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RESUMO

O objetivo desta presente pesquisa foi avaliar os efeitos do uso tépico da
mitomicina C a 0,02%, no epitélio integro da cérnea de coelhos, sob o ponto de
vista clinico, histopatolégico e imuno-histoquimico. A mitomicina C (olhos
esquerdo) e agua destilada (olhos direito, controle) foram instiladas, 4 vezes ao
dia, por 14 dias, nos olhos de 28 coelhos, em superficie ocular integra.

A superficie ocular foi avaliada por exames biomicroscopicos seriados,
durante os dias de instilacdo da droga. Os animais foram sacrificados no 15°, 50°
e 100° dia de experimento. O exame histopatologico do epitélio corneano foi
complementado por analise morfométrica, que pelo método de contagens de
pontos, estudou area do epitélio, numero de ncleos, relagdo nucleo-citoplasma,
area da célula epitelial, area do nucleo e area do citoplasma, na regido do limbo e
central da cornea. O exame imuno-histoquimico do epitélio corneano foi realizado
pelo emprego dos anticorpos monoclonais (AE1 e AES) que reagem com as
citoceratinas do epitélio da coérnea.

O uso de mitomicina C desencadeou discreta hiperemia conjuntival apds o
terceiro dia de instilacéo, desaparecendo 7 dias apds a suspensao da droga. Nao
apresentou outro sinal clinico detectavel na biomicroscopia. N&o desencadeou
alterages histopatolégicas no epitélio corneano, observando-se a continuidade do
epitélio, as células epiteliais se apresentaram dispostas de maneira ordenada,
com numero de camadas obedecendo a maturagéo normal e auséncia de atipia

celular. A analise morfométrica determinou alterages significativas em diferentes



estruturas do epitélio, na regido do limbo e central da comea, principalmente nas
areas estimadas do epitélio, do citoplasma e do numero de nucleos, verificando-se
uma hipertrofia da célula epitelial, reducdo da relacdo nucleo-citoplasma e
diminuicdo do numero de nucleos. Estes valores voltaram proximos ao nivel
controle no 100° dia de avaliacdo. O uso da mitomicina C a 0,02%, nao
influenciou no padrao de diferenciagao da célula epitelial da cornea.

Os resultados desta investigacdo demonstraram baixo potencial toxico do
uso da mitomicina C, em superficie ocular integra de coelhos, nessa dosagem €

concentracgao.
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1. INTRODUGAO

A utilizagcdo da mitomicina C (MMC), na oftalmologia, tem se difundido nos
dltimos anos devido aos resultados favoraveis apresentados nos diversos

segmentos da especialidade.

Sua aplicagédo € encontrada na prevengao de recorréncia pés-operatoéria
do pterigio (CARDILLO et al., 1995a; CARDILLO et al., 1995b; EWING-CHOW et
al., 1992; FRUCHT-PERY & ILSAR, 1994; FRUCHT-PERY et al., 1994,
KUNITOMO & MORI, 1963; MORI et al., 1968; MOROI & LICHTER, 1996; PANDA
et al., 1998; POTERIO et al., 1998; ROSENTHAL et al., 1993; SINGH et al., 1988,
SINGH et al., 1990; SUGAR, 1992), na manutencao de fistulas antiglaucomatosas
funcionantes (CARVALHO et al., 1993; CHEN, 1983; CHEN & TSENG, 1995;
COSTA et al., 1993a, COSTA et al., 1993b, COSTA et al, 1996, KHOURY et
al., 1998; KITAZAWA, et al., 1993; MANDIA Jr., 1997, MERMOUD et al., 1993;
MOROI & LICHTER, 1996; PALMER, 1991, PASQUALE et al., 1992; PERKINS et
al., 1998; SHIELDS et al., 1993; SKUTA et al., 1992, STONE et al., 1998;
TAKAHASHI et al., 1995), como auxiliar nas cirurgias de implante de Molteno em
pacientes glaucomatosos (PERKINS et al., 1995, SUSANNA Jr. et al., 1994), na
prevencdo de fibrose decomrente de cirurgia de estrabismo (CRUZ, 1996;
MINGUINI, 1999; OH et al., 1995; URBAN & KAUFMAN, 1994), no tratamento de
neoplasia intra-epitelial comeana (FRUCHT-PERY & ROZENMAN, 1994,

FRUCHT-PERY et al, 1997; WILSON et al., 1997) e conjuntival (FINGER &



McCORNICK, 1994; GROSSNIKLAUS & AABERG, 1997) na prevencao de
opacificagdo capsular posterior do cristalino (HAUS & GALAND, 1996), na reducao
de formagéo de cicatrizes depois da ceratectomia fotorefrativa por excimer |aser
(SCHIPPER et al.,1997; TALAMO et al., 1991), na manutengao da osteotomia nas
cirurgias de dacriocistorinostomia (KAO et al., 1997) e também no tratamento de

penfigdide ocular cicatricial (DONNENFELD et al., 1999).

Porém, sdo relatadas complicacbes apds a utilizacdo dessa droga nos
diversos segmentos do globo ocular, entre elas, citam-se ulceracéo escleral
(DUNN et al.,1991; EWING-CHOW et al., 1992), defeitos epiteliais corneais,
necrose de cdmea e reagdo inflamatéria intra-ocular (FUJITANI et al.,1993;
ROSENTHAL et al., 1993;: RUBIENFELD et al., 1992), atalamia, catarata,
descolamento de cordide, endoftalmite tardia, alteragdes advindas da hipotonia e
maculopatia apds cirurgias antiglaucomatosas complementadas com uso de MMC
(COSTA et al., 1993a; COSTA et al., 1993b; FIGUEIREDO et al.,1996;
HIGGINBOTHAM et al., 1996; HUTCHINSON et al., 1994; JAMPEL et al., 1992,
MEGEVAND et al., 1995; MERMOUD et al., 1993; MOSTER et al., 1993; ORAM et
al., 1995: SUNER et al., 1997). Nas areas submetidas a excimer laser de fluoreto-
argonio para cirurgias de ceratectomia fotorefrativa, pode ocorrer opacidade difusa
no estroma com uso da MMC (BERGMAN & SPIGELMAN, 1994; McDONALD et

al., 1990; TALAMO et al., 1991).



Com o aumento de seu emprego, as complicagdes s&o mais frequentes e
graves, tornando imperioso o conhecimento melhor da droga e sua iatrogenia.
Para evitar reacdes nefastas as indicagbes da MMC, enfatiza-se a necessidade de

mais estudos para avaliacdo de sua seguranga.

1.1. MITOMICINA C

As mitomicinas A e B foram inicialmente obtidas do Streptomyces
caespitosus, por Hata, no Japdo (HATA et al., 1956). Em 1958, WAKAKI et al.
isolaram a mitomicina C da fermentacdo do caldo de cultura do mesmo
microorganismo. A mitomicina C se diferencia das mitomicinas A e B pelas suas
caracteristicas de absorcdo da luz ultravioleta, solubilidade em solventes
organicos, forte estabilidade a temperaturas elevadas e comportamento

eletroforético.

Na forma de cristais, de cor azul-violeta, & estavel por 4 horas, a 100°C,

sem perda de atividade, mostra-se soluvel em agua e solventes organicos,

formando uma solucdo cinza azulada que € inativada pela luz visivel. Dissolvida
em agua destilada a 0,4 mg/ml, apresenta pH entre 6 e 8, demonstra estabilidade

por 14 dias em temperaturas de 2 a 8°C (WAKAKI et al., 1958).

Ha muitos anos a MMC vem sendo estudada, mas s6 na década de 70, seu
uso clinico tornou-se rotineiro. Esta substancia possui atividade contra varios

tipos de tumores no ser humano, & eficaz no tratamento de ampla gama de



neoplasias tais como corioepitelioma, sarcoma de células reticulares, seminoma e
tumores epiteliais. Seu uso clinico inclui os carcinomas da cavidade bucal,
pulmao, intestino e estdmago (SZYBALSKI & IYER, 1967). Como antibidtico, &
eficaz nas infeccbes por bactérias gram(+) e gram(-), como também bacilos,

riquétsias e virus (CROOKE & BRADNER, 1976).

FORMULA ESTRUTURAL
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A estrutura quimica da MMC contém um grupo aziridina, um grupo quinona
bem como um anel mitosano e, cada um destes participa nas reagbes de
alquilagdo com o DNA. O grupo quinona é essencial para sua atividade
antineoplasica. A droga atua por reagdo de alquilagéo biorredutora e pode ser
seletivamente toxica para células hipoxicas (CALABRESI & PARKS Jr., 1987,
CROOKE & BRADNER, 1976: KENNEDY et al., 1980). Apos redugdo enzimatica
intracelular ou quimica espontanea da quinona e perda do grupo metéxi, a MMC

torna-se agente alquilante bifuncional ou trifuncional e inibe a sintese de DNA,



degradando o DNA pré-formado e causando lise do nucleo celular em
concentracdes 30 a 100 vezes maiores que a necessaria para inibir a sintese de
DNA. Além disso, provoca quebra monofilamentar do DNA e dos cromossomos.
Inibe também a sintese de RNA (CALABRESI & PARKS Jr.,1987; CHABNER et
al., 1996;: CROOKE & BRADNER, 1976) e tem efeito direto nos cromossomos,

produzindo alteragdes e aberracées (NOWELL, 1964).

Os efeitos quimioterapicos e citotéxicos sao diretamente relacionados com
a alquilacdo do DNA. O atomo de nitrogéneory da guanina & particularmente
suscetivel a formagdo de um lago covalente, tanto com agentes alquilantes
monofuncionais quanto bifuncionais e, pode representar o alvo-chave que
determina os efeitos biolégicos destes agentes. Entretanto, a citotoxicidade dos
alguiladores bifuncionais correlaciona-se estreitamente com as ligagdes cruzadas

entre os filamentos do DNA (CHABNER et al., 1996).

E essencial a compreenséao da cinética do ciclo celular para uso apropriado
da atual geracéo de drogas antineoplasicas (CALABRESI & PARKS Jr., 1996).
Muitos dos mais potentes agentes citotoxicos atuam em fases especificas do ciclo
celular e, portanto, tém atividade apenas contra células que estédo em processo de
divisdo. Por esse motivo, as neoplasias malignas humanas, atualmente mais
suscetiveis as medidas terapéuticas, sdo as que tém grande fracdo de
crescimento, isto &, alta porcentagem de células em processo de divisdo. Por
outro lado, os tumores de crescimento lento, com pequena fragdo de

desenvolvimento, em geral, ndo respondem as drogas citotoxicas.



Embora existam diferencas na duragdo do ciclo celular entre celulas de
varios tipos, todas apresentam padr&o similar durante o processo de divisao. Isto
pode ser caracterizado do seguinte modo: fase pré-sintética (G1), sintese do DNA
(S), fase pos-sintética (G,) — intervalo apods o término da sintese de DNA e mitose
(M): quando a célula em G divide-se em 2 células filhas que entram em Gy Cada
célula entra novamente no ciclo ou passa por periodo ndo proliferativo,
denominado Go(CALABRESI & PARKS Jr., 1996).

As células de certos tecidos especializados podem diferenciar-se em
funcionais que n&o s&o mais capazes de divisdo. Muitas delas, especialmente as
de tumores de crescimento lento, podem permanecer no estado Go por periodos
prolongados.

A maioria das drogas antineoplasicas atua especificamente nos processos
tais como sintese de DNA, transcricdo ou funcionamento do fuso mitético e sao
consideradas especificas do ciclo celular. Segundo CROOKE & BRADNER
(1976), a inibicao da sintese de DNA e diminuigdo do numero de mitoses ocorrem
quando a MMC é administrada em qualquer fase do ciclo celular, com agéo mais
proeminente durante a fase final de G; e o inicio de S.

A MMC inibe a proliferacéo de fibroblastos de animais e de seres humanos
em cultura (CHEW et al., 1992; JAMPEL, 1992; LEE et al., 1990; PINILLA et al.,
1998: WOO et al, 1997; YAMAMOTO et al, 1990), sendo o efeito dose
dependente. A droga tem atividade contra todas as células, independentemente

da fase do ciclo celular. Mesmo células que ndo estejam sintetizando DNA



poderdo ser afetadas pela MMC e nao proliferarem apos exposicdo (JAMPEL,

1992; KHAW et al., 1992; KHAW et al., 1993).

CHEW et al.(1992) verificaram que o fechamento de feridas epiteliais logo
apos abrasdo da superficie corneana desencadeava uma complexa série de
alteracGes celulares no estroma. Através da microscopia de transmissdo de
elétrons e microscopia de luz observaram que os ceratécitos do estroma anterior
apresentavam proeminente processo citoplasmico e granulosidade no prazo de
uma hora apds a injuria. A degeneracdo celular prosseguia rapidamente, com
quase completa deplecéao destes ceratdcitos por 6 a 12 horas, mas a regeneragao
ocorria de 24 a 48 horas. Os autores confirmaram estes achados in-vivo, em
coelhos, através da exploracdo em série pelo microscopio de luz confocal. A
capacidade da secg¢éo Optica deste instrumento permitiu-lhes demonstrar, em 32
dimensé&o, a formagado do processo de fibroblasto, sua subsequente condensagao
e danos por exames sequenciais no mesmo animal. Usando este método,
puderam investigar a citotoxicidade na cérnea pelo agente antimitdtico MMC e o
antagonista muscarinico-sulfato de atropina. A MMC conduziu a deplegao
ireversivel dos ceratécitos mesmo depois de 4 dias de observacgéo e o sulfato de

atropina atenuou a reagéo celular da ferida.

O uso da MMC tdpica para prevenir recidiva apés cirurgia do pterigio
aumentou desde sua introducdo no Japéo por KUNITOMO & MORI (1963) e sua
subseqliente popularizagdo nos Estados Unidos por SINGH et al. (1988). A

recidiva apés cirurgia de pterigio é alta variando de 24% a 89%, justificando o



emprego de antiproliferativos durante o pés-operatério (CHEN et al., 1995,
FRUCHT-PERY et al., 1997, SUGAR, 1992). A eficacia e seguranca de aplicacdo
intra-operatdria da MMC, na concentracdo diluida de 0,02 mg/ml, com esponja
estéril de 5x5 mm, por 3 minutos, sobre a esclera, nas cirurgias para pterigio,
diminuem a taxa de recidiva do pterigio e minimiza a toxicidade corneoescleral

(PANDA et al., 1998).

CARDILLO et al. (1996) verificaram a eficacia do uso da MMC na
prevenc&o de recidiva apos cirurgia de pterigio. A MMC nas doses de 0,02% e
0,04% foi utilizada por 2 tipos de administracdes diferentes, aplicacdo intra-

operatodria unica e instilagdo na forma de colirio, 3 vezes ao dia, durante 7 dias.

O uso de agentes antiproliferativos para prevenir fibrose apés cirurgias
oculares tem revolucionado as cirurgias filtrantes de pacientes portadores de
glaucoma de alto risco (PALMER, 1991; KHOURY et al., 1998: ROBIN et al,,
1997). O pioneiro do uso da MMC nestes casos foi CHEN (1983), que utilizou
dose unica desta droga, intra-operatéria, durante 5 minutos. Este regime tem
ganho em popularidade por causa da facilidade de aplicagdo, auséncia de
toxicidade corneana e melhora a longo prazo do controle da presséo intra-ocular,
principalmente quando comparado ao regime do uso pos-operatério da injecéo do
5-fluorouracil (KHAW, 1993). O emprego do 5-fluorouracil apresenta as seguintes
desvantagens: necessidade de repetidas injegbes subconjuntivais e toxicidade
corneana (COSTA et al., 1993b; SKUTA et al.,1992; YEATTS et al., 1995). ANDO

et al. (1992) constataram que MMC é pelo menos 125 vezes mais potente que o 5-



fluorouracil para inibir a regeneracéo de células epiteliais previamente removidas
de corneas de coelhos.

Recentemente, o uso topico de MMC vem se constituindo em nova opgéo
terapéutica no tratamento das neoplasias intra-epiteliais da cérnea e conjuntiva
(FINGER & McCORNICK, 1994; FRUCH-PERY & ROZENMAN, 1994; FRUCH-
PERY et al., 1997; HEIGLE et al.,1997; KATO et al., 1996; TSENG et al., 1997;
USUBA & BATTISTELLA, 1999; WILSON et al., 1997) e de melanose conjuntival
primaria adquirida com atipia (FRUCH-PERY & PE'ER, 1996), contrapondo-se ao

tratamento cirurgico.

As displasias e neoplasias intra-epiteliais conjuntivais e corneais sao lesdes
raras que geralmente envolvem o limbo corneoescleral e tendem a crescer sobre a
cornea. Elas englobam um numero grande de anormalidades epiteliais que vao
desde moderada displasia até carcinoma in situ. As displasias e neoplasias intra-
epiteliais conjuntivais e cormeais sao lesbes progressivas lentas com baixo
potencial de malignidade (ERIE et al., 1986; TSENG et al., 1997). Mas, se ndo
forem tratadas, podem ocasionar dor local e acentuada perda de visdo. Apos 0
diagnaostico, € indicada a realizagao de uma intervengao cirurgica e logo apoés a
excisdo, a lesdo tem demonstrado alta porcentagem de recidiva, de 30 a 45%
(ERIE et al., 1986). A recidiva gerailmente ocorre devido a incompleta excisdo do
tumor. O uso concomitante da crioterapia (FRAUNFELDER & WINGFIELD, 1983),

beta irradiagdo (ELKON & CONSTABLE, 1979; JONES et al., 1991), uréia tépica
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(DANOPOQULUS et al.,, 1979) e imunoterapia (FERRY et al., 1976) depois da

excisdo tem sido utilizado para reduzir a taxa de recidiva.

Estas modalidades de tratamento, entretanto, estdo associadas a grande
variedade de complicacdes como ulceragdo escleral, escarificagdo da conjuntiva e
cérnea, formagdo de membranas retrocorneais e catarata (ELKON &
CONSTABLE, 1979; TSENG et al., 1997).

