volumétrica (DVV) em area de 62500pm? nos 3
grupos. EM- esclera medial; EL- esclera lateral

Figura 3 - Densidade numérica de células alongadas (C.alongadas) em
érea de 62500pm? nos 3 grupos. EM- esclera medial; EL- esclera lateral
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Resultados da imuno-histoquimica

A positividade ocorreu apenas com a actina alfa de muscu-
lo liso entre os seis marcadores testados. O estudo quantitati-
vo dos vasos, entretanto, foi prejudicado por alteragdes arte-
factuais decorrentes do processamento do material para estu-
do imuno-histoquimico.

DISCUSSAO

Nao se encontrou na literatura pesquisada descricao de
modelos experimentais enfocando vasos e células da esclera
ou estudos morfométricos em esclera.

A morfometria conquistou o seu espaco na medida que au-
mentou a objetividade e a acuracia da analise histopatologica®.
Neste sentido, optou-se, no presente trabalho, pelo emprego
deste método na analise vascular e celular na esclera de coelhos,
utilizando-se a contagem de pontos e intersec¢des devido a sua
simplicidade e eficiéncia bem estabelecidas®.

Técnicas imuno-histoquimicas tém sido utilizadas para
melhor caracterizagdo das células endoteliais vasculares®. Na
literatura oftalmolégica pesquisada, ndo foram encontradas
referéncias sobre a aplicacdo de marcadores imuno-histoqui-
micos em vasos esclerais. No presente estudo, sua utilizagdo
mostrou-se insatisfatéria mesmo com o uso dos marcadores
mais especificos e sensiveis (CD31 e CD 34). A ndo-tripsinizagio
prévia dos cortes histoloégicos pode ter contribuido para tal
resultado”. Este procedimento ndo foi realizado devido as
intensas alteracdes que acarretam nos detalhes morfoldgicos
dos espécimes durante a padronizagdo da reagdo®. O tinico
marcador positivo foi a actina alfa de musculo liso, que, embo-
ra ndo tao especifico para vasos, corou a paredes vasculares.

A classica coloragdo por hematoxilina e eosina mostrou-se
amais simples e de melhores resultados praticos para o estudo
morfométrico do presente trabalho.

A mitomicina C foi a droga escolhida para criagdo das
alteragdes esclerais, por ser uma droga antimitética muito uti-
lizada em Oftalmologia. A mitomicina C foi administrada na
dosagem que ¢ utilizada em cirurgia de pterigio (0,04%), na
forma de aplicag@o Gnica intra-operatoria®.

A cirurgia conjuntival seguida de aplicagdo topica de mito-
micina C promoveu uma significativa diminui¢ao da vasculari-
zagdo escleral incluindo areas que nao tiveram contato direto
com a droga. Essa alteragdo pode ser constatada através da
reducdo dos valores das estimativas da densidade numérica,
superficial e volumétrica dos vasos esclerais bem como da
diminui¢do da densidade numérica das células endoteliais dos
vasos esclerais. Na verdade tais dados sdo concordantes com
trabalhos da literatura como os de Assalian et al, que exami-
nando conjuntivas de coelhos apds 72 horas de cirurgia fil-
trante com mmc (0,5mg/ml) constataram subjetivamente que
havia diminui¢do do numero de vasos, que tinham inclusive
um menor calibre do que os olhos controles?.

O interessante no presente estudo é que, mesmo nas regides
que ndo tiveram contato direto com a mmc (regides mediais das
escleras do grupo 3) (tab. I, fig. 3), houve altera¢cdes morfomé-
tricas vasculares.
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Hara et al em 1998, demonstrou que, apos aplicagdo de
mmc subconjuntival, a droga foi recuperada em quadrantes
opostos da esclera embora tais areas apresentassem 8 a 9
vezes menos droga do que a area original!V, Talvez mesmo
pequenas concentragdes sejam suficientes para provocar al-
teragdes vasculares ao nivel escleral, como ocorreu no pre-
sente estudo.

Os dados da figura 2 demonstram que o volume vascular
dos vasos esclerais ndo sofreu alteracdes com a cirurgia;
entretanto, a mmec causou significativamente uma inibi¢do no
crescimento vascular. Desconhece-se a existéncia de estudos
que demonstrem este fato.

A redugdo da vascularizacgdo escleral ndo foi acompanha-
da por alteragdes significativas do indice de tortuosidade
vascular no grupo tratado com a cirurgia e mitomicina C. Estes
dois indices estdo relacionados com o crescimento vascular e
com a presenca de neovasos, pois quanto maior o numero de
intersec¢des num determinado perfil, maior a superficie da
estrutura. A relagdo entre superficie e volume traduz a tortuo-
sidade do vaso! (*comunicacdo pessoal). Assim vasos neo-
formados tendem a ser mais tortuosos, levando portanto, ao
aumento do indice.

Na literatura pesquisada, ndo ha referéncia em relagdo ao
tempo de permanéncia dos efeitos toxicos da mmc sobre as
células endoteliais vasculares. No presente estudo, a acdo
toxica poderia explicar a diminui¢ao dos nucleos das células
endoteliais juntamente com o efeito antiproliferativo da droga.

A cirurgia conjuntival seguida de aplicacdo de mitomicina C
provocou também, paralelamente um aumento, no tecido es-
cleral, de células alongadas e de células inflamatoérias (tabela IT)
constituidas principalmente por polimorfonucleares.