O primeiro caso do uso topico da MMC para o tratamento de tumores da
superficie corneo-conjuntival, foi noticiado por FINGER & McCORNICK (1994).
Utilizaram MMC na concentracdo 0,04%, 4 vezes ao dia, durante 28 dias
consecutivos, para reduzir, por quimioterapia, um melanoma maligno da
conjuntiva, antes de ser extirpado. FRUCHT-PERY & ROZENMAN (1994)
trataram 4 pacientes portadores de displasia e neoplasia epitelial corneana
envolvendo o eixo visual com MMC tépica a 0,02%, 4 vezes ao dia, durante 10 a
22 dias. FRUCHT-PERY et al. (1997) empregaram MMC tépica a 0,02%, 4 vezes
ao dia, durante 14 dias, em 17 pacientes portadores de neoplasia intraepitelial
corneo-conjuntival. Em alguns pacientes a lesédo diminuiu de tamanho mas nao
desapareceu, entao utilizaram uma segunda e até terceira aplicacdo de MMC a
0,02% ou 0,04%, por mais 14 dias. A les&o foi erradicada em 13 pacientes, 2
tiveram diminuicdo do tumor e 2 ndo responderam ao tratamento. Os autores
enfatizaram que a vantagem do uso deste tipo de tratamento, em relagéo ao

procedimento cirirgico, é auséncia de trauma na porg&o central da cormnea.
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HEIGLE et al. (1997) e TSENG et al.(1997) empregaram MMC tépica a
0,04%, no tratamento de neoplasia epitelial conjuntival e corneana recorrente e,
observaram que houve uma acentuada regressdo do tumor sem recidiva, até 10
meses apds o inicio do tratamento. FRUCHT-PERY et al. (1997) e TSENG et
al.(1997), relataram que durante o periodo de instilagdo da MMC, alguns pacientes

apresentaram grau médio de hiperemia conjuntival e dor ocular.

WILSON et al. (1997) avaliaram a eficacia do uso toépico da MMC na
concentragéo 0,04%. Eles trataram 7 olhos de 7 pacientes com displasias e
neoplasias intra-epiteliais conjuntivais e corneais, com uso topico de 1 gota de
MMC a 0,04%, 4 vezes ao dia, por 7 dias, em semanas alternadas. Antes do
inicio do tratamento, o diagnéstico da displasia ou neoplasia epitelial foi
confirmado por exame histopatolégico. Obtiveram, como resultado, que 6 olhos
dos 7 pacientes tiveram completa regressado clinica da displasia ou neoplasia
epitelial conjuntival e comeana e, somente 1 olho, de 1 paciente, teve regressao
clinica parcial. Os autores também puderam observar que durante a terapia do
uso topico da MMC, os pacientes apresentaram desconforto ocular transitorio,
lacrimejamento, fotofobia, ceratopatia epitelial puntata e transitoria injecéo
conjuntival. Todos os efeitos colaterais desapareceram apos 1 semana de
interrupgé@o do uso tépico da MMC, com excegao da ceratopatia epitelial puntata
que persistiu por mais 3 semanas. N&o foi observado nenhuma reducgao

permanente na acuidade visual.
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A melanose primaria adquirida é uma pigmentagao superficial causada por
melandcitos intra-epiteliais da conjuntiva. Se esta melanose néo € acompanhada
de atipia, é considerada doenga benigna, mas, quando ha atipia, indica alto risco
de gerar melanoma e necessita ser eliminada. Varios tratamentos para melanose
primaria adquirida com atipia foram realizados, como crioterapia, terapia a laser,
excisdo, mas as lesdes podiam retornar ocasionando varias complicagoes.
FRUCHT-PERY & PE’ER (1996) trataram uma paciente de 63 anos de idade,
portadora de melanose primaria adquirida com acentuada atipia, com MMC 0,02%
tépica, por 2 semanas e MMC 0,04%, por mais 2 semanas consecutivas. Depois
da primeira série de administracio de MMC observaram diminuicdo da
pigmentagédo conjuntival e os estudos histolégicos revelaram redugéo do grau de
atipia. Depois da segunda aplicagdo de MMC, a pigmentacéo desapareceu,
exceto pequena mancha que continha somente alguns melandcitos tipicos. Os
achados clinicos ndo alteraram durante as sete semanas seguintes € nao ocorreu
nenhuma reacgédo adversa a MMC tdpica, exceto hiperemia conjuntival média no
fim do curso de tratamento. Com este estudo os autores concluiram que a
administracdo topica de MMC pode ser tratamento médico efetivo para melanose
primaria adquirida com atipia.

A opacificacdo capsular posterior € a complicagdo pos-operatoria mais
comum da cirurgia extracapsular de catarata. HAUS & GALAND (1996)
empregaram solugdo contendo MMC durante a hidrodissecgéo (com pausa de 5
minutos) no processo de extragdo do cristalino por cirurgia extracapsular, em 26

olhos de 22 coelhos. Os autores escolheram esta via de administragcdo para
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reduzir a difusdo da droga dentro da camara anterior. Este estudo demonstrou
que a MMC pode efetivamente inibir a opacificagdo capsular posterior depois da
cirurgia de catarata em coelhos.

As causas mais freqlentes de insucesso da dacriocistorinostomia s&o
obstrugdo dos canaliculos comuns e fechamento da area da osteotomia por
crescimento de tecido fibroso. KAO et al. (1997) utilizaram MMC como agente
antiproliferativo, intraoperatério, aplicando algodao embebido em solugdo de MMC
a 0,02 mg/ml, durante 30 minutos. A droga mostrou-se efetiva na manutengéo da
area da osteotomia, possibilitando aumento do sucesso da cirurgia tradicional.

O penfigdide ocular cicatricial € uma doenca sistémica, de etiologia
presumivelmente autoimune. E caracterizada por reparacdo conjuntival, com
fibrose sub-epitelial, simbléfaro, entropio, triquiase, com conseqlentes danos a
superficie da cémea. E considerada doenga progressiva, cronica, caracterizada
por periodos de remissdo e exacerbagcdo. A terapia médica convencional, para o
penfigdide ocular cicatricial, € o emprego de imunossupressores sistéemicos e
corticosterdides, via oral, e em muitos casos, ndo € adequadamente controlada.
DONNENFELD et al. (1999), trataram 9 pacientes com penfigoide ocular
cicatricial, com inje¢des subconjuntivais de MMC 0,02%, na dose de 0,25ml, nas
conjuntivas bulbar superior e inferior, no olho que apresentava em grau mais
intenso a doenga. O tratamento foi acompanhado num periodo médio de 23,5
meses (12 a 40 meses). Os autores verificaram que o uso da MMC foi efetivo na
prevencao da progressao da cicatrizacdo conjuntival. Observaram eritema e

poucas complicagées no uso da droga por via subconjuntival, quando comparada
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com aplicacdo direta na esclera; provavelmente devido ocorrer preservagao e

integridade da superficie ocular.

A cérnea e a conjuntiva sdo os tecidos oculares que apresentam maiores
concentracdes de medicagbes quando instiladas no olho, sendo as células
epiteliais corneais mais susceptiveis aos efeitos citotoxicos cumulativos de drogas
(BURSTEIN, 1980). Na presenca de defeito epitelial da cérnea, a MMC, colocada
em contato direto com esta area, provoca retardo de sua reparagao em relagao a
olhos controles e a outras drogas antimetabodlicas (ALVES, 1995; ANDO et al
1992: MATTAR et al., 1994; MATTAR, 1994). O filme lacrimal, parte importante
na manutencao 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 agdo deletéria da MMC por diminuicdo do

numero de células caliciformes ( DANJO et al., 1987 e HOLZCHUH et al., 1997).

O emprego da MMC em periodos mais longo do que 2 semanas ou em
concentracbes altas, como 0,1%, pode ser tdxica para a conjuntiva e cornea
acarretando varias complicagcdes como dor ocular, blefaroespasmo, hiperemia da
conjuntiva, erosdo corneana e uveites (FRUCHT-PERY & ROZENMAN, 1994;

RUBINFELD et al., 1992; SINGH et al., 1988).

As informacdes referentes a dosagem de MMC e seu efeito adverso na

cornea sdo limitadas, tornando necessarias investigagdes adicionais nesta area.
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1.2. EPITELIO CORNEANO

O epitélio comeano € do tipo pavimentoso, estratificado, ndo ceratinizado e
representa de 10 a 12% da espessura total da cérnea humana (ARFFA, 1991,
KLYCE & BEVERMAN, 1988). E constituido por cinco a seis camadas celulares
no centro e por oito a dez na periferia (HOGAN et al., 1971; KENYON, 1979). Sob
microscopia Optica, diferenciam-se trés grupos de células: superficiais ou
escamosas, intermediarias ou aladas e basais ou colunares.

O epitélio da cornea € mantido por um ciclo constante de desprendimento
das células superficiais e pela proliferacdo das células na membrana basal. As
células superficiais sdo as mais externas e diferenciadas. Elas estdo em processo
de degeneracao, evidenciado pela falta de organelas e condensagdo de cromatina
nuclear. Na microscopia eletronica de varredura, a superficie da cornea tem
arranjo irregular de células poligonais e as células estdo cobertas por densa
camada de microvilos aderentes como glicocalice (TSENG, 1989). Este
glicocdlice interage com a camada de mucina lacrimal para promover a formacao
de filme lacrimal estavel e homogéneo na superficie da cornea. Apesar da porgao
mais externa estar se degenerando, ela constitui importante barreira entre a
lagrima e as porgdes mais intemas da cornea (POWER & NEVES, 1997).

As células intermediarias ou aladas formam 2 a 3 barreiras de células em
estado intermediario de diferenciacdo. Apresentam citoplasma denso, superficie

de convexidade anterior e nucleo achatado, num plano paralelo com a superficie
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corneana. Numerosos desmossomos unem estas células entre si e as células
basais (HOGAN et al., 1971; McDERMOTT, 1994).

As células basais constituem a camada germinativa do epitélio e contém
microfilamentos dispersos, ribossomas livres, reticulo endoplasmatico rugoso,
mitocdndrias, centriolos, um nucleo esférico com nucléolo e granulos de glicogénio
(DOHLMAN, 1971: HOGAN et al., 1971). As células basais s&o colunares e se
unem umas as outras, lateralmente, por numerosos desmossomos (BINDER et al,,
1980; HOGAN et al., 1971; SOONG & FAIRLEY, 1985). Filamentos de actina
estdo presentes ao longo das margens citoplasmaticas de suas membranas e sao
importantes para a migragao celular que ocorre nos processos de regeneracao
epitelial. As células basais ligam-se & membrana basal através de
hemidesmossomos e fibras de ades&o.

A membrana basal do epitélio corneano, produto da secregdo das células
epiteliais basais, constitui o suporte para a organizagédo do epitélio. Contribui,
ainda, para a compartimentagio das células e atua como moduladora de adesao,
proliferacdo e diferenciagéo celular (McDERMOTT, 1994; TERVO et al., 1986).

O epitélio da cornea mantém sua populagéo celular em equilibrio dinamico
entre perda e renovagéo, tem capacidade de auto- renovagéo rapida. Ele possui
um reservatério de células conhecidas como células matrizes germinativas,
semelhante a outros érgios que possuem esse tipo de equilibrio (SANTO, 1999).
Nas situagdes em que ha necessidade de regeneracéo tecidual, as ceélulas
germinativas, que estdo localizadas na camada basal do epitélio limbico, entram

em mitose, originando uma célula-filha, que permanece como célula germinativa,
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garantindo a manutenc&o das mesmas, e outra destinada a dividir-se e diferenciar-
se em célula epitelial da cérnea (TSENG, 1989). Estas outras células s&o
conhecidas como amplificadoras transitérias e, embora derivadas das
germinativas, diferem destas pela sua maior atividade mitdtica, tendo porém, um
espectro de vida curta. A repopulagdo das células epiteliais ocorre através de
uma migracdo celular centripeta, ou seja, da periferia para centro da comea, e
vertical (BUCK, 1985; COTSARELIS et al., 1989; HUANG & TSENG, 1991,
LAVKER et al., 1988; SCHERMER et al., 1986; THOFT & FRIEND, 1983; TSENG,
1989).

Quando o epitélio da coérnea € lesado por trauma ou toxicidade
medicamentosa, a reparagédo desenvolve-se rapidamente para restabelecer sua
continuidade. O processo envolvido na regeneragdo do epitélio corneano pode
ser dividido em trés componentes distintos: migracdo, proliferacdo e adesao
celular. Todos eles fazem parte de um processo continuo, onde a contribuigdo de
cada um varia, dependendo do tamanho, profundidade e natureza da lesdo (DUA
et al., 1994). Inicialmente as células na borda do defeito epitelial se retraem e
perdem suas aderéncias hemidesmosdmicas & membrana basal. As células
aumentam e a capa epitelial comega a migrar, com movimentos amebdides, para
cobrir o defeito (KLYCE & BEVERMAN, 1988; MILANI, 1992). Entre 24 e 48 horas
ocorre um pico de proliferagéo epitelial para formar um tampé&o celular. Entre 6 e
14 dias, quando o tamp&o epitelial desaparece, o epitélio ja apresenta espessura
normal mas a ades@o & membrana basal é fraca. Depois de 3 a 4 semanas, a

aparéncia do epitélio & de normalidade, a camada basal esta completa e o nimero
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de hemidesmossomos aumenta até o 41° dia apds o trauma. Novos
hemidesmossomos sédo formados aderindo o epitélio 2 camada de células basais
e estao localizados nas fibrilas de suporte da membrana basal. Quando n&o ha
lesdo de membrana basal, a adeséo do epitélio forma-se logo apds a cicatrizagéo.
Modelos experimentais com lesdo de membrana basal mostram a demora de até
12 meses para desenvolver os complexos de adesdo normais (TSENG, 1989;
ALVES & KARA-JOSE, 1997).

A deficiencia das células germinativas pode originar doengas corneanas
caracterizadas por dificuldade de epitelizagé@o, defeitos epiteliais persistentes, ou
erosdo recorrente. Essa deficiéncia pode ocorrer por agresséo quimica, térmica,
cirurgica ou medicamentosa, envolvendo toda a superficie da cornea, estendendo-
se para além do limbo, quando a sua regeneragdo fica comprometida (CHEN &
TSENG, 1990). Para reparacido destes defeitos, ocorre migragdo de epitélio
conjuntival para a cérnea, frequentemente acompanhada de neovascularizacéo,
inflamacéo cronica e defeitos epiteliais persistentes ou recorrentes, levando a
cicatrizacdo do estroma. A disfungdo das células germinativas do limbo €
determinada pela presenca de células caliciformes conjuntivais na superficie da
coérmnea (ALVES & KARA-JOSE, 1997).

JABBUR et al. (1994) estudaram o efeito da MMC nas células germinativas
do limbo, apds realizagdo de um defeito epitelial na cornea de coelhos e do uso
topico dessa droga. Concluiram que ap6s 3 meses de uso da droga, era possivel

identificar interferéncia na proliferagdo destas células e no processo de
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diferenciacdo do epitélio comneano. O efeito prolongado na diferenciagdo das
células epiteliais corneanas poderia explicar algumas das graves complicagdes da
MMC, desencadeadas no pos-operatério do pterigio, como defeitos epiteliais
cronicos, ulceragcbes corneanas e esclerais e perfuracdao do globo ocular. As
implicagdes clinicas destes achados e o significado deles, a longo prazo, ainda

nao foram esclarecidos.

1.3. Analise morfométrica e imuno-histoquimica

Os efeitos da instilagao topica de MMC a 0,02% e 0,04%, usada como
tratamento quimioterapico em diversas patologias do globo ocular, ainda ndo séo
bem conhecidos na superficie ocular integra. A utilizacdo dessa droga, nestas
doses e em superficie ocular integra, pela analise histopatologica, através da
morfometria e da imuno-histoquimica, permite avaliar sua influéncia no epitélio
corneano.

Entende-se por morfometria o ato de medir estruturas anatdomicas e,
quando aplicada a nivel celular fornece medidas do tamanho, nimero e forma da
célula. Estas propriedades permitem analise quantitativa da hipertrofia ou atrofia
celular, hiperplasia ou ndo da célula e manutengao da configuragdo celular (LOUD
& ANVERSA, 1984).

A morfometria pode ser realizada através da contagem de pontos, de
intersecgdes ou pelo uso de instrumentos semi ou totalmente automatizados. O

método de contagem de pontos, devido a simplicidade e eficiencia bem
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estabelecidos, & preciso e rapido e utiliza-se de sistemas-teste com pontos a
intervalos regulares. Cada ponto corresponde ao centro geométrico de um
poligono, cuja area é conhecida (MANDARIM-DE-LACERDA, 1995 e WEIBEL,
1963). Weibel (1963) comparando métodos de avaliagéo de areas de uma mesma
estrutura, concluiu que mantendo a precisdo dos resultados em niveis
estatisticamente significativos, a planimetria por contagem de pontos, como &

chamada esta ciéncia, foi 0 método mais rapido.

Através da contagem de pontos, estima-se, nas regides avaliadas, a area
do epitélio corneano, as areas do nucleo e citoplasma da célula epitelial, o numero

de nucleos, o nimero de nucleos redondos e a relagéo nucleo-citoplasma.

A imuno-histoquimica pode mostrar o padréo de diferenciagéo das células
epiteliais corneanas, analisando-se o resultado da reagdo entre os anticorpos AE;
e AEs com as citoceratinas do epitélio da cornea, das regides limbica e central. As
citoceratinas sé@o filamentos intermediarios que constituem o citoesqueleto de
quase todas as células epiteliais e tém importante papel na proliferagéo,
diferenciagdo e interagdes celulares (FRANKE et al., 1981). As citoceratinas s&o
expressas em pares, compostos por uma citoceratina basica e outra acida. Os
epitélios conjuntival, limbico e comeano mostram heterogeneidade na expressdo
das citoceratinas (SANTO, 1999). As células basais do limbo, em condigbes
normais, consideradas como células germinativas ou células primordiais, na
reagdo imuno-histoquimica coram com o anticorpo AEs, mas ndo coram com O

anticorpo AEs. O epitélio maduro da cérnea reage com o anticorpo AEs € nao
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apresenta reagcdo com o anticorpo AE; (KIRITOSHI et al., 1991; SANTO et al.,

1994; SCHERMER et al., 1986).

KIRITOSHI et al. (1991) estudaram a diferenciagcédo de células epiteliais da
cornea e limbo, pela avaliagdo imuno-histoquimica das expressdes das
citoceratinas reconhecidas por anticorpos monoclonais: AE; e AEs. As células
epiteliais humanas, depois de 1 a 2 semanas em cultura, n&o reagem com AEs
mas exercem forte reacdo com AE;. Depois de 3 semanas, somente as células
suprabasais mostraram uma reatividade moderada com AEs, considerando que a
ligacéo de AE, foi observada em todas as células. Depois de 5 a 6 semanas de
cultura, todas as células reagiram moderadamente com AEs e AEs. Semelhante
as células epiteliais humanas, as células epiteliais suprabasais de coelhos

expressam reatividade com AEs somente apés 10 dias em cultura

Com a popularizagdo do uso topico de MMC no tratamento de diversas
afeccdes da superficie ocular, impbe-se avaliar o potencial iatrogénico de dano da
droga nas células germinativas limbicas corneanas e no seu processo de

diferenciacdo celular.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste experimento foram de avaliar os efeitos desencadeados
pelo uso da mitomicina C e agua destilada, na superficie corneo-conjuntival
integra de coelhos, sob o ponto de vista clinico, morfométrico e imuno—

histoquimico.



MATERIAL E METODOS
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3. - MATERIAL E METODOS

A parte experimental desta pesquisa foi realizada na Disciplina de
Anestesiologia do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo. As analises laboratoriais deste estudo
foram realizadas no Laboratério de Poluigdo Atmosférica Experimental do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo, Laboratério de Investigagdo Médica (L.I.M. — 33) da Disciplina de
Oftalmologia da Universidade de S&o Paulo e Laboratério de Pesquisas
Experimentais e Patologia Clinica da Universidade Estadual de Campinas,

UNICAMP.

3.1. MATERIAL

3.1.1. ANIMAIS

Utilizaram-se 28 coelhos machos, raga Califérnia, espécie Oryctolagus
cuniculi com idade ao redor de 4 meses (média de 3,75 meses + 0,53),
provenientes da cunicultura da fazenda de Pirassununga, pertencente a
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.
Todos os animais se encontravam em perfeito estado de salde, livres de ecto e

endoparasitas.
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Os procedimentos aos quais 0s animais se submeteram foram aprovados
previamente através do protocolo de pesquisa em reunido do Conselho de Etica
da Faculdade de Medicina da USP e da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da USP. Os coelhos foram tratados de acordo com as normas
recomendadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo em Animais - COBEA
(http://www.meusite.com.br/etica.htm) e da Associagdo para Pesquisa em Visao e

Oftalmologia “ A RV.0.” (NIH 1985).

3.1.2. SOLUCOES UTILIZADAS

» Colirio de mitomicina C na concentracao de 0,02%

o Colirio de fluoresceina sbédica na concentracéo de 2%
® Colirio anestésico de tetracaina a 1%

e Solucéo de cloreto de sodio a 0,9%

e  Agua destilada

e Alcool etilico
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Preparo das Solugdes
A) Mitomicina C:
O colirio de mitomicina C possuia as seguintes caracteristicas quimicas:
- concentracao = 0,02%
- pH=68
- osmolaridade = 8,0mOsml/|

Foi preparado na concentragdo de 0,02%, que corresponde a 0,2mg do pd

liofilizado do Mitocin” diluido em 1ml de dgua destilada.

O pH foi determinado na Farmécia do Instituto Central do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, com pH meter

E 520 da Metrohm Herisau.

A osmolaridade foi determinada no Laboratdrio Fleury de Anélises Clinicas

de Sao Paulo, com osmdmetro da Advanced Instruments Inc..

B) Fluoresceina sédica:

O colirio de fluoresceina foi preparado na concentragéo de 2%, ou seja, 20
mg do p6 de fluoresceina sodica” em 1ml de agua destilada e foi utilizado para

complementacéo das avaliagdes biomicroscopicas feitas na lampada de fenda.

" Laboratério Bristol — Sdo Paulo.
** Laboratério E. Merck, Darmstadt — Alemanha.
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C) Colirio anestésico:

O colirio anestésico contém em sua composigdo cloridrato de tetracaina

10mg/ml, cloridrato de fenilefrina 1mg/mi, acido bérico 15mg/ml.

C) Cloreto de Soédio:

A solucéo de cloreto de sédio a 0,9% , na forma de colirio, foi instilada nos
olhos dos animais, para remogdo do excesso de fluoresceina, nas avaliagbes

biomicroscépicas em lampada de fenda.

D) Agua Destilada:

Foi empregada na forma de colirio e instilada nos olhos controle.

E) Alcool Etilico

Foi utilizado para auxiliar na remocéo do epitélio da cornea, preparado a

95%, a partir do alcool a 99,99%, diluido em agua destilada.

Obs. Os colirios de mitomicina C e fluoresceina sdédica e as solugdes utilizadas

foram manipulados e fornecidos por farmacéutico .

As medicacdes foram mantidas sob refrigeragdo, a 4° C e ao abrigo da luz.

" Laboratério Allergan-Look Produtos Farmacéuticos Ltda.
™ Darrow Laboratério S.A.

™ Farmécia Ophtalmos
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3.1.3. DROGAS UTILIZADAS PARA ANESTESIA
° Cloridrato de xilazina', dose de 0,1 mi/kg, por via intramuscular.

o  Solucdo de pentobarbital sédico a 3% , dose de 25 mg/kg, por

via intravenosa, na veia marginal da orelha.

3.1.4. EXAME HISTOPATOLOGICO

O material extraido foi incluso em parafina, no formato de blocos, para
estudo morfométrico e imuno-histoquimico. A confeccdo destes blocos de
parafina e a analise morfométrica foram realizadas no Laboratorio de Poluicao
Atmosférica Experimental do Departamento de Patologia da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo.

3.1.5. EXAME IMUNO-HISTOQUIMICO

Os blocos para avaliagdo imuno-histoquimica foram encaminhados para o
Laboratério de Pesquisas Experimentais e Patologia Clinica da Universidade
Estadual de Campinas, UNICAMP, onde foram manufaturadas as laminas e a

analise das mesmas.

" Rompun = Laboratério Bayer S.A. - Saide Animal
Hypnol = Lab. Fontoveter, Divisdo Veterindria de Cristalia Prod. Quimicos Farmacéuticos Ltda.
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Os anticorpos utilizados para essa analise foram:

AE,: reage com as citoceratinas acidas, as de n° 19, 16 e 14 que expressam

epitélio em proliferagao.

AEs : reage especificamente com a citoceratina basica de 64 Kilodaltons,

marcador de diferenciag&o do epitélio corneal, expressa no epitelio maduro.

Preparo dos anticorpos:
AE+ = 1:100 diluido com PBS pH=74

AEs = 1:50 diluido com PBS pH=72

" Progen Biotechnik GMBH - Heidelberg - Alemanha
“ ICN Biomedicals, INC Costa Mesa, Califérnia, USA
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3.2. METODOS

3.2.1. LOTES DE ANIMAIS

Apos serem examinados na lampada de fenda para afastar anormalidades
das superficies corneo - conjuntival e palpebral de ambos os olhos, os coelhos
foram aleatoriamente divididos em 4 Iotes (lotes A e B com 6 animais, C e D com 8

animais).

Os animais foram pesados, média de 2.751,07g + 423,10g (ANEXO 1), em
seguida colocados em gaiolas individuais marcadas por letra correspondente ao
lote a que pertenciam. As orelhas direitas foram numeradas de 1 a 28, com

caneta hidrografica para sua identificacao.

3.2.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.2.2.1. ADMINISTRAGAO DE COLIRIOS
Os olhos direitos dos animais do lote A, B, C e D foram medicados com

agua destilada (olhos controle), 2 gotas, 4 vezes ao dia, durante 14 dias.

Nos olhos esquerdos dos animais do lote A instilou-se agua destilada e nos
lotes B, C e D colirio de mitomicina C a 0,02% (olhos tratados), na dosagem de 2

gotas, 4 vezes ao dia, por 14 dias.
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Antes da instilagdo da droga, as palpebras dos coelhos eram levantadas de
forma que toda solugdo colocada permanecia dentro da bolsa formada, depois
eram movimentadas para maior distribuicdo e absor¢éo, minimizando-se assim a

perda da substancia instilada.

3.2.2.2. EXAMES CLINICOS DE CONTROLE

Os animais foram submetidos & exame ocular realizado em lampada de
fenda, diariamente, antes e apds a instilagdo de colirio de fluoresceina sodica a
2%, durante os 14 dias de instilacdo da mitomicina C e agua destilada. Foram
examinadas as margens das palpebras, conjuntiva e comea, para avaliagao de
possiveis efeitos téxicos da droga. A presencga de hiperemia conjuntival e/ou de
reacao bléfaro-conjuntival, foram avaliadas semi-quantitativamente,

estabelecendo-se 0 seguinte escore:(ANEXO 2)
- auséncia
+ intensidade leve
++ intensidade moderada
+++ intensidade maxima

A avaliagdo da presenca de alteragdo do epitélio, bem como sua

integridade, foi feita anotando-se as dimensdes, numero e formas de ulceracgbes
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quando presentes. Também foram avaliadas possiveis alteragées estromais e

processos de neovascularizacao.

3.2.2.3. COLHEITA DE MATERIAL

Imediatamente apos os exames de controle realizados no 15° dia (animais
do lote B), no 50° dia (animais do lote C) e no 100° dia (animais do lote D), os
coelhos foram tranquilizados com cloridrato de xilazina na dose de 0,1 ml/kg de
peso vivo, por via intra muscular. A veia marginal da orelha foi canulada com um
Buterfy 25G° e mantida com solugdo de cloreto de sodio a 0,9%, para
administragdo do agente anestésico. A anestesia foi realizada com solugédo de
pentobarbital sédico a 3%, na dose de 25 mg/kg de peso vivo, até a completa
extracdo da cormea do globo ocular. Em seguida, os animais foram sacrificados,

aprofundando o plano anestésico com a solugédo descrita acima.

As cérneas foram retiradas, através de uma incisao na esclera, com
penetragao na camara anterior, no setor temporal, a 2 mm do limbo, utilizando-se
bisturi lamina 11. Com tesoura, completou-se a extirpagédo da cornea, incluindo o
limbo. Um fio de sutura, de seda preto 4 “0”, foi previamente passado no limbo as

12:00 horas, como ponto de referéncia.

As cérneas foram divididas ao meio, no sentido das 12:00 as 6:00 horas.
Metade das comeas foram transferidas para frascos individuais contendo formol

tamponado a 10% e, a outra metade com alcool etilico a 95% para estudo imuno-

" Becton, Dickinson Industrias Cinirgicas S.A.



histoquimico. Todos os frascos foram identificados para posterior inclusao em

parafina.

3.2.2.4. REMOGAO DE AREA CENTRAL DO EPITELIO DA CORNEA

Foram selecionados, aleatoriamente por sorteio, 2 animais do lote C e 2 do
lote D para serem submetidos & remogéo de area central do epitelio da cornea.
Os do lote C foram submetidos a realizagdo do defeito epitelial no 46° dia e os do

lote D no 96° dia.

Estes animais foram anestesiados com o mesmo protocolo descrito
anteriormente. Em seguida, instilou-se uma gota de colirio de tetracaina a 0,5%
em ambos os olhos. Apos irigagdo da superficie ocular com solugdo de cloreto
de sédio a 0,9%, demarcou-se com trépano', nao cortante, de 8,0mm de diametro
no centro da cornea, a area de epitélio a ser removida. Com 0 mesmo em posi¢ao
introduziu-se uma zaragatoa saturada em alcool etilico a 95%, por dentro do

trépano, tocando o epitélio por 30 segundos.

Foi realizada a remog&o do epitélio na drea demarcada, com bisturi lamina

15, apos irrigagao com solugao fisiolégica de cloreto de s6dio a 0,9%.

Comprovou-se a retirada do epitélio da area central da cornea, uniforme,

superficial e de limites nitidos, instilando-se fluoresceina sodica a 2%; seu excesso

* Storz Instrument Company = n° 3096
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foi removido com cloreto de sédio a 0,9% e o animal examinado na lampada de

fenda.

Apos 4 dias da realizagéo do defeito, os coelhos foram sacrificados e suas

corneas, de ambos os olhos, estudadas.

3.2.3. ANALISES LABORATORIAIS

Os exames foram executados sem conhecimento prévio do quadro clinico e

de que lote de animais provinha o material do estudo.

3.2.3.1. PROCESSAMENTO HISTOPATOLOGICO

As corneas que foram conservadas em formol tamponado a 10% e
encaminhadas para exame histopatologico, obedeceram as técnicas histoquimicas
utilizadas de rotina, na Divisao de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina

da Universidade de Sao Paulo, que sao:

e Desidratagdo em solugdes de alcool com concentragbes crescentes de

70% até absoluto;
e Clareamento (diafanizagao) com solugao de xilol;
e Inclusdo em parafina;

e Seccao com micrétomo em cortes de 5 micra;
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» Reidratagdo em solugdes de alcool com concentragdes decrescentes de

absoluto até 70%;
e Coloracdo pelo método de hematoxilina-eosina;
o Montagem com lamina e laminula em balsamo do Canada.

Depois de preparadas as laminas, foram encaminhadas para analise

morfomeétrica.

3.2.3.2. PROCESSAMENTO IMUNO-HISTOQUIMICO

As corneas dos olhos esquerdos, conservadas em alcool etilico a 95%,
foram encaminhadas & Divisdo de Anatomia Patolégica da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo e, seguindo a técnica anteriormente descrita, até o

momento da inclusdo em parafina, foram confeccionados os blocos.

Estes blocos foram enviados para o Laboratério de Pesquisas
Experimentais e Patologia Clinica da Universidade Estadual de Campinas,
UNICAMP, onde foram confeccionadas as laminas e feita avaliagdo imuno-

histogquimica.

O material acima preparado foi submetido a reac&o dos anticorpos AE; e
AEs com as citoceratinas do epitélio da comea e reveladas pelo método ABC

(complexo redutor-estreptovidina e biotina peroxidase revelada).



A técnica utilizada para confecgdo das laminas foi baseada no protocolo de

reacdo de imunoperoxidase, que consta de duas etapas:

12 Etapa:

Imersdo rapida das laminas em xilol | para desparafinar (antes do uso, o xilol |

teve de ser colocado na estufa @ 110°C, por £ 30 minutos),
Imersao em xilol Il e |l (temperatura ambiente),
Passagem em alcool absoluto |, Il e lll, 80% e 50%,
Lavagens em agua corrente e destilada,
Bloqueio da peroxidase endogena:

H202 (30%) 10 ml

Metanol 90 ml
incubac&o por 15 minutos na solugdo a 30% (temperatura ambiente),
Lavagens em agua corrente e destilada,
Processo de digestao enzimatica (tripsina):

-para laminas de AE4, duragdo de 8 minutos, a 37°C

-para laminas de AEs, sdo colocadas no microondas, 2 vezes de 7 minutos

cada, espera de 15 minutos para esfriar

Lavagem em agua destilada e colocagdo em tampéo PBS (solugéo tampéo de

fosfato) de pH=7,6,



e Instilacdo dos anticorpos primarios especificos e incubagéo em estufa a 37°C,

por 30 minutos,

e Colocagao na geladeira a 4°C toda noite.

22 Etapa:

Retirada das laminas da incubagdo com anticorpo primario e fazer 3 lavagens
(no agitador) em PBS, com duragdo de 5 minutos cada, a temperatura

ambiente,

e Secagem com papel de filtro e instilagdo do anticorpo secundario Multi-Link;

incubacao na estufa a 37° C, por 1 hora,
o Lavagens em 3 etapas (no agitador) com PBS, de 5 minutos cada,

e Secagem com papel de filtro e instilagdo do complexo ABC; incubacao em

estufa a 37°C, por 40 minutos,

e Colocacdo das laminas no tampdo PBS e coloraggo com DAB

(diaminobenzedina), por 5 minutos (controle da colorag&o com microscopio),
e Lavagens em agua corrente e destilada,
e Contracoloragdo com hematoxilina de Mayer, por + 45 segundos,
e Lavagens com agua corrente e destilada,

o Passagem por alguns segundos em agua amoniacal,
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e Lavagens com agua corrente e destilada,
e Passagens por éalcoois I, Il e lll (desidratar) e xildis |, 1l e lll,

e Montagem em balsamo do Canada.

3.2.3.3. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Nas laminas coradas por hematoxilina-eosina, no epitélio da cérnea foram

observados os seguintes parametros:
- continuidade da camada de células epiteliais com o estroma adjacente;

- atipia celular (hipercromasia e/ou polimorfismo nuclear) denotando

alteracdes inflamatérias ou regenerativas.

3.2.3.4. ANALISE MORFOMETRICA

Para o estudo morfométrico do epitélio da cérnea, empregou-se o método
de contagens de pontos, que utiliza um sistema-teste com pontos fixos e
sistematicamente equidistantes ao acaso sobre uma estrutura. (ANEXO 3) O
numero p de pontos incidentes em um determinado perfil seccional forneceu uma
estimativa direta e ndo viciada de sua area a (GUNDERSEN e JENSEN, 1987).
Esta estimativa [a] é convenientemente expressa em termos de distancia u entre

dois pontos adjacentes ao sistema-teste, através da seguinte formula:
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A obtencgao do valor do coeficiente de erro (CE) na estimativa de areas [a]

por contagem de pontos foi calculado pela formula:

[CE=SE/M

onde, SE = erro padrao e M = meédia.
As estimativas de erro calculadas foram sempre inferiores a 5%.

A andlise morfométrica foi feita nas laminas coradas com hematoxilina-
eosina, utilizando-se um microscopio éptico” (Micro Star, American Optical) com
sistema-teste constituido por 100 pontos e 50 segmentos de reta, adaptado a uma
das oculares. A metodologia utilizada para obtencdo dos dados foi a contagem de

pontos preconizada por WEIBEL, em 1963.

Sob microscopia optica, em aumento de 400X, foram contados o numero 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
para avaliacdo do epitélio da cornea. Dez campos foram avaliados na regiao
central e limbica do epitélio, respectivamente. Na regido do limbo avaliou-se cinco
em cada uma das periferias da cornea, consideradas a partir do desaparecimento

de células caliciformes conjuntivais.