Bergstrom et al constataram experimentalmente, apos 67
dias de trabeculectomia com mmec em coelhos, que havia dimi-
nuicdo do grau de tecido cicatricial, da inflamacao cronica e da
proliferagdo vascular 12,

Neste estudo, porém, os olhos das coelhas do grupo 3
(mmc) apresentaram maior densidade numérica de células in-
flamatorias em relacdo aos outros dois grupos. As células
normalmente presentes consistiam em linfdcitos; ja no grupo
da mmc, houve um aumento de PMN, sendo que se evidenciou
em alguns campos a presenca de eosinofilos. A presenca de
PMN pode significar persisténcia da inflamag¢ao aguda. Nuyts
etal. especularam que a metabolizagdo da mmc seria intracelu-
lar durante os primeiros dias, seguida de morte celular numa
fase mais tardia®®. Provavelmente, as células mortas liberariam
a mmc, que seria subseqiientemente endocitosada por células
vivas subjacentes, propagando o efeito antimitoético em cas-
cata®. Este efeito poderia ser o responsavel pela manuten-
¢do de uma inflamagdo aguda que poderia ocorrer por ciclos
de destruigdo celular.

Nao ha registro relativo a inflamagao escleral com mitomicina
C na literatura pesquisada. Ja em relag@o aos fibroblastos, varias
publicagdes ressaltaram a agdo da mmec na inibigao da prolifera-
¢do fibroblastica in vitro, em animais e em seres humanos(>!519),

* Saldiva PH - Comunicagdo pessoal, 1999.
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Neste estudo, observou-se que, no grupo da mmc, o nume-
ro de nucleos de células alongadas, foi maior do que nos
outros 2 grupos. Isso significa que a populacdo de células
alongadas, incluindo fibroblastos, foi maior com a aplicacao
de mmc contrariando as expectativas. O que se pode notar
neste trabalho € que houve uma inversao entre os componen-
tes vasculares e celulares, quando o esperado seria uma corre-
lagdo positiva entre eles. Estudos demostraram que a avascu-
laridade da conjuntiva pés-mmc, dificultava a migragao das
células via rota vascular para indugdo de fibrose!'>!”; por
outro lado, isso levaria a redugdo da atividade fibroblastica ¢
do numero de células por efeito direto da mmc.

Em trabalho experimental com coelhos, Mietz et al encon-
traram também uma maior fibrose do tecido conjuntival com a
aplicagdo de mmc. Atribuiu o resultado ao efeito toxico da
droga, que induziria uma maior rea¢do inflamatoria e, conse-
qientemente, a intensificagdo do processo reparativo®. O
aumento da densidade numérica de fibroblastos deve ser ava-
liado com cautela, uma vez que trabalhos mostram que a res-
posta tecidual no coelho parece ser mais agressiva do que em
relagdo aos seres humanos®.

CONCLUSOES

O modelo experimental ndo detectou altera¢des nos para-
metros estudados atribuiveis ao trauma cirurgico, exceto em
relacdo a reducdo do nimero de células endoteliais dos vasos.
Considerando que tais alteragdes variam em fungao do tempo,
a analise nesse sentido poderia trazer maiores informagdes.

Importante frisar que este estudo teve como objetivo a
criacdo de uma metodologia de estudo de uma droga em esclera.
Os resultados dos pardmetros avaliados ndo traduzem, neces-
sariamente, o efeito da mitomicina C, pois, para avalia¢io do
efeito da droga, ha necessidade de observacdo desses para-
metros ao longo do tempo. A importancia dos resultados
reside no fato que o modelo experimental, utilizando a morfo-
metria, permitiu uma diferenciagdo significativa entre o grupo
controle e o grupo com droga.

A simplicidade do modelo, a facilidade na execucdo ¢ a
reprodutibilidade da morfometria justificam a sua adogao para
o estudo da agdo da mmc e de outras drogas na esclera. Este
estudo abre perspectivas para uma melhor compreensio dos
efeitos de drogas e tratamentos no tecido escleral.

ABSTRACT

Purpose: The lack of experimental models to study diverse
therapeutical alterations in sclera led the authors to propose
an animal model for a quantitative study of scleral vessels and
cells. Methods: This is a randomized, masked, prospective
study using 15 female rabbits divided into 3 groups. The first
group of animals (control) was not submitted to surgery or
drug application; the second group was submitted to con-
junctival surgery and application of a sponge containing dis-
tilled water. The third group was submitted to conjunctival

surgery and application of 0.4 mg/ml mitomycin C. A morpho-
metric histological analysis (point counting) was made with
light microscopy. The proposed model could quantify vessels
and cells in rabbit sclera. Results: The third group presented a
reduction of vascular parameters and an increase of cell para-
meters when compared to the other two groups. The second
group showed a reduction in the number of endothelial cell
nuclei and an increase in inflammatory cells when compared to
the control group. Conclusions The model was shown to be
feasible in quantifying vessels and cells in rabbit sclera. It was
able to detect vascular and cell alterations in sclera due to the
topical application of 0.4 mg/ml mitomycin C.

Keywords: Sclera/anatomy & histology; Sclera/pathology;
Sclerostomy; Mitomycin C; Rabbits
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