Uma vez identificada a area de estudo, a leitura de cada campo foi feita

com aumento de 1000X. A contagem do numero de pontos coincidentes do

" Micro Star, American Optical
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reticulo sistema-teste permitiu avaliar na regido limbica e central do epitélio da

cornea, os seguintes parametros:

area estimada do epitélio,

e numero de nucleos,

e numero de nucleos redondos,

e relacdo nucleo-citoplasma,

e area da célula do epitélio,

e area do nucleo da célula do epitélio,

e area do citoplasma da célula do epitélio.

3.2.3.5. ANALISE DO PADRAO DE DIFERENCIAGAO DO EPITELIO

CORNEANO
IMUNO-HISTOQUIMICA

A andlise do padrao de diferenciagdo das celulas epiteliais das regides
limbica e central da cornea foi feita com o emprego dos seguintes anticorpos: AE,
e AEs. O método da avidina-biotina-peroxidase foi utilizado para verificar a reacéo
imuno-histoquimica. (ANEXO 4)

e As células do epitélio da cérnea maduro reagem com AEs € n&o com AE4,

e As células supra basais do epitélio do limbo reagem com AE4 e AEs,

e As células basais do limbo reagem com AE, e ndo com AEs.

Foram confeccionadas 4 laminas, de cada cérnea, para AEs e para AEs.
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3.2.4. TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados numeérico - estatisticos foram apresentados através de meédias

aritméticas, desvios-padréo, medianas e valores minimos € maximos.

Neste estudo, como os dados ndo possuiam distribuicdo gaussiana,

utilizou-se testes ndo paramétricos:

> Prova de Kruskal-Wallis (H) — para comparagéo entre mais de 2 tratamentos,

envolvendo diferentes lotes de animais.

> Prova de comparagdo multipla de Scheffé — para comparagdes multiplas

entre diferentes tratamentos, envolvendo diferentes lotes de animais.

Em todos os testes estatisticos utilizou-se a medida descritiva p e adotou-

se o nivel critico de significancia de 5% (p<0,05).



RESULTADOS
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4 - RESULTADOS

4.1. Analise Biomicroscopica

Néo foram observadas blefarites, blefaro-conjuntivites, conjuntivites ou
ceratites nos animais medicados com agua destilada ou mitomicina C. Hiperemia
conjuntival foi verificada a partir do 4° dia nos olhos tratados com mitomicina C. A
hiperemia tornou-se mais intensa em alguns animais do que em outros,
intensificando-se na 2% semana de uso da droga, desaparecendo com a

suspensao. (ANEXO 2)

4.2. Analise histopatélogica

No estudo histopatolégico dos olhos controle e dos olhos medicados com
mitomicina C, observou-se cornea com células epiteliais ordenadamente
dispostas, com as camadas obedecendo a maturagdo normal; ou seja,
continuidade normal da camada epitelial, auséncia de edema e de infiltrado

inflamatorio.

4.3. Analise morfométrica do epitélio comeano

Pela andlise morfométrica, pode-se ter uma estimativa da area do epitélio,

do n° de nucleos, do n°® de nucleos redondos, da relagéo nucleo - citoplasma, da
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area da célula epitelial e da area do nucleo e do citoplasma da célula epitelial,

avaliados na regi&o limbica e central da cornea. (ANEXO 3)

4.3.1. Area estimada do epitélio na regiao do limbo e central da cérnea

Nos olhos tratados com MMC a 0,02%, observou-se aumento significante
da area estimada do epitélio, na regido do limbo e central, no 15° e 50° dia de
avaliagdo em relacdo aos valores do grupo controle (p<0,0001). (Tabela 1e 2;

Gréfico 1 e 2)

4.3.2. Namero estimado de nucleos na regido do limbo e central da co6rnea

Nos olhos medicados com MMC a 0,02%, observou-se diminuicao
significante do numero estimado de nicleos, nas regides do limbo e central da
cérnea, nas avaliagdes feitas no 15° dia (p<0,0001), em relagao aos outros grupos

analisados. (Tabela 3 e 4, Grafico 3 e 4)

4.3.3. Nimero estimado de nucleos redondos, na regiao do limbo e central

da céormea

Nos olhos tratados com MMC a 0,02%, observou-se diminuig&o significante

do numero estimado de nucleos redondos, na regido do limbo da cornea, nas
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avaliagGes feitas no 15° e 50° dias, em relagdo ao grupo controle (p<0,0001).
(Tabela 5 e Grafico 5)

Nas avaliagbes feitas no 100° dia, a estimativa do nimero de nucleos
redondos, nas regides do limbo e central da cornea, mostraram um aumento
significativo em relagéo ao grupo controle (p<0,0001). (Tabela 5 e 6: Grafico 5 e

6)

4.3.4. Valor estimado da relagao nucleo-citoplasma, na regido do limbo e

central da cornea

Nos olhos tratados com MMC a 0,02%, observou-se diminuigcdo significativa
no valor estimado da relagdo nucleo-citoplasma das células do epitélio, na regido
do limbo, nos animais avaliados no 15° e 50° dia, em relacdo aos valores dos
grupos controle e de 100 dias (p<0,0001). (Tabela 7 e Gréfico 7)

Na regiao central da comea, houve aumento significante no valor estimado
da relagcao nucleo-citoplasma das células do epitélio, nos animais avaliados no
100° dia em relagéo aos valores do grupo controle, 15 ° e 50° dias (p=0,0004).

(Tabela 8 e Gréfico 8)

4.3.5. Area estimada da célula epitelial, na regido do limbo e central da

comea
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Nos olhos tratados com MMC a 0,02%, observou-se que, tanto na por¢ao
limbica como na central da coérnea, aumento significante na érea estimada da
célula epitelial, nas avaliagdes do 15° e 50° dias, em relagdo aos valores do grupo

controle e dos 100 dias (p<0,0001). (Tabelas 9 e 10; Graficos 9 e 10)

4.3.6. Area estimada do nucleo da célula epitelial na regido do limbo e central

da comea

Nos olhos tratados com MMC a 0,02%, verificou-se pela anélise estatistica,
que na area estimada do nucleo da célula epitelial, na regido do limbo, néo houve
diferenca significativa entre os animais dos grupos controle, 15, 50 e 100 dias de
avaliacéo (p>0,7180). (Tabela 11 e Grafico 11)

A area estimada do nucleo da célula epitelial, na regido central da cérnea,
apresentou aumento significante nas avaliagbes feitas no 15° dia, em relagéo as

avaliagdes realizadas no 100° dia (p<0,0045). (Tabela 12 e Grafico 12)

4.3.7. Area estimada do citoplasma da célula epitelial, na regidao do limbo e

central da comea

Nos olhos medicados com MMC a 0,02%, observou-se aumento

significativo da érea do citoplasma da célula epitelial, na regiéo do limbo e central
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da cérnea, nas avaliagdes realizadas no 15° e 50° dia, em relacdo aos valores

controle e de 100 dias (P<0,0001). (Tabelas 13 e 14; Graficos 13 e 14)

4.4. Analise imuno-histoquimica

Na analise do padrédo de diferenciagdo das células epiteliais da regido
limbica e central da cornea, verificou-se que todas as células do limbo reagiram
com o anticorpo AE; em todos os lotes avaliados. Também observou-se que
todas as células do epitélio da cérnea reagiram com o anticorpo AEs em todos os

animais dos lotes estudados. (Quadro 1)

4.5. Avaliacao dos animais submetidos a remog¢ao da area central do epitélio

da comea

A analise imuno-histoquimica das células epiteliais, da regido limbica e
central da cornea, dos animais submetidos a remocgao da area central do epitélio,

nao evidenciou alteragé&o no padrao de diferenciagado celular. (Quadro 1)



Tabela 1: - Valores das médias, desvios-padréao (D.P.), medianas, variacoes
minimas e maximas e numero dos campos estudados dos olhos (N°) das
estimativas da area do epitélio (um?), na regido do limbo, nos animais dos grupos
controle (CC) e mitomicina C (0,02%) observada nos intervalos de 15, 50 e 100
dias (MMC 15d, MMC 50d e MMC 100d). Comparagéo feita pela Prova de
Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°
CcC 2288,00 + 655,00 2200,00 1000,00 4100,00 60
MMC 15d 2883,00 + 1386,00 2900,50 0,00 7600,00 60

MMC 50d 2587,00 + 581,00 2500,00 1600,00 4000,00 60

MMC 100d  2118,00 + 1407,00 1950,00 1000,00 8000,00 60

H =43,55 P < 0,0001*

Com o emprego do teste de comparagées multiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferengas entre os grupos avaliados:

(MMC 100d = CC) # (MMC 50d = MMC 15d)
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Tabela 2: - Valores das médias, desvios-padrdo (D.P.), medianas, variagdes
minimas € maximas e numero dos campos estudados dos olhos (N°) das
estimativas da &rea do epitélio (um?), na regido central, nos animais dos grupos
controle (CC) e mitomicina C (0,02%) observada nos intervalos de 15, 50 e 100

dias (MMC 15d, MMC 50d e MMC 100d).

Kruskal-Walllis (H).

Comparacgao feita pela Prova de

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°

CC 2432,00 + 735,00 2050,00  1400,00 4200,00 60

MMC 15d 3288,00 + 809,00 3200,00 1900,00 5400,00 60

MMC 50d 2973,00 + 874,00 2750,00 1800,00 6500,00 60

MMC 100d  2015,00 + 852,00 1900,00 0,00 4100,00 60
H=7314 P < 0,0001*

Com o emprego do teste de comparagbes multiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferencas entre os grupos avaliados:

KMMC 100d = CC) = (MMC 50d = MMC 15d)|
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Tabela 3: - Valores das médias, desvios-padrdo (D.P.), medianas, variagoes
minimas e maximas e nimero dos campos estudados dos olhos (N°) da estimativa
do numero de ntcleos, na regido do limbo, nos animais dos grupos controle (CC)
e mitomicina C (0,02%) observada nos intervalos de 15, 50 e 100 dias (MMC 15d,
MMC 50d e MMC 100d). Comparacéo feita pela Prova de Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°

CC 33,13 £ 8,27 32,50 20,00 52,00 60

MMC 15d 21,056 +9,65 21,00 0,00 47,00 60

MMC 50d 28,88 + 5,95 29,00 13,00 4400 60
MMC 100d 31,66 +7,37 31,00 18,00 52,000 60
H = 56,57 P < 0,0001*

Com o emprego do teste de comparagdes multiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferengas entre os grupos avaliados:

MMC 15d = (MMC 50d = MMC 100d = CC)
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Tabela 4: - Valores das médias, desvios-padrdo (D.P.), medianas, variagoes
minimas e maximas e numero dos campos estudados dos olhos (N°) da estimativa
do numero de nucleos, da regido central, nos animais dos grupos controle (CC) e
mitomicina C (0,02%) observada nos intervalos de 15, 50 e 100 dias (MMC 15d,
MMC 50d e MMC 100d). Comparagéo feita pela Prova de Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°

CC 29,75 +£4,52 30,00 21,00 38,00 60
MMC 15d 23,95 £ 4,67 24,00 15,00 33,00 60
MMC 50d 27,67 £5,17 27,00 20,00 51,00 60

MMC 100d 26,87 +6,78 27,00 0,00 38,00 60

H = 38,64 P <0,0001*

Com o emprego do teste de comparagbes muiltiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferencas entre os grupos avaliados:

IMMC 15d # (MMC 100d = MMC 50d = CC)|
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Tabela 5 - Valores das médias, desvios-padrao (D.P.), medianas, variagbes minimas
e maximas e numero dos campos estudados dos olhos (N°) das estimativas do
numero de nucleos redondos, na area epitelial, da regido do limbo, nos animais dos
grupos controle (CC) e mitomicina C (0,02%) observada nos intervalos de 15, 50 e
100 dias (MMC 15d, MMC 50d e MMC 100d). Comparagao feita pela Prova de
Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°

cC 9,82 + 8,07 6,50 0,00 35,00 60

MMC 15d 4,55+ 2,99 4,00 0,00 15,00 60

MMC 50d 477 +2,98 4,00 0,00 1400 60

MMC 100d 14,80 + 8,85 14,00 1,00 46,00 60
H=74,50 P < 0,0001*

Com o emprego do teste de comparagdes multiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferencas entre os grupos avaliados:

(MMC 15d = MMC 50d) # CC # MMC 100d|
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Tabela 6 - Valores das medias, desvios-padrao (D.P.), medianas, variages minimas
e maximas e numero dos campos estudados dos olhos (N°) das estimativas do
numero de nucleos redondos, na area epitelial, da regido central, nos animais dos
grupos controle (CC) e mitomicina C (0,02%) observada nos intervalos de 15, 50 e
100 dias (MMC 15d, MMC 50d e MMC 100d). Comparacao feita pela Prova de
Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°

CcC 6,78 £ 5,39 4,00 0,00 23,00 60

MMC 15d 3,75+1,88 4,00 0,00 9,00 60

MMC 50d 4,42 +247 4,00 1,00 16,00 60

MMC 100d 12,45 + 6,03 12,50 0,00 27,00 60
H=76,19 P < 0,0001*

Com o emprego do teste de comparagdes multiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferengas entre os grupos avaliados:

(MMC 15d = MMC 50d = CC) = MMC 100d|
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Tabela 7: - Valores das médias, desvios-padrao (D.P.), medianas, variagbes
minimas e maximas e nimero dos campos estudados dos olhos (N°) da estimativa
da relagdo nucleo-citoplasma das células do epitélio, na regi@o do limbo, nos
animais dos grupos controle (CC) e mitomicina C (0,02%) observada nos
intervalos de 15, 50 e 100 dias (MMC 15d, MMC 50d e MMC 100d). Comparagao

feita pela Prova de Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°

CcC 0,41 +0,14 0,40 0,10 0,90 60

MMC 15d 0,29 +0,14 0,30 0,00 0,60 60

MMC 50d 0,33+0,11 0,32 0,11 0,59 60

MMC 100d 0,48 +0,14 0,49 0,18 0,82 60
H = 56,25 P <0,0001*

Com o emprego do teste de comparagdes multiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferengas entre os grupos avaliados:

(MMC 15d = MMC 50d) = (CC = MMC 100d)|
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Tabela 8: - Valores das médias, desvios-padréo (D.P.), medianas, variagbes
minimas e maximas e nimero dos campos estudados dos olhos (N°) da estimativa
da relacdo nucleo-citoplasma das células do epitélio, na regido central, nos
animais dos grupos controle (CC) e mitomicina C (0,02%) observada nos
intervalos de 15, 50 e 100 dias (MMC 15d, MMC 50d e MMC 100d). Comparagéo
feita pela Prova de Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°

CC 0,33+0,10 0,31 0,15 0,57 60

MMC 15d 0,28 £ 0,09 0,27 0,10 0,50 60

MMC 50d 0,30 + 0,08 0,31 0,14 0,48 60

MMC 100d 0,36 + 0,15 0,36 0,00 0,67 60
H=18,09 P = 0,0004*

Com o emprego do teste de comparagdes multiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferencas entre os grupos avaliados:

(MMC 15d = MMC 50d = CC) = MMC 100d|
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Tabela 9: - Valores das médias, desvios-padrao (D.P.), medianas, variagoes
minimas e maximas e numero dos campos estudados dos olhos (N°) das
estimativas da area da célula epitelial (um?), na regido do limbo, nos animais dos
grupos controle (CC) e mitomicina C (0,02%) observada nos intervalos de 15, 50 e
100 dias (MMC 15d, MMC 50d e MMC 100d). Comparacdo feita pela Prova de
Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°

CC 21,37 + 6,11 20,00 9,00 38,00 60

MMC 15d 26,90 + 13,40 28,00 0,00 72,00 60

MMC 50d 24,15+ 6,09 23,00 13,00 40,00 60

MMC 100d 19,68 + 13,62 17,00 8,00 79,00 60
H=38,17 P <0,0001*

Com o emprego do teste de comparagdes muiltiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferengas entre os grupos avaliados:

(MMC 100d = CC) # (MMC 50d = MMC 15d)|




Tabela 10: - Valores das médias, desvios-padrao (D.P.), medianas, variacdes
minimas e maximas e numero dos campos estudados dos olhos (N°) das
estimativas da area da célula epitelial (umz), na regiao central, nos animais dos
grupos controle (CC) e mitomicina C (0,02%) observada nos intervalos de 15, 50 e
100 dias (MMC 15d, MMC 50d e MMC 100d). Comparacéo feita pela Prova de
Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°

cC 22,45+7,26 19,00 12,00 4000 60

MMC 15d 3227 +8,72 31,50 18,00 57,00 60

MMC 50d 27,43 +7,98 25,00 18,00 6500 60

MMC 100d 19,08 + 8,66 18,00 0,00 41,00 60
H=72,80 P <0,0001*

Com o emprego do teste de comparagdes multiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferengas entre os grupos avaliados:

(MMC 100d = CC) # (MMC 50d = MMC 15d)|
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Tabela 11: - Valores das médias, desvios-padrdo (D.P.), medianas, variagbes
minimas e maximas e numero dos campos estudados dos olhos (N°) das
estimativas da area do nucleo da célula epitelial (umz), na regiao do limbo, nos
animais dos grupos controle (CC) e mitomicina C (0,02%) observada nos
intervalos de 15, 50 e 100 dias (MMC 15d, MMC 50d e MMC 100d). Comparagao
feita pela Prova de Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°
CC 8,48 + 3,01 8,50 3,00 17,00 60
MMC 15d 8,02 +£3,86 8,50 0,00 19,00 60
MMC 50d 7,92+278 8,00 2,00 1400 60
MMC 100d 9,15 +6,15 8,00 2,00 32,00 60

H=1,35 P =0,7180
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Tabela 12: - Valores das médias, desvios-padrao (D.P.), medianas, variagbes
minimas e maximas e numero dos campos estudados dos olhos (N°) das
estimativas da area do nucleo da célula epiteliais (um?), da regido central, nos
animais dos grupos controle (CC) e mitomicina C (0,02%) observada nos
intervalos de 15, 50 e 100 dias (MMC 15d, MMC 50d e MMC 100d). Comparacéo
feita pela Prova de Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°

CC 7,35+3,10 7,00 3,00 19,00 60

MMC 15d 873+3,14 9,00 3,00 16,00 60

MMC 50d 8,03 + 3,14 7,00 4,00 23,00 60

MMC 100d 6,93+ 3,69 6,00 0,00 17,00 60
H=13,04 P = 0,0045*

Com o emprego do teste de comparagdes mdltiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferengas entre os grupos avaliados:

MMC 100d # MMC 15d|
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Tabela 13: - Valores das médias, desvios-padrao (D.P.), medianas, variagbes
minimas e maximas e numero dos campos estudados dos olhos (N°) das
estimativas da area do citoplasma da célula do epitélio (um?), na regido do limbo,
nos animais dos grupos controle (CC) e mitomicina C (0,02%) observada nos
intervalos de 15, 50 e 100 dias (MMC 15d, MMC 50d e MMC 100d). Comparacgao
feita pela Prova de Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°

CC 12,88+ 5,18 13,00 1,00 27,00 60

MMC 1&d 18,88 + 11,04 19,00 0,00 54,00 60

MMC 50d 16,23 £ 5,36 15,80 7,00 30,00 60

MMC 100d 10,60 + 8,22 9,00 2,00 47,00 60
H=48:84 P < 0,0001*

Com o emprego do teste de comparagdes multiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferencas entre os grupos avaliados:

(MMC 100d = CC) ={MMC 50d = MMC 15d)|




Tabela 14: - Valores das medias, desvios-padrao (D.P.), medianas, variagbes
minimas e maximas e numero dos campos estudados dos olhos (N°) das
estimativas da area do citoplasma da célula do epitélio (um?), na regido central,
nos animais dos grupos controle (CC) e mitomicina C (0,02%) observada nos
intervalos de 15, 50 e 100 dias (MMC 15d, MMC 50d e MMC 100d). Comparacéo
feita pela Prova de Kruskal-Walllis (H).

Grupo Média + D.P. Mediana Minimo Maximo N°

CC 15,10 £ 5,31 14,00 6,00 28,00 60

MMC 15d 23,63+7,63 22,50 11,00 46,00 60

MMC 50d 19,40 + 6,30 18,00 12,00 42 00 60

MMC 100d 12,15+ 6,66 10,00 0,00 28,00 60
H=7734 P < 0,0001*

Com o emprego do teste de comparagdes multiplas de Scheffé, foram

identificadas as seguintes diferengas entre os grupos avaliados:

(MMC 100d = CC) # (MMC 50d = MMC 15d)|
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AREA ESTIMADA DO EPITELIO
LIMBO
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cc MMC 15d MMC 50d MMC 100d

CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
pm’= milimicra ao quadrado

Grafico 1: - Representacdo grafica dos valores estimados da média e desvio—
padr&o da area do epitélio da cérnea, na regiéo do limbo.
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AREA ESTIMADA DO EPITELIO
CENTRAL
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CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
pm’= milimicra ao quadrado

Grafico 2: - Representagdo grafica dos valores estimados da média e desvio--
padréo da 4rea do epitélio da cornea, na regido central.
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NUCLEO DAS CELULAS EPITELIAIS
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CC MMC 15d MMC 100d

CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
N°= ndmero de niicleos

Grafico 3: - Representacéo grafica dos valores estimados da média e desvio--
padrdo do nuimero de nucleos do epitélio da cérnea, na regido do limbo.
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NUCLEO DAS CELULAS EPITELIAIS
N° CENTRAL
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CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
N°= nimero de ndcleos

Grafico 4: - Representagdo grafica dos valores estimados da meédia e desvio—-
padrao do nimero de nucleos do epitélio da cérnea, na regido central.
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NUCLEO REDONDO
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cc MMC 15d MMC 50d MMC 100d

CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
N°= namero de nicleo redondo

Grafico 5 - Representacdo gréfica dos valores estimados da média e desvio--
padrao do nimero de niicleos redondos no epitélio da cérnea, na regiao do limbo
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NUCLEO REDONDO
CENTRAL
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CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
N°= nGimero de niicleo redondo

Grafico 6 - Representacdo grafica dos valores estimados da média e desvio—-
padrio do nimero de nticleos redondos no epitélio da cornea, na regido central.
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RELAGAO NUCLEO / CITOPLASMA
DAS CELULAS EPITELIAIS
LIMBO
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CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
RIC = relagdo nicleo / citoplasma

Grafico 7: - Representacdo grafica dos valores estimados da média e desvio—-
padrdo da relagdo nicleo-citoplasma das células do epitélio da cornea, na regiao
do limbo.
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RELAGCAO NUCLEO / CITOPLASMA
DAS CELULAS EPITELIAIS
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CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
RIC = relagdo nucleo / citoplasma

Grafico 8: - Representacdo gréafica dos valores estimados da média e desvio-—-
padréo da relagdo nucleo-citoplasma das células do epitélio da cornea, na regiao
central.
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AREA DA CELULA EPITELIAL
LIMBO
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CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
um’ = milimicra ao quadrado

Gréafico 9: - Representacdo grafica dos valores estimados da média e desvio—
padréo da area das células do epitélio da cornea (um?), apurados na regido do
limbo.



69

AREA DA CELULA EPITELIAL
CENTRAL
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CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
pm’ = milimicra ao quadrado

Grafico 10: - Representacéo gréfica dos valores estimados da média e desvio—
padrdo da area das células do epitélio da cornea (um?), apurados na regido
central.
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AREA DO NUCLEO DAS CELULAS EPITELIAIS
LIMBO
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cC MMC 156d MMC 50d MMC 100d

CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
pm? = milimicra ao quadrado

Grafico 11: - Representacéo gréafica dos valores estimados da média e desvio—
padrdo da area do nlcleo das células do epitélio da cornea, na regiao do limbo.
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AREA DO NUCLEO DAS CELULAS EPITELIAIS
CENTRAL
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cC MMC 15d MMC 50d MMC 100d

CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
pm? = milimicra ao quadrado

Grafico 12: - Representacdo gréfica dos valores estimados da média e desvio—
padrao da érea do nucleo das células do epitélio da cornea, na regido central.
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) AREA DO CITOPLASMA DA CELULA EPITELIAL
um LIMBO
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CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 16° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
pm’= milimicra ao quadrado

Grafico 13: - Representacéo gréfica dos valores estimados da média e desvio—-
padrdo da area do citoplasma das células epiteliais da comea (um?), na regido do
limbo.
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AREA DO CITOPLASMA DA CELULA EPITELIAL
CENTRAL
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CC = grupo controle MMC 15 d = mitomicina C no 15° dia
MMC 50 d = mitomicina C no 50° dia MMC 50 d = mitomicina C no 100° dia
um’ = milimicra ao quadrado

Grafico 14: - Representagdo grafica dos valores estimados da média e desvio-—-
padrdo da area do citoplasma das células epiteliais da comea (um?), na regido
central.
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QUADRO 1: Resultados obtidos da reagao imuno-histoquimica, da expresséo das
citoceratinas das células epiteliais corneanas de coelhos, com os anticorpos AE1 e
AES5, observados nos grupos controle (CC) e tratados com Mitomicina C a 0,02%,
avaliados no 15°, 50° e 100° dia.

DIAS ANIMAL AE; AEs
N° oD OE oD OE
L#H 1 CH | LB | CH | LG | CH | LE) | CH
CC 15 + = + - = + _ +
17 + - + - s - = mson
18 + — + - — + _ +
19 + = + - = + = +
21 + — -+ v _ + _ +
22 + - + - - + _ sz
15 4 + - + - = + — +
7 * - + ~ +x + - +
11 + — + — - 4 o +
12 o - + - +* + — +
23 + —~ — - v + - —
24 + - - - - - ~ +
50 3 * - - - - + - -
8 - - - - - + - +
9 + - + - - + - +
13 - - - - - - - -
25 + - + — - + ~ +
26 - - + — - + - -
100 1 + - + - - + - +
5 + - + - - + - +
10 + — - - + + - +
14 e - - w +* + — +
27 + - + - + - +
28 + - + - - + - -
DEFEITO EPITELIAL
DIAS ANIMAL oD OE oD OE
b L@ [CO [t [cO L [cw [LO [cw
50 6 = & - + -
16 + - + e E B +
100 2 + - - - - + = 5
20 + - + - - + - +
AE1 = ANTICORPO AE1 AES = ANTICORPO AES
OD =- OLHO DIREITO OE = OLHO ESQUERDO
L= LIMBO C = CORNEA

——= NAO CONCLUSIVO
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5. DISCUSSAO

O coelho foi escolhido para delineamento experimental devido ao fato de
ser décil para manuseio, exames, administracdo de drogas e facil de ser mantido
confinado em gaiolas individuais (MILLER et al.,1989). A cdrnea do coelho tem
um raio de curvatura estimado em 7,3mm com eixo horizontal mais longo, criando
uma forma eliptica, sendo que a média desses valores é de 15mm na horizontal e
13mm na vertical, semelhante a cornea humana, sendo adequado para pesquisas
oftaimolégicas (POWER & NEVES, 1997; BISTNER et al., 1977). O coelho é
muito utilizado nos experimentos que estudam os efeitos do trauma e influéncia de
drogas sobre a atividade de reparacéo do epitélio corneano (HIRST et al., 1981).
Provavelmente isso ocorra porque como relataram BISTNER et al. (1977), quando
se remove o epitélio da cornea de coelhos, a sua espessura aumenta cerca de
200% em 24 horas e, se além disso, o endotélio for danificado, este aumento pode
chegar a 500%.

A partir de relatos da literatura, enfatizando que estudos experimentais
feitos com diferentes concentracées de MMC e 5-fluorouracil, colocadas por 5 a 15
minutos na superficie ocular integra de coelhos, ndo provocaram alteragbes
epiteliais detectaveis por avaliagdes biomicroscopicas (ANDO et al., 1992) e, que
a administracdo de baixas concentragées de MMC néo afetaram a funcéo basica
do epitélio corneano normal (FRUCHT-PERY & ROZENMAN, 1994; FRUCHT-

PERY et al., 1997: SAMPAIO, 1992), resolveu-se investigar os efeitos da MMC a
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0,02%, instilada 2 gotas, 4 vezes ao dia, durante 14 dias, na superficie integra do
epitélio da cérnea de coelhos.

Nos primeiros dias de instilagdo do colirio de MMC a 0,02%, n&o se notou
qualquer alteragao clinica macroscopica € nem biomicroscopica no olho esquerdo
dos animais dos lotes B,C e D. A partir do 4° dia foi observada presenca de
hiperemia conjuntival, nos olhos tratados com MMC a 0,02%, que aumentou nos
dias subsequentes, persistindo até o 21° dia, ou seja, uma semana apés o término
da instilacdo do colirio. A hiperemia variou de leve a moderada em todos os
animais nao chegando a comprometer seu comportamento. Nos olhos medicados
com agua destilada (ambos os olhos dos animais do lote A e no olho direito dos
lotes B,C e D), néo foi observada nenhuma reagéo clinica ou qualquer alteragéo
ao exame na lampada de fenda.

Estes dados concordam com os estudos de FRUCHT-PERY &
ROSENMAN, (1994), FRUCHT-PERY et al. (1997) e HOLZCHUH et al. (1997),
que observaram presenca de discreta hiperemia conjuntival durante a instilagao de
MMC a 0,02%, desaparecendo apds suspenséo da droga.

Nao foram observadas blefarite, bléfaro-conjuntivite, conjuntivite ou ceratite,
em nenhum periodo do experimento. SAMPAIO et al. (1995), utilizaram colirio de
MMC nas concentragdes de 0,02%, 0,04%, 0,08% e 0,16%, em olhos de ratas, na
dosagem de 1 gota, 4 vezes ao dia, por 14 dias, observaram reagdo bléfaro-
conjuntival moderada e ceratite puntiforme difusa somente nos olhos em que
utilizaram as 2 maiores concentragées, ao longo da segunda semana de uso da

droga, com regressédo 5 dias apds a suspensdo da medicagdo. Concluiram que
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estas alteracdes eram relacionadas a dose. MATTAR et al. (1995), administraram
MMC nas concentragdes de 0,04% e 0,02%, na dosagem de 2 gotas, 2 vezes ao
dia, por 5 dias, também n&o detectaram blefarites, bléfaro-conjuntivites,
conjuntivites ou ceratites nas coelhas medicadas. Assim, os resultados obtidos
neste experimento, com MMC a 0,02%, mostram coeréncia com os relatados na
literatura.

No estudo histopatologico das corneas obtidas dos olhos controle e dos
olhos medicados com MMC, ndo foram identificadas alteracbes do epitélio
corneano. As corneas examinadas apresentavam-se com células epiteliais
ordenadamente dispostas, as camadas obedecendo a maturagcdo normal, sem
solugdo de continuidade. Auséncia de edema e infiltrado inflamatorio.

O epitélio limbico apresenta a mais alta taxa mitética do epitélio corneano
(EBATO et al.,, 1987; EBATO et al.,, 1988). Muitos dos mais potentes agentes
citotéxicos atuam em fases especificas do ciclo celular e, portanto, tém atividade
apenas contra células que estdo em processo de divisdo (CALABRESI & PARKS
Jr., 1987). Como a MMC provavelmente induz maior dano as células com intensa
atividade proliferativa, a droga atuaria especificamente nos processos de sintese
do DNA e funcionamento do fuso mitético das células germinativas presentes no
limbo corneano. Ainda ndo estdo estabelecidas as doses minimas eficazes da
droga nos diversos usos oftalmolégicos e nem as concentragbes que podem
causar lesdes irreversiveis, principalmente nestas células com maior capacidade
proliferativa. ANDO et al. (1992) relataram que os resultados observados in vivo

indicam que a MMC inibe a proliferagéo das células epiteliais da cornea e este
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efeito inibitério € 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 confirmagao
destas informagdes seguramente contribuiria para diminuir o numero de
complicagdes relacionadas a droga.

Objetivando verificar possiveis alteracdes no epitélio da cérnea, realizou-se
analise morfométrica, que tem capacidade de fornecer a estimativa da medida de
estruturas anatdmicas. Um valor morfométrico individual isolado tem pouco
significado e ¢é dificii de ser interpretado (LOUD & ANVERSA, 1984).
Normalmente, as determinacdes morfométricas sao feitas numa dada amostra de
estruturas de individuos diferentes e obtém-se um resultado que deve representar
estatisticamente a média das medidas feitas (MANDARIM-DE-LACERDA, 1995).
Nesta pesquisa houve preocupacado de se analisar, por morfometria, diferentes
areas do epitélio e, em todas, foi feito um levantamento com amostragem
correspondente a 60 campos avaliados por estrutura, para se poder estabelecer
uma meédia estatisticamente representativa, com coeficiente de erro sempre
inferior @ 5% e um resultado mais preciso do estudo histopatoldgico.

Verificou-se que o uso tépico da MMC determinou alteragdes morfométricas
significativas em diferentes estruturas do epitélio corneano, nas regiées do limbo e
central (Tabelas 1 a 14, Graficos 1 a 14).

Nos olhos medicados com MMC em relagdo aos controles, observou-se
aumento da drea estimada do epitélio corneano limbico e central nas avaliagées
realizadas aos 15 e 50 dias. (Tabelas1 e 2; Graficos 1 e 2). Esse aumento da

area estimada do epitélio corneano limbico e central deveu-se a hipertrofia da
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célula epitelial por aumento do citoplasma, uma vez que houve diminuicdo do
numero de ntcleos. (Tabelas 3 e 4, Gréficos 3 e 4) COTRAN et al. (1994a)
relataram que a hipertrofia celular por edema ocorre quando as células s&o
incapazes de manter a homeostase fluida e ionica. Constitui alteragao reversivel
e sua morfologia é dificil de ser apreciada com microscopio de luz. Sua presenca
determina aumento de volume do 6rgdo. Ja nos processos reparativos, o
aumento do tamanho das células ndo se deve muito ao edema celular, por ser
consequéncia da sintese de mais componentes estruturais (COTRAN et al,
1994b).

A diminuigdo do nimero de nucleos e de nucleos redondos, da célula
epitelial,(Tabelas 3, 4, 5 e 6; Graficos 3, 4, 5 e 6) ocorreram pelo efeito
antiproliferativo da MMC, que tem atividade contra todas as células,
independentemente da fase do ciclo celular, sendo mais intensa na fase final de
pré-sintese (G1) e no inicio da sintese do DNA (S) (CROOKE & BRADNER, 1976;
JAMPEL, 1992).

Evidenciou-se reducdo significativa do valor da relagéo nicleo-citoplasma
das células epiteliais, nas avaliagdes realizadas no 15° e 50° dia, na regido limbica
(Tabela 7 e Gréfico 7), enquanto houve aumento significante na regido central, nas
avaliagdes realizadas no 100° dia. (Tabela 8 e Grafico 8) Essas alteracdes
provavelmente sdo consequéncias da droga inibir a sintese de DNA e RNA,
degradar o DNA pré-formado e causar lise do nucleo celular (CROOKE &

BRADNER, 1976).
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A area estimada da célula epitelial e do citoplasma da célula do epitélio
corneano, na regiao do limbo e central, apresentaram aumento no 15° e 50° dia.
(Tabelas 9, 10, 13 e 14; Graficos 9, 10, 13 e 14) Alves (1995) estudou os efeitos
da MMC em diferentes concentragées, 0,008%, 0,02% e 0,04%, e constatou, pela
morfometria, aumento da area do citoplasma, tanto na regido do limbo como
central da cornea. Em relagdo a area da célula epitelial, verificou diminuicdo na
concentracdo de 0,02%. Isto ocorreu provavelmente devido ao curto espago do
emprego da MMC, 2 gotas, a cada 12 horas, por 4 dias, enquanto nesta pesquisa,
foi instilada 2 gotas, 4 vezes ao dia, por 14 dias.

As alteracbes morfométricas significativas que ocorreram nas regides
limbica e central do epitélio da cormea, na maioria dos parametros, voltaram a
niveis do controle, na avaliagéo de 100 dias. (Tabelas 1, 2, 3, 4, 7, 9, 10, 11, 12,
13 e 14; Graficos 1,2, 3,4, 7,9, 10, 11, 12, 13 e 14)

Os achados deste estudo evidenciaram presenca de alteracoes
morfométricas nas diferentes estruturas analisadas no epitélio da coérnea por agdo
dos efeitos farmacolégicos da droga. ALVES et al. (1996) também observaram
modificagées quando empregaram MMC em superficie ocular integra de coelhas,
mesmo em baixas doses e por curto espaco de tempo.

O epitélio comeano tem capacidade de auto-regeneracdo rapida. Essa
peculiaridade se deve as células germinativas localizadas no limbo. Como a MMC
induziu alteragdes morfométricas significativas no epitélio corneano, inclusive no

limbo, justifica-se a realizagdo de estudo para avaliagdo do padrao de
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diferenciacdo das células epiteliais da cornea, através da analise imuno-
histoquimica.

Os resultados obtidos nesta pesquisa, apos instilagdo de MMC a 0,02%, em
epitélio integro de coelho, evidenciaram que n&o ocorreu alteracao no padrao de
diferenciagdo celular. Na regido central da cornea observou-se reacao das
expressdes das citoceratinas com o anticorpo monoclonal AEs, como foi
observado por SCHERMER et al.(1986) e KIRITOSHI et al. (1991) que, sem uso
de drogas, demonstraram que somente as células epiteliais corneanas
diferenciadas expressam citoceratinas que reagem com anticorpo monoclonal
AEs, considerado marcador especifico da célula epitelial corneana diferenciada.
(Quadro 1 e Figura 2) Na regido do limbo, as ceélulas epiteliais reagiram com o
anticorpo monoclonal AE;, porque as células germinativas que estao localizadas
na camada basal do epitélio do limbo corneo-conjuntival, ndo séo células epiteliais
diferenciadas, portanto ndo reagem com AEs. (Quadro 1 e Figura 1)

O maior avanco no campo da biologia celular epitelial da cornea na ultima
década, foi a localizacdo das células germinativas epiteliais no limbo, comprovada
pela retirada da porgdo limbica do epitélio e pela diminuicdo da capacidade
regenerativa do epitélio da comea (HUANG & TSENG, 1991).

SHAPIRO et al.(1985) demonstraram que, 4 dias apds a realizagcdo de
defeito no epitélio superficial da comea, existia reparacéo da area danificada e alta
taxa de mitose. Baseado nos achados de HUANG & TSENG (1991) e SHAPIRO
et al. (1985), resolveu-se pesquisar qual o resultado que se obteria danificando a

superficie do epitélio da cornea, previamente submetido ao uso topico de MMC a
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0,02%, 2 gotas, 4 vezes ao dia, durante 14 dias, com intuito de poder estimular a
diferenciacao das células germinativas limbicas. Pela adogao desse modelo
experimental nesta pesquisa, nao se verificou influéncia da MMC na diferenciacao
do epitélio corneano.

MATTAR (1994) também demonstrou que a reparacéo de defeito epitelial
da cérnea ndo era influenciada pelo uso prévio da droga. JABBUR et al. (1994)
verificaram que, apdés 3 meses do uso toépico da droga, em defeito epitelial
superficial, foi possivel identificar interferéncia na proliferagéo das células e no
processo de diferenciacao do epitélio da cornea de coelhos.

A vantagem do uso da MMC é sua longa agdo sobre a proliferagcdo de
fibroblastos (JAMPEL, 1992). A proliferacdo de fibroblastos tem sido o grande
problema das cirurgias filtrantes de glaucoma e de exérese de pterigio. A MMC
aumenta a eficacia das cirurgias filtrantes (COSTA et al., 1996; HUTCHINSON et
al., 1994, MANDIA, 1997; PERKINS et al., 1998, SUSANNA Jr. et al., 1994,
TAKAHASHI et al., 1995) e previne a recorréncia de pterigio em numerosos
estudos (CARDILLO et al., 1995a; KUNITOMO & MORI, 1963; PANDA et al,
1998; POTERIO et al., 1998). Uma simples aplicacdo de MMC tem efeito de longa
acdo sobre inflamacéo e cicatrizagdo da conjuntiva. Também tem sido associada
com numerosas complicagbes depois da cirurgia filirante de glaucoma
(HIGGINBOTHAM, et al., 1996; ORAM et al.,1995; ROBIN, et al.,1997) e de
pterigio (FUJITANI et al.,, 1993; ROSENTHAL et al., 1993; RUBINFELD et al.

1992).
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Neste estudo ndo foi verificado complicagdes atribuidas ao uso da MMC a
0,02%, 4 vezes ao dia, durante 14 dias. SAMPAIO et al. (1995) nao observaram
alteragdes na cornea quando instilaram MMC, nas 2 concentracées menores,
0,02% e 0,04%. FRUCHT-PERY et al. (1997) também n&o relataram
complicagdes apos a utilizagdo da MMC, na mesma dose e concentracao usada
neste experimento, no tratamento de neoplasia intraepitelial corneo-conjuntival.
DONNENFELD et al. (1999) apds inje¢coes subconjuntivais de MMC a 0,02%, na
dose de 025 ml, em ambas conjuntivas bulbar superior e inferior para o
tratamento de penfigbide ocular cicatricial, n&o observaram complicagGes
inerentes a droga. Eles atribuem o fato de n&o verificarem presenca de
complicagbes apdés o uso da MMC, como ocorre nas cirurgias filtrantes de
glaucoma e de pterigio, provavelmente devido a preservagao de epitélio intacto e
ao fato de as injegdes serem dentro do espago subconjuntival. A exposicao da
superficie do epitélio @ MMC é minima.

Os resultados desta investigagdo demonstraram baixo potencial toxico do
uso da mitomicina C em superficie ocular integra de coelhos, na concentracao de

0,02%, instilada 4 vezes ao dia, durante 14 dias.
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6. - CONCLUSOES

O emprego de MMC a 0,02%, 2 gotas, 4 vezes ao dia, durante 14 dias, no

epitélio integro da cérnea de coelhos, permitiu deduzir as seguintes conclusées:

1) do ponto de vista clinico foi registrado hiperemia conjuntival a partir do 4° dia de

instilacdo da droga, que desapareceu 7 dias apos sua suspensao.

2) do ponto de vista morfométrico foram verificadas alteragdes significativas no
epitélio da cornea, caracterizadas por aumento da area epitelial, hipertrofia da
célula epitelial, redugdo da relagdo nucleo-citoplasma, diminuicdo do numero de

nucleos e do numero de nucleos redondos.

3) o emprego da analise morfométrica quantitativa mostrou-se adequado e
forneceu subsidio para compreensédo da natureza dos mecanismos envolvidos na

acdo da mitomicina C no epitélio da cornea.

4) do ponto de vista imuno-histoquimico, o uso tdpico de mitomicina C n&o
determinou alteragdes no padrao de diferenciagéo celular, tanto no epitélio integro

quanto naquele que sofreu remogéo da area central da cérnea.

5) os resultados deste estudo sugerem baixa toxicidade associada com o uso

tépico de mitomicina C em epitélio corneano integro de coelhos.
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SUMMARY

This study was performed to evaluate the effects of mitomycin C eye drops
(0,2mg/ml) on the corneal epithelium of rabbits. It was investigated the changes in
clinical examination, histopathologic and immunohistochemical analysis.

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 in the 15th, 50th and 100th day of the experiment were sacrificed.

The histopathologic analysis of the corneal epithelium was complemented
by morphometry. It was studied the epithelium area, number of nuclei, number of
round nuclei, nucleus-cytoplasm relation, epithelial cells area (nucleus and
cytoplasm).

The immunohistochemical studies used monoclonal antibodies to
cytokeratins (AE1 and AE5).

During the use of mitomycin C eye drops mild conjunctival hiperemia was
detected. It disappeared 7 days after the drug suspension. There was no other
clinical sign by slit-lamp examination. It didn't detect histopathologic alterations in
the corneal epithelium, it was considered the epithelium continuity, maturation and
atypical cells presence. The morphometric analysis was performed by point
counting under light microscopy. It showed variations characterized by alteration

of the epithelium area, the nucleus area and cytoplasm area, increase of the
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epithelial cell, alteration of the nucleus-cytoplasm relation and decrease of the
nuclei number.

The use of mitomycin C 0,02%, it didn't influence in the differentiation
pattern of the cornea epithelial cell.

The results of this investigation, in this study conditions, showed that
mitomycin C 0,02%, instilled 4 times daily for 14 consecutive days, it was showed

low toxic potential in intact ocular surface.
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ANEXO 1

|PESO INICIAL DOS COELHO§I

01.
05.
09.
13.
17.
21.
25.

3.830g
2.530g
2.950g
2.250g
2.540g
2.620g
2.920g

02.
06.
10.
14.
18.
22,
26.

4.050g
2.480g
2.910g
2.160g
2.600g
2.350g
2.910g

03.
07.
1.
15.
19.
23.
27.

2.550g
2.500g
2.450g
2.850g
2.710g
2.850g
3.200g

04.
08.
12
16.
20.
24.
28.

2.650g
2.700g
2.530g
2.490g
2830g

2.400g
3.2209g

MEDIA = 2.751,07143

TAMANHO DA AMOSTRA = 28

DESVIO PADRAO = 0.4231

MINIMO = 2.160

MAXIMO = 4.050
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ANEXO 2: Avaliacé@o biomicroscépica da hiperemia dos olhos de coelhos, durante
os 15 dias de instilagéo do colirio de mitomicina C a 0,02% (OE) e agua destilada

(OD).

N[ Sos “T4T2[3[4[5[6[7][8[9][10[11][12]{13[14|15[16[17 (1819|2021
1 lop| H.O i .
1 |[OE|MMC | _ = -+ |+ |+ b+ | 4 = ” =z - - = = -
2 |OD| H.0 = - = % = = = = & 2 = = & - & = = = i _ =
2 |OE| MMC | . - - |t e b | 4 | 4 | | e (e ] | |4 | 4 - - - -
3 |0OD]| H;O = - = & & = - o = - = - = o - - - - - - =
3 |OE | MMC | . - - - | + = - - | 4+ |44+ | + |44+ | + - | + = - - = N 2
4 |0OD| H;0 & ” - - - - - » " B - - - - - - - - - - =
4 |OE| MMC | . - = N = 1+ |+ |+ |4+ |4+ |+++ 4+ |4+ | + | + | + - - = = =
S |OD| H;0 - - - - - - = 2 = - = = i = = = 2 - 2 = =
5 |OE|MMC | . i - - - i = = - S = + - - - + - - - = =
6 |OD | H:O = = = = & % i = &= s & i s - = - - - - = =
6 |OE | MMC | . = L S AR N A ETHEE TR T EE T IR TR S N N -
7 |OD ] H,0 - ™ - - = - i - - - - - - - - - - H = 5 =
7 |OE| MMC | . - o - + + - - + + - - |4t | 44| + + + - - -
8 |OD| HO | - - - - = = & = = e & 5 = = 5 E = = = =
g8 |OE[MMC | . | . | - | - w fioa T + |+ |+ | -1 - « | =
9 |0D| H,O - & & i = = N = & = = = & e = a2 " ai - = -
S |OE|MMC | . - - -+ |+ 4+l ++] + |+ | + |44 |4+ 4+ + | + - & e = N
10 |OD| HO | - = & = = " . i = - - i - - o - - - - - -
10 [OE | MMC | _ =S = z - | + - - - | + - - - 44 |4t | + - " = . &
1Mlop| H0o | - | - T 1T .1 -1 -t-T-1.}- 11 .11 .41 -} -} .1.].=
11 |OE | MMC | . = u - = - i - - + - = - - || 4+ - - - = -
12 |OD | H:0 = = = & a = = F & - & & T - = & i n i & w
12 |OE | MMC | - . " . I o I o I S o O ) N R R N =
13|0D| HO | - = & “ = w . & - " a - i - = - - - - -
13 |OE | MMC | . = - - |4+ 44| + + | + = = - |l + |+ |+ |4+ + | + | + 5
140D | H,O | - = - - - - - - - = = = = e = a e E = 3 =
14 |OE | MMC | . & = = = |t |t |+ + |+ |+ ]|+ - - |4t |+ + |+ - =
15/0D| HO | - = 3 - = - i B Z = 5 & < z - @ = 5 “ . &
15 | OE | H;0 = o i - = - - - - - - - - - N = = = = & =
16 |OD| H,O | - = & & - B = " u - . & » u - = o - - - -
6|oEIMMC | - | - | _ |44+l |4+]| + |+ |+ | + |4+ {4+ + | + |4+ + | + | + | - 1 - [ -
17 {OD | H;0 = - - - - - - - - - - - - > = & - = = g 3
17 |OE| H,O0 | - = Z & = = = @ - » = - = » . - - - - - -
18 |OD | H,O - = = - - = o - o & = = = = = - 5 “ - B -
18 | OE | H,0 - = & " - i - - - - - - - - - - - & = . =
119 |OD | H.O = =2 - & - - = & = - - i - - . - - w . - N
19 | OE | H,0 - - - - - - - i - = B = a = E = 3 a = & =
20 |OD | H;O = - - - - » - - - - - - - - - - - s = = =
20 |OE | MMC | . - & 4+ || + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ !+ ! + | 4 = -
21 |OD| HO | - - - - F = 2 = = = & = = i & = = = E 2 o
21 |OE | H,O s - » = i - & - = - . - - - - - - - - = -
2 |oD| HO | - - - - = - - - = = - - - - - - - - = - -
2 |OE| HO | . - - - - i = = = = i e = i = & 2 & 5 = -
Blopl o | e | =} = [ =l |oodl ool o bo b o o F 1 boa b o bl L bl o) o
23 |OE | MMC | . = =1+ |+ 1+ |+ | 4+ |+ | 4+ [+ |d!{pb{4d! 4 | 4 [+ | - - - N
24alop| H0 | - | - | - [ -1 - -1 -]l 11 -1_¢ -0 _-0-]2o0aflola-].-
24 |OE | MMC | . = & . & = + |+ |+ |+ |+ | + 44! 4+ | + | + | 4 | 4+ | 4 - =
25 |0D| H,O i - = = = - 2 i = & M = - Y - - - - o - >
2S5 |OE| MMC | . - - + |+ |4+ |++]| + | + | + | + - - + |+ (++ ] 4+ | + | + - -
oD M0 | 2 | s | & | owbowo |oa ] ol el wleoa o fo P o] oilaeb ol o0k a L oo
26|oE/MMC | - | - | - (44 |4+ {4+ + | + | &+ | &+ | - | - - {44+ + |+ |+ |+ |4 ] -
27 |oD| HO | - - - - = = = 5 - & = 5 & & 5 E = = = = =
27 |OE | MMC | . - e |t | b bl e | e | 4 | (e ] 4 | 4 - 5 = - &
28 |OD| H,O | - - - & = - = > = i =z s . - - . - - - - -
2loElmmvc | - | - | - 4+l + 1+ |+ |+ |+ |41+ | + | + |4+ 4+ |+ 1+ -1 - | -] =

OD = olho direito

OE = olho esquerdo
H,O = agua destilada
MMC = mitomicina C

(-) = auséncia de hiperemia
(+) = hiperemia leve

(++) = hiperemia moderada
(+++) = hiperemia maxima
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Valores de estimativa da area do epitélio corneano (10°um?) nas regides do limbo (L) e central (C)
da cérnea, numero (N° de campos avaliados nos olhos controles (CC) medicados com agua
destilada e, nos tratados com mitomicina C a 0,02% e, sacrificados aos 15dias (MMC 15d), 50 dias
(MMC 50d) e aos 100 dias (MMC 100d).

EPITELIO |
C.C MMC 15d MMC 350d MMC 1004 _
N° L C I [ ¢ L c L C |
1 22.00 29.00 27.00 | 4000 23.00 20.00 41.00 |
2| 21.00 3000 | 3100 T 3700 T 2800 [ 22.00 3000 | 3600 |
3 25.00 31.00 29,00 43.00 27.00 | 2000 30.00 35.00 .
4 2400 | 3200 | 34.00 39,00 21.00 19.00 |
5 20.00 30.00 30.00 3600 [ 2000 30,00 28.00 37,
6 20.00 34.00 0.00 38.00 | 22.00 40.00 68.00
7 20.00 30.00 0.00 37.00 21.00 31.00
g 2200 [ 34.00 00 36.00 [ 20,00 30.00
9 2200 | 27.00 0.00 28.00
26.00 28.00 0.00 33.00 22,00 33.00 70.00 36.00 |
40.00 10.00 46.00 30,00 2500 [ 13.00 13.00
| 4200 | 25.00 13.00 |
[ 13 | 33.00 38.00 | 2000 22.00 32,00 32 10.00 15.00
37.00 29.00 25.00 31.00 10.00 20.00
[ | _38.00 | 39.00 30.00 25.00 10.00 | 2000 |
|16 10.00 30.00 18,00 19 nu__za.m__zmo_gn%m__{
17 10.00 | 28.00 2000 | 2500 | 2000 [ 27.00 10.00 17.00
18 10.00 35.00 28.00 54.00 2000 | 2300 | 1000 | 10.00 |
19 12.00 40.00 2000 | 4500 19.00 2400 | 16,00 | 12.00 |
| 20 | _24.00 39.00 16.00 25.00 |
21 30.00 21.00 2900 | 3200 | 2300 | 2300 |
22 31.00 | 21.00 30.00 41.00 2300 | 2500 18.00 2100 |
23 22.00 29.00 30.00 30.00 24.00 30.00 2
| 24 | 3100 | 2800 | 3600 | 31.00 20.00 26.00 |
|25 | 23.00 25.00 42.00 37.00 27.00 25.00 24,00 |
26 23.00 29.00 _36.00 38.00 25.93__23*99_%
27 28.00 20.00 2800 | 3200 | 2400 | 2200
35.00 2on 3200 35.00 35.00 31 m_r_zn.an_m 00 2.
|29
30 31,00 | 34.00 30.00 40.00 ,_mno_(
31 41.00 16 41,00 21.00 30.00 22.00 10.00 18.00
32 | 3500 32.00 31.00 30.00 10.00
33 34.00 19.00 33.00 3700 | 22,00 30.00 13.00
|34 31.00 19.00 39.00 28.00 30.00 28.00 13.
|35 30.00 17.00 [ 36.00 29.00 34.00 19.00 [ 17.00 |
| 36 | 2400 | 1800 | 2900 | 2700 | 2600 | 1800 | 1500 |
37 18.00 20.00 2800 | 3100 | 4000 | 1000 |
|38 20.00 _14.00 20,00 | 27.00 21.00 19.00 17.
|40 21.00 15.00 3000 | 3400 | 1800 | 27.00 13.00 14.00 |
41 19.00 20.00 30.00 30.00 2400 | 6500 20.00 18.00 |
42 19.00 3000 | 3700 56.00 20.00 19.00 |
43 20.00 17.00 | 20.00 40.00 35.00 47.00 20.00 23.00 |
44 20.00 20.00 40.00 36.00 | 37.00 40,00 20.00 20.00 |
| 45 | 19.00 20.00 | 31.00 29.00 35.00 20.00 20.00 |
23.00 20.00 27.00 48.00 25.00 2400 | 1000 | 2000 |
47 30.00 1600 | 31.00 32.00 29.00 34.00 1400 | 2300 |
| 48 | 2500 | 2200 | 3000 | 50.00 31.00 37.00 17.00 19.00 |
Ij:ﬂ 20.00 3000 | 31.00 30.00 35.00 19.00 000 |
20.00 30.00 20.00 30.00 2600 | 2200 | 000 |
51 | 1400 | 2000 66.00 2500 | 2000 30.00 20.00 20,00 |
| 52 | 1500 | 2000 | 7600 | 2200 | 2100 | 3200 | 2100 | 2000 |
53 | 18.00 21.00 6400 | 2200 | 2000 | 3900 | 1300 | 17.00 |
| 54 | 1700 | 2100 | 37.00 | 22.00 20.00 40,00 21.00 17.00 |
| 65 | 21.00 2000 | 37.00 30.00 2000 | 4000 | | 17.00 |
86 | 19.00 2000 | 2700 20.00 24.00 34,00 16.00 | 1800 |
57 20.00 18.00 19.00 20.00 20.00 38.00 21.00 19.00 |
58 | 18.00 16.00 29.00 | 27.00 24.00 38.00 20.00 14,00 |
| 89 15.00 1800 [ 2000 | 2000 | 1700 [ 2400 14.00 11.00 |
60 16.00 16.00 | 2400 [ 20.00 20.00 19,00 20.00 20.00 |
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Valores de estimativa do nimero de nucleos, nas regides do limbo (L) e central (C) da cornea,
numero (N°) de campos avaliados nos olhos controles (CC) medicados com agua destilada e, nos
tratados com mitomicina C a 0,02%. Sacrificados aos 15dias (MMC 15d), 50 dias (MMC 50d) e
aos 100 dias (MMC 100d).

| NUCLE |
' cC.C MMC 15d MMC 50 d MMC 100 d |
N° L I c L I c L | C L | G |
! 2100 | 2200 3800 | 3100 | 1800 | 2600 |
{2 33.00 24.00 29.00 17.00 40,00 3000 | 47 |
3 | 3500 | 2600 = 27.00 27,00 29,00 |
L4 27.00 2400 | 2800 33.00 28.00 29.00 3400 | 3300 |
5 22.00 21.00 2000 | 3100 21.00 2300 | 36.00 31.00 |
6 31.00 32.00 0,00 28.00 21.00 2600 | 47.00 25,00
v 37.00 28.00 0.00 26.00 28.00 52.00 26.00
8 33.00 26.00 0.00 27.00 | 13__0_0_____21_0_0_ 39.00 33 00
9 I 3600 [ 3200 [ 000 | 3200 | 2400 | 2300 | 2800 | 2500
10 | 3000 [ 2600 | o000 | 3200 | 2500 | 2100 | 4000 |
L11 | 4800 @ 3600 o 19.00 ‘ 28.00 2700 | 27.00 30.00 20.00
[12 ] 52.00 36.00 1000 [ 2400 2900 [ 2800 30,00 30.00 |
13 | 3500 | 2800 33.00 26.00 | 25.00 23.00 22.00 |
|14 45,00 | 31.00 47.00 24.00 27,00 29,00 20.00 2400 |
[ 15 45.00 38.00 24.00 31.00 27 [
16 21.00 3100 | 12,00 20.00 28.00 29,00 27.00 32.00 |
17 30.00 28.00 15.00 21.00 32.00 23.00 21.00 33.00
18 27.00 32.00 15.00 20.00 33.00 26,00 27.00 27.00 |
18 25.00 36.00 1600 | 27.00 24,00 28.00 32.00 23
20 38.00 32.00 | 12.00 2500 | | 2700 | 3300 |
21| 23.00 33.00 | 1500 | 2000 [ 4200 26.00 | 2400 |
22 | 24.00 as_nn__Jﬁ.no____'la.nn_#_unn_r_unn 28.00 25.00 |
23 24.00 3500 | 21.00 23.00 31 nn_!_za.nn 33.00 29.00 |
24 | 28.00 32.00 32.00 19.00 20.00 28.00 38.00
25 | 24.00 22.00 35.00 20.00 3000 | 2500 | 3400 |
| 26 | 4300 | 22,00 21.00 30.00 _30.00 25.00 31.00 |
27 | 33.00 31.00 _20.00 1800 | 29.00 28.00 32.00 27.00
L 28 | 23.00 33.00 21.00 17.00 38,00 21.00 31.00 28.00
' 36.00 18.00 20.00 30.00 40.00 2000 | 2500 |
36.00 31.00 20.00 15.00 30.00 | | 33.00 |
| 3600 | 2500 | 3200 27.00 26.00 32,00 |
32 49.00 | 3600 | | 3800 | 2800 | 3300 |
33 45.00 37.00 23.00 33.00 27.00 2800 | 3100 29.00
34 32.00 26.00 30.00 31
| 35 36.00 28.00 | 20.00 27.00 3300 | 2500 37.00 21
|36 30,00 34.00 30.00 21.00 3100 | 3200 | 2700 |
34.00 27.00 28.00 31.00 29.00 34.00 2600 |
| 38 | 21.00 28.00 24.00 21.00 31.00 2600 | 3500 | 19.00 |
23.00 2600 | 2800 42,00 29.00 35.00 2400 |
li__znm 34.00 2900 | 2900 | | 27.00 33.00 22.00 |
41 34,00 25.00 17.00 20.00 3200 | 5100 | 2300 32.00
42 42.00 24.00 21.00 2200 | 2600 | 4000 | 3100 | 3800 |
43 3500 | 25.00 14.00 20.00 3600 [ 29.00 35.00 38.00
44 26.00 21.00 24.00 20.00 30.00 26.00 40,00 31.00
| 45 | 32,00 28.00 16.00 2000 | 2800 | 29.00 34.00 32.00 |
| 46 40.00 3000 | 3400 | 2100 | 4400 20.00 23.00 2400 |
47 47.00 2300 | 3500 | 2000 29.00 25.00 30.00 3800 |
| 48 37.00 2800 | 2200 | 2300 | 27.00 32.00 28.00 31.00 |
| 49 35.00 30.00 19.00 16.00 29.00 27.00 | 0.00
50 32.00 28.00 | 2000 | 3300 | 2000 37.00 0.00
| 51 | 3700 | 2500 27.00 27.00 3000 | 2700 | 2900 | 23.00
| 52 40.00 3200 | 2400 | 2200 | 2100 | 4100 | 2300 |
53 42.00 38.00 25.00 25.00 19.00 | 26.00 3800 | 2200 |
| 54 | 4400 | 2800 | 1200 | 2400 | 2900 | 3800 | 27.00 |
| 55 | 4200 30.00 £.00 26.00 25.00 25.00 31.00 37.00 |
|56 31.00 22.00 3000 | 2200 | 2700 | 2300 43.00 2600 |
57 29.00 21.00 2400 | 3100 | 2900 | 29.00
.58 27.00 2500 | 3000 | 2500 | 2300 | 2400 | 23.00
|59 29.00 2000 | 3100 | 2400 | 21.00 20.00 29
L 60 | 2500 | 2900 25.00 30.00 13.00 25.00 27
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Valores de estimativa do nimero de nicleos redondos, nas regioes do limbo (L) e central (C) da
cérnea, nimero (N°) de campos avaliados nos olhos controles (CC) medicados com agua destilada
e. nos tratados com mitomicina C a 0,02%. Sacrificados aos 15dias (MMC 15d), 50 dias (MMC
50d) e aos 100 dias (MMC 100d).

[ NUCLEO REDONDO
| [ (v o) MMC 15.d MMC 50 d MMC 100 d
L [ 1L c L C L c
[ 1 .00 4.00 | | 800 | 200 6.00 17.00
[ 2 10.00 7.00 11,00 3.00 8.00 11.00
3 6.00 2.00 10.00 6.00 9,00 6.00 3.00 13.00
[ 600 | 400 9.00 9.00 100 | 900 8.00 17.00
| 300 | 700 | 7.00 4.00 6.00 17.00
6 6.00 400 | 000 | 500 [ 900 4,00 36.00 5.00
7 3.00 200 [ 000 | 400 | 900 4,00 46,00 11.00 |
8 800 | 200 | 000 600 | 500 4.00 31.00 800 |
9 5.00 6.00 0.00 i.no_l_._ﬁ.DL__mﬂ._
10 7.00 | 3.00 0.00 3.00 5.00 1.00 33.00 9.00
11 7.00 jal__zL_im_J_aL_amg_er_ 8.00
12 6.00 7.00 600 | 500 4,00 500 [ 1500 16.00
13 4,00 3.00 8.00 3.00 2.00 100 | 18.00 |
14 5.00 200 | 10.00 3.00 3 200 | 14.00 12.00
15 6.00 3.00 500 6.00 7.00 200 [ 1500 14.00
16 000 | 200 0.00 6.00 100 | 500 |
17 1.00 3.00 2.00 2.00 11.00 3.00 12.00 25.00 |
18 0.00 1.00 3.00 4,00 10.00 2.00 15.00 13.00
19 1,00 4.00 6.00 400 | | 6.00 13.00 13
4.00 500 | 4,00 300 | 500
21 6.00 3.00 500 | 400 7.00 5.00 7.00 6.00 |
22 500 | 4,00 200 | 600 | 7.00 3.00
23 2.00 4.00 4,00 300 | 800 2.00 9,00 200 |
300 | 300 3.00 600 | 200 4,00 .00 5.00
2.00 6 4.00 ___0.00 4,00 z.;m_7_a.nn,
26 4,00 500 8.00 400 | 100 5.00 2.00 7.00
27 4,00 400 | 400 2.00 400 | 700 | 700 [ 100 |
28 4,00 2.00 400 [ 000 | 500 3.00 4,00 6.00
29 9,00 3.00 300 | 500 | 400 100 | 800 |
4,00 4,00 200 | 200 | 600 | 200 | 600 7.00
31 _8.00 2.00 4.00 200 | 300 2.00 12.00
32 4,00 4,00 3.00 1.00 3.00 5.00 11&0___42%?".ﬂ:|
200 | 400 | 300 | 200 | 200 | 400 1300 | 1500
3.00 3 nn_#_a.nn__mn__i.nn___s.nn__m.nn___m_nn_‘
35 | 300 | 600 2.00 2.00 | | 6.00 18.00 2.00
. 36 | 4000 | 400 | 200 3.00 14.00 300 | 1500 | 4300 |
37 800 | 100 6.00 3.00 4,00 3.00 9.00 13.00 |
38 | 400 | 000 | 600 2.00 5.00 3.00 1200 | 1100 |
| 39 | 9800 | 3.00 6.00 1.00 000 | 500 | 1100 | 1200
|40 _6.00 6.00 200 | 200 6.00 14.00 9.00
41 2100 | 12.00 4.00 2.00 700 | 1600 | 700 | 20.00 |
42 35.00 11.00 2.00 4,00 400 | 800 15.00 27.00 |
43 31.00 15.00 5.00 5.00 700 | 500 19.00 2000
44 17.00 900 | 200 3.00 5.00 5.00 2400 | 4500
45 1900 | 13.00 | 400 3.00 4.00 500 | 2200 | 4400
46 | 2100 | 1400 | 5.00 9 nﬂ____i.ﬁﬂ_‘_&nﬂ__lﬂ.ﬂﬁ_
47 28.00 15.00 5.00 4,00 200 | 400 15.00 12.00 |
48 | 4900 | 1700 | 400 | 3.00 400 200 | | 2000
| 49 | 19.00 | 14200 | 4.00 3.00 1.00 3.00 17.00 |
|50 15.00 19.00 6.00 4,00 300 | 300 | 2300 | 000 |
| 51 | 1300 | 14200 | 15.00 2.00 4,00 4,00 15.00 12.00 |
|52 2 | 23.00 10.00 4.00 3.00 300 | 2500 | 1200 |
| &3 17.00 900 | 600 | 200 | 500 | 600 | 3000 ! 1100 |
| 54 2 17.00 2.00 200 | 3.00 7.00
| 55 18.00 8.00 2.00 400 | 400 2.00 21.00 2400 |
':?ﬁ':_ts.nﬂ__Jn.nn__m 6.00 1.00 5.00 1600 |
1400 | 11.00 2.00 _5.00 3.00 500 | 16.00 14.00 |
| 58 15.00 11.00 5.00 200 | 3.00 3.00 12.00 1200 |
. 59 | 4700 | 1700 | 6.00 5.00 3.00 200 | 16.00
60 [ 1100 | 13.00 6.00 000 | 600 | 500 11.00 17.00 |
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Valores de estimativa da relagdo nicleo/citoplasma, nas regides do limbo (L) e central (C) da
cornea, numero (N°) de campos avaliados nos olhos controles (CC) medicados com agua destilada

e, nos tratados com mitomicina C a 0,02%.
50d) e aos 100 dias (MMC 100d).

Sacrificados aos 15dias (MMC 15d), 50 dias (MMC

[ RELACAO NUCLEO / CITOPLASMA
i c. ¢C MMC 15d MMC 50 d MMC 100d
| L [ L c I [l L c
[ 1 5 23 43 18 36 23 53 32
[ 2 55 27 48 26 A7 28 6 47
L3 55 3 42 K] 34 34 59 33
[ 4 5 27 39 24 28 34 41 43
[ 5 37 32 .33 _.39 2 33 47 .37
I 8§ 4 4 0 .28 .26 33 38 33
[=F 59 35 0 34 47 27 4 26
2 .59 29 0 31 45 37 47 15
9 38 33 0 34 36 23 52 22
10 .36 36 0 4 3 25 51 2
11 53 26 .56 31 27 28 .58 37
12 5 47 .56 33 13 .33 5 42
13 41 ag 47 27 28 21 55 .36
14 31 31 32 42 44 31 37 33
15 37 29 32 37 .21 2 18 44 ]
16 5 29 29 32 2 A5 62 52 '
17 9 34 28 22 27 24 6 44 |
|18 67 34 .36 19 53 .33 3 6 |
19 42 43 35 [ .23 .59 [ 14 33 3 |
| 20 38 28 33 | .25 _.25 37 A7 37 !
21 39 44 a8 ] 33 52 .39 54 47 |
22 39 26 38 | A7 36 .33 35 29 |
23 45 35 33 .28 37 27 21 .18
| 24 32 15 .29 .38 4 22 36 22
|25 19 26 17 23 35 22 24 31
26 | 5 23 3 17 27 28 A7 3
27 | .29 35 27 26 31 as 42 .36
| 28 | 36 47 3 A7 .26 4 .28 28
| 29 1 .25 33 2 21 45 43 22
30 22 41 27 | 21 37 18 37 2
31 45 23 27 [ A7 .29 33 5 27
32 44 27 19 | 27 29 24 62 17
33 5 39 28 32 44 3 46 67
34 23 53 14 24 38 44 7 .53
| 35 21 22 08 5 39 47 41 .33
| 36 43 25 44 24 31 A3 54 [ 36
37 67 57 5 27 25 37 8 42
|38 22 42 __ 6 28 45 31 .59 53 |
|39 53 42 32 3 48 38 6 23 |
40 2 - ,;211 - ﬁ 4335 82 27 ’
41 56 5 33
42 A5 A7 _16 .26 15 31 63 555:}
43 .55 29 37 A5 23 22 42
| 44 41 .15 25 15 .23 33 5 — 83
| 45 28 .26 13 .29 .35 .35 55 |
| 46 4 .35 07 22 38 .28 7 .55
47 43 19 31 19 41 37 62 58
|48 2 .31 a8 3 18 .32 57 6
49 27 47 3 14 32 A48 44 1]
|50 36 A5 21 18 37 32 43 0
51 58 31 29 27 26 22 58 | 0 28 |
52 43 37 25 39 .35 22 6 A1
| 53 39 5 _16 39 28 ! 16 75 i
.54 4 3 _18 28 58 23 52 27
&5 52 22 17 37 33 2 53 [ 35 |
|56 21 26 46 16 .28 2 25 17
| 57 22 19 A4 31 28 22 4 A7
58 33 42 37 23 32 27 52 43
|59 36 37 A4 22 31 23 55
60 43 .33 31 45 11 37 31 4 ]




Valores de estimativa da area da célula do epitélio corneano (10°um?), nas regides do limbo (L) e
central (C) da cornea, nimero (N°) de campos avaliados nos olhos controles (CC) medicados com
agua destilada e, nos tratados com mitomicina C a 0,02%. Sacrificados aos 15dias (MMC 15d), 50
dias (MMC 50d) e aos 100 dias (MMC 100d).

AREA DA CELULA

cC.C [ MMC 15 d [ MMC 50 d MMC 100 d
L [ L C | L C L | C
[ =4 18,00 26.00 28.00 39.00 | 2300 22.00 1700 | 4100 |
[2 18.00 30,00 2000 | 3800 | 3000 | 2500 | 3000 | 3600 |
'}_37_21.1.&0__ 26.00 3800 | 2900 | 3200 27.00 33.00 |
"4 | 2200 | 3300 | 3300 | 3700 | 2800 | 29.00 22.00 37.00 |
5 19.00 22.00 30.00 3800 | 15.00 24,00 | 21.00 35.00
6 20.00 30.00 0.00 36.00 19.00 36.00
7 17,00 28.00 0.00 38.00 19.00 26.00 79.00 3500
8 17.00 | 34,00 0.00 29.00 2000 | | 49.00 33.00
9 21.00 27.00 22.00 22.00 42,00 32,00
10 | 2500 | 2500 0.00 30.00 20,00 24,00 63.00 34,00
| 38.00 900 | 5100 29.00 2500 | 12,00 2.00
40.00 1800 | 3300 321.00 2100 | 12,00 12.00 |
13 | 29.00 37.00 19.00 4000 | 19.00 9.00 1400 |
14 29.00 29,00 2800 [ 3100 27.00 _19.00 __8.00 1800 |
L 15 35.00 34,00 28.00 43.00 29.00 30.00 1100 |
16 10.00 27.00 17.00 38.00 25.00 4000 | 8.00 19.00
17 1000 | 2900 | 1800 41.00 19.00 29.00 10.00 16.00
18 9.00 32,00 22.00 57.00 15.00 27.00
19 _19.00 35.00 1700 |  47.00 17.00 1200 [ 1000 |
20 21.00 32.00 18.00 36.00 16.00 32.00 1700 | 1600 |
21 | 2800 18.00 |  26.00 33.00 1100 19.00 |
22 23.00 19.00 29.00 35.00 22.00 17.00 18.00 |
23 2000 | 2600 30.00 25,00 24.00 29,00 29.00
24 _28.00 26.00 3500 | 2900 | 2000 | | 25.00 23.00
25 2100 | 23.00 40.00 34.00 26.00 18.00 21.00 19.00 |
26 20.00 _30.00 33.00 3600 | 2200 | 18.00 17.00 20.00
27.00 17.00 26.00 27.00 19.00 2100 | 19.00 | 14.00
28 25.00 | 33.00 35.00 23.00 20,00 1800 | 1400 |
29 3000 [ 2000 | 3000 35.00 28.00 31.00 21.00 18.00
| 30 | 2700 | 1700 37.00 29.00 38.00 22.00 19.00 15.00
31 38.00 12,00 41.00 21.00 31.00 21.00 10.00 1500 |
32 32,00 15.00 4200 | 2900 | 3100 | 2500 | 800 2400
33 _30.00 18.00 3200 | 3400 | 1800 |  30.00 | 13.00 9.00
| 34 |  26.00 17.00 3500 | 2500 | 2600 | I 10.00 19.00
| 35 | 2800 | 18.00 _36.00 2200 |  33.00 25.00 17.00 1500
Hﬁ 23,00 16.00 2500 | 2500 | 2600  13.00 11.00
37 _12.00 14.00 2200 4000 | . 10.00 12.00
38 | 18.00 | 29,00 29.00 19.00 17.00 17.00 |
|39 17.00 17,00 25.00 30.00 2700 | 29.00 | 1300 |
|40 20.00 1300 | 2800 34.00 14.00 _24.00 13.00 14.00
41 16.00 18.00 2500 | 3000 | 6500 | 20,00 15.00
42 20.00 _18.00 31.00 50.00 33.00 42.00 19.00 _19.00
43 18.00 17.00 19.00 4000 | 3000 45,00 19.00 23.00
44 | 2200 | 2000 | 4000 34.00 34.00 33.00 16.00 19.00 |
| 45 | 2000 | 18.00 35.00 30.00 27.00 | | 2000 20.00
46 |  20.00 _17.00 29,00 46,00 21.00 ' 2100 | 10,00 18.00
47 28.00 16.00 29.00 3100 | 2900 32.00 8.00 2400
48 [ 2000 19.00 26.00 46.00 28.00 34.00 14.00 2000
| 49 | 2200 17.00 27.00 29.00 28.00 29.00 18.00 0,00
| 50 | 2000 | 2800 27.00 27.00
| 51 12.00 1600 |  66.00 22.00 19.00 23.00 19.00 18.00
52 14.00 19.00 72.00 18.00 2000 | 3200 | 18.00
83 18.00 18.00 5$1.00 18.00 4800 |  37.00 12.00 17.00
| 54 | 1500 | 2000 38.00 21.00 1900 | 34,00 23.00 18.00
55 | 24900 | 1800 | 3400 | 2400 3500 15.00
| 86 | 1900 |  19.00 24.00 19.00 21.00 30.00 16.00 _17.00
87 18.00 16.00 16.00 19.00 21.00 300 | 2000 15.00
| 58 | 2100 | 1200 24,00 26.00 22.00 23.00 19.00 14.00
' 59 | 1400 | 16.00 __16.00 18.00 13.00 22.00 14.00 _9.00
60 14.00 1500 |  19.00 20,00 _18.00 1900 | 16.00 20.00




Valores de estimativa da area do nicleo da célula do epitélio corneano (10°um?), nas regides do
limbo (L) e central (C) da cornea, nimero (N° de campos avaliados nos olhos controles (CC)
medicados com agua destilada e, nos tratados com mitomicina C a 0,02%. Sacrificados aos
15dias (MMC 15d), 50 dias (MMC 50d) e aos 100 dias (MMC 100d}).

AREA DO NUCLEO
cC.C | MMC 15 d Mmclanu MMC 100 d
L c | L [ c L c L c .
1 9.00 6.00 ! 12.00 | 7.00 12.00 | 5.00 9.00 13.00 |
2 10.00 2.00 | 1400 | 10.00 1400 | 7.00 18.00 17
[ a 11.00 9.00 [ 1100 | 4,00 10.00 11.00 16.00 11.00
| 4 11.00 9.00 | 13.00 | 9.00 8.00 10.00 9.00 16.00 |
[ 5 7.00 9.00 10.00 | 15.00 3.00 6.00 m___m.nn_{
| & 2.00 12.00 0.00 | 10.00 5.00 8.00 24.00 12.00 1
7 10.00 0.00 | 13.00 9.00 7.00 32.00 9.00 !
2 10.00 10.00 0.00 9.00 9.00 ' 700 | 2300 5.00 |
9 8.00 9.00 0.00 11.00 8.00 500 22.00 7.00
.10 9,00 9,00 0.00 6.00 _ﬁ.nn___Jz.nn_[_zm_
11 15.00 10.00 5.00 | 16.00 8.00 7.00 7.00 3.00 |
12 14.00 19.00 10.00 | 11.00 4,00 7.00 6.00 | 5.00 |
13 12.00 14.00 9.00 T 11.00 9.00 4.00 500 [ 500
14 9,00 9.00 9.00 13.00 12.00 6.00 3.00 6.00 |
15 13.00 10.00 9.00 16.00 6.00 6.00 2.00 2.00
[_13 5.00 8.00 5.00 12.00 5.00 6.00 5.00 10.00
17 9,00 10.00 5.00 9.00 [ 7.00 7.00 6.00 700 |
| 18 6.00 11.00 8.00 11.00 8.00 9.00 3.00 6.00
19 8.00 15.00 6.00 11.00 10.00 [ 500 4,00 3.00 |
20 8.00 _9.00 6.00 9.00 400 U 1200 " ROG | gO0._ .
21 11.00 8.00 10.00 11.00 11.00 9,00 6.00 9,00
l_zz___c_u:u:_______s 00 11.00 6.00 8.00 8.00 600 |
23 9,00 9,00 10.00 7.00 9.00 8.00 6.00 [ 4,00
H 9.00 4,00 10,00 11.00 2.00 6.00 900 | 5,00
25 4.00 .00 7.00 8.00 9,00 4.00 5,00 [ 6.00 I
I 26 10.00 7.00 10.00 6.00 6.00 5.00 8.00 6.00
27 8.00 6.00 7.00 7.00 6.00 8.00 8.00
28 9,00 10.00 6.00 6.00 8,00 _5.00 4.00 |
29 3.00 5.00 10.00 . 7.00 6.00 1400 | 500 4.00 |
. 30 6.00 7.00 10.00 6.00 14.00 4,00 7.00 300 |
31 17.00 4.00 11.00 10.00 | 9.00 7.00 5.00 | 400
32 14.00 4.00 8.00 8.00 9.00 6.00 5.00 400 |
33 15.00 7.00 9.00 11.00 2.00 9.00 6.00 6.00
34 6.00 9.00 5.00 6.00 10.00 11.00 7.00 10.00
35 6.00 4.00 _3.00 11.00 13.00 2.00 7.00 5 ml__{
36 10.00 4.00 11.00 6.00 8.00 9.00 7.00 4,00
37 8.00 8.00 11.00 8.00 1000 |  7.00 8.00 5.00
|38 4.00 _5.00 12.00 800 | 13.00 L a0p0 1 eed |
| 39 9.00 7.00 2.00 9.00 13,00 1100 [ 600 3.00 |
40 6.00 400 _6.00 13.00 6.00 2.00 6.00 700 |
41 9.00 ! 9.00 6.00 _10.00 6.00 | 23.00 9.00 4,00
42 9.00 3.00 5.00 13.00 5.00 13.00 12.00 _10.00
43 10.00 5.00 7.00 6.00 7.00 10.00 2.00 12.00 |
|44 9,00 3.00 10.00 500 8.00 11.00 800 | 1200 |
45 6.00 5.00 9.00 4.00 8.00 11.00 7.00 11.00 |
| 46 | 800 |  6.00 2.00 10.00 8.00 6.00 7.00 10.00
47 1200 | 300 9.00 6.00 12.00 12.00 9.00 1400 |
|48 4,00 6.00 10.00 14.00 5.00 11.00 8.00 12.00
|49 6.00 2.00 8.00 4,00 9,00 14.00 200 0.00
|50 8.00 9.00 6.00 _5.00 10.00 7.00 10.00 0.00
51 7.00 2.00 19.00 6.00 500 | 500 11.00 5.00
|52 6.00 7.00 18.00 7.00 _7.00 700 | 12,00 2.00
53 7.00 900 - |  -BOO .. - .- FOO ... OO0 6.00 _9.00 6.00
54 6.00 6.00 7.00 6.00 11.00 2.00 1200 |
|85 11.00 400 900 500 7.00 2.00 600 |
56 4.00 5.00 11.00 | 300 .00 6.00 400 | 300 |
57 | 400 3.00 7.00 6.00 6.00 7.00 goo | 700
|58 _7.00 5.00 9.00 6.00 __7.00 9.00 _10.00 600 |
| 59 | 500 [ 600 7.00 4.00 4.00 5.00 4,00 5.00 !
|60 £.00 5.00 6.00 9.00 2.00 7.00 500 8.00 ]
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Valores de estimativa da area do citoplasma da célula do epitélio corneano (10°um®), nas regides
do limbo (L) e central (C) da comea, nimero (N°) de campos avaliados nos olhos controles (CC)
medicados com agua destilada e, nos tratados com mitomicina C a 0,02%. Sacrificados aos 5dias
(MMC 15d), 50 dias (MMC 50d) e aos 100 dias (MMC 100d).

AREA DO CITOPLASMA
cC.C MMC 15d [MMC 50 d [MMC 100 d

L c ' L | c | L ] £ | L ] c
1 9 20 | 16 | 32 | 11 17 | 8 | 28
2 8 22 | 15 ] 28 16 18 12 | 19
3 9 21 __15 34 19 21 11 22

4 11 24 20 28 20 19 13 21 |

5! 12 19 20 23 12 18 11 22 |

6! 12 18 0 O ] 14 16 39 24
7. 7 18 0 25 10 19 47 26
8 24 0 20 11 12 26 28
9 13 18 0 21 14 17 ] 20 25
16 16 0 18 | 14 = -1 ! KX | 27
11 13 28 4 35 21 [ 18 | 5 5
12 14 21 8 22 27 14 6 T

13 17 23 ] 10 29 23 15 4 ] |
14 20 20 19 18 15 13 5 12
15 22 24 19 27 23 24 9 10
16 5 19 12 26 20 34 3 9
17 1 19 13 32 12 22 4 9
3 21 14 46 7 18 7 4
19 11 20 11 38 [ 7 | 31 8 7
13 23 12 27 12 | 20 9 10
21 17 10 | 16 22 10 14 5 10

22 14 14 18 29 14 _16 11 s I
23 11 17 20 18 15 21 23 18
24 19 22 25 18 12 21 16 18
25 17 17 33 26 17 14 16 | 13
26 10 23 23 30 16 13 9 _14
[ 27 19 11 19 20 13 13 11 9
[ 28 16 11 23 29 17 12 13 10
29 27 15 20 28 22 17 12 14
30 21 10 27 23 24 18 12 12
31 21 13 30 11 22 e 5 11
32 18 11 34 21 22 18 3 20
33 15 11 23 23 10 21 ] 7 3
20 8 30 19 16 14 i 3 9
22 14 a3 11 20 17 10 10
13 12 14 19 18 12 6 7
37 4 [ 11 21 30 12 2 7
38 7 8 21 16 13 7 8
329 [} 10 17 21 14 18 4 10
40 14 9 22 21 8 16 7 7
41 7 9 _ 19 20 17 42 11 11
42 11 15 26 37 28 29 7 9
43 8 12 12 34 23 35 11 11
44 13 17 30 29 26 22 8 7
45 14 13 26 26 19 20 13 9
|46 12 11 27 36 13 15 3 8
47 16 13 20 25 17 20 3 10
16 13 16 32 23 23 3 8
49 16 9 19 25 19 15 10 0

14 11 22 22 17 15 13 0 |
51 5 11 47 _16 14 18 8 13
B | 12 54 11 13 25 S 2N 16
| 53 11 ) 43 11 13 31 3 11
54 9 14 31 T 8 26 11 14
|65/ 10 14 28 _15 40 | 28 7 11
56 15 14 13 16 | 15 |24 12 14
57 14 13 9 13 15 24 12 8
14 7 15 gl 15 24 9 g
|59 9 10 9 14 9 17 10 4
8 10 13 11 16 12 11 12




ANEXO 4

QUADRO 1: Resultados obtidos pela reagao imuno-histogquimica, da expressao das citoceratinas
das células epiteliais corneanas de coelhos, com o0s anticorpos monoclonais AE4 e AEs,
observados nos animais do grupo controle, medicados com agua destilada e sacrificados com 15
dias.

| ANIMAL AE,4 AEs
piIaAs | N° OE OE
L(+) | C() L) C(+)
15 - E . +
[ 17 - = - ——
CC 18 + a = +
19 + - - +
21 + = o 1 k|
22 5 2 . ese |
AE1 = ANTICORPO AE1 AES5 = ANTICORPO AE5
OE = OLHO ESQUERDO L = LIMBO
———= NAO CONCLUSIVO C = CORNEA

QUADRO 2: Resultados obtidos pela reagdo imuno-histoquimica, da expressao das citoceratinas
das células epiteliais cormeanas de coelhos, com o0s anticorpos monoclonais AE; e AEs,
observados nos animais tratados com mitomicina C a 0,02% e sacrificados com 15dias.

DIAS | ANIMAL AE AEs
N° OE OE
LH[CHILE)[CH)
4 + — - +
7 + = = +
15 11 + - + -
12 o - - +
23 — — = —
24 ~ . - 3
AE1 = ANTICORPO AE1 AES = ANTICORPO AES
OE = OLHO ESQUERDO L = LIMBO

———= NAO CONCLUSIVO C = CORNEA
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QUADRO 3: Resultados obtidos pela reagdo imuno-histoquimica, da expressao das citoceratinas
das células epiteliais corneanas de coelhos, com os anticorpos monoclonais AE; e AEs,
observados nos animais tratados com mitomicina C a 0,02% e sacrificados com 50 dias.

DIAS | ANIMAL | AE, AEs |
Ne ] OE OE |
L [ CcH | LE [ e |
3 | o+ | - — + |
8 L | - — + |
50 9 = ~ + |
13 - - + |
25 - - - + |
26 : - - + |
AE1 = ANTICORPO AE1 AES = ANTICORPO AE5S
OE = OLI-!C) ESQUERDO L= LIMBO
—— = NAO CONCLUSIVO C = CORNEA

QUADRO 4: Resultados obtidos pela reagdo imuno-histoquimica, da expressao das citoceratinas
das células epiteliais corneanas de coelhos, com o0s anticorpos monoclonais AE; e AEs,
observados nos animais tratados com mitomicina C a 0,02% e sacrificados com 100 dias.

DIAS | ANIMAL AE, AE;s
N° OE OE
LH | CHO|LE) CH)
1 + - - +
5 - - - +
100 |__10 ; = - Y
21 + - - +
22 g - — +
14 + - - +
AE1 = ANTICORPO AE1 AES = ANTICORPO AES
OE = OLHO ESQUERDO L = LIMBO
—— = NAO CONCLUSIVO C = CORNEA



117

QUADRO 5: Resultados obtidos pela reagdo imuno-histoquimica, da expressao das citoceratinas
das células epiteliais corneanas de coelhos, com os anticorpos monoclonais AE; e AEs;,
observados nos animais desepitelizados no 46° e 96° dias e sacrificados com 50 e 100 dias,
previamente tratados com agua destilada e mitomicina C a 0,02%.

DIAS | ANIMAL AE, AEs
N° oD OE oD OE
L@ [CEH [ L@ [CE [LE) [CH [LE) | S |
j DEFEITO EPITELIAL |
[ DIAS | ANIMAL oD OE oD OE
(1]
N L | CO | L@ c@ Lt [ c@ | LE) [ @
50 6 — + S » N -
16 + — + —_— - _ +
100 2 + = + _ 2 + _ +
AE1 = ANTICORPO AE1 AES = ANTICORPO AES
OD =- OLHO DIREITO OE = OLHO ESQUERDO
L = LIMBO C = CORNEA

—— = NAO CONCLUSIVO



FIGURAS
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Figura 1: fotografias de cortes histologicos da reacao da expressao das citoceratinas com anticorpo AE1 na
regido do limbo (setas)

1. Epitélio do limbo 400X coelho n° 20

2. Transigao limbo -cérnea 250X coelho n° 20

3. Transi¢do limbo - cornea aumento 400X coelho n® 15

4. Cornea 400X coelho n® 20
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Figura 2: fotografias de cortes histologicos da reagdo da expressao das citoceratinas com anticorpo AEs

na regido da cornea (setas)

1. Cérnea 400X, coelho n° 1

2.Transigdo limbo - cérnea 100X, coelho n® 1
3. Limbo 400X, coelho n®1

4. Transigao limbo - cérnea 250X, coelho n® 17



