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RESUMO

Mioplastias extra-oculares podem ensejar aderéncias entre 0 misculo operado e
os tecidos adjacentes, produzindo, ndo raro, estrabismos cicatriciais. Com intuito de se
minimizar a ocorréncia de aderéncias, investigaram-se os efeitos da mitomicina C
(MMC), um antifibrético, em concentragdes ascendentes de 0,008, 0,02 e 0,04%,
aplicada no per-operatério de mioplastias do reto dorsal do bulbo do olho de coelhos.
Para tal, foram operados 56 animais, os quais foram divididos em sete grupos. Para o
pds-operatorio, instituiram-se limpeza com solucao fisiolégica das areas operadas,
profilaxia antimicrobiana e antiinflamatéria, na forma de colirio. Procederam-se
avaliacOes clinica, histologica, morfométrica e quanto a imunoistoquimica, em que se
estudou o Fator de Crescimento Fibroblastico-basico (FGF-2). Encontraram-se,
clinicamente, mais aderéncias nos olhos controle, comparativamente aos tratados, no
entanto, sem significacdo estatistica (p>5%). A histologia, verificou-se que a MMC
ensejou retardo da cicatrizagdo junto as areas das mioplastias, notadamente no grupo
que a recebeu, a concentracao de 0,02%. A imunoistoquimica revelou marcagao do
FGF-2 em fibroblastos e macrofagos, indistintamente, entre os grupos. Com base nos
resultados, permite-se admitir que a MMC, nas concentragdes em que fora empregada,
foi capaz de retardar a cicatrizagdo e, por conseguinte, o estrabismo secundario, sem

ensejar efeitos colaterais.

Palavras chave: aderéncia, mitomicina C, mioplastia, olho.
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SUMMARY

Extraocular myoplasties may cause adhesions to adjacent tissues, resulting
cicatricial strabismus. With the purpose of reducing to a minimum the occurrence of
adhesion, we studied the effects of mitomycin C (MMC), an antifibrotic, in concentrations
of 0,008%, 0,02%, and 0,04% applied during intraoperative of myoplasties of the
superior rectus muscle of laboratory albine rabbits. Fifty six animals were operated on
and were divided in seven groups. During the postoperative the operated areas were
cleaned with physiological solution. Eyedrop instillation to prevent inflammation and
bacterial infection were used. The method to analyze the results consisted of clinical and
histological evaluation and statistical analyzes. We also evaluated at the same time the
amount of basic fibroblast growth factor (FGF-2) by immunohistochemical study.
Clinically we found more adhesions in the eyes of the control group than in the groups of
treated eyes. However there was no significant statistics difference between the two
groups (p>5%). Histologically we found that MMC caused a delayed cicatrization in the
mioplastic areas, specially in the group who received the 0,02% concentration. The
immunohistochemical showed FGF-2 marking in fibroblasts and macrophages, but
between the groups there wasn’t no difference. Based on those results we conclude that
MMC in the utilized concentrations was capable of delaying the cicatrization and
consequently avoid the secondary strabismus without undesirable side effects.

Key words: adhesions, mitomycin C, myoplasty, eye.



. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

O estrabismo no homem, assim como nos animais, possui como causas
principais as de origem congénita, traumatica e pds-cirdrgicas. E crescente o nimero de
animais que manifestam o estrabismo, como por exemplo, as de origem congénitas,
representado pelos gatos da raca Siamés, bem como os cachorros da raga Pug. As de
origem traumatica, como nos casos de proptose do globo ocular, ndo sao, na maioria
das vezes, reparadas pelos veterinarios. Frente as adversidades encontradas para a
realizacdo da mioplastia dos musculos extra-oculares, bem como a falta de interesse
dos proprietarios em se reparar o estrabismo, pouco se sabe, na veterinaria, a despeito
do estrabismo péds-cirargico. No entanto, esta condicao é factivel de ser manifestada
nos animais, assim como no homem.

Mioplastias extra-oculares, ndo raro, ensejam aderéncias entre o musculo
operado e os tecidos adjacentes, permitindo a ocorréncia de disfungcdées oculomotoras e
do estrabismo cicatricial. As aderéncias, habitualmente, formam-se entre o0 musculo que
teve sua bainha seccionada e a superficie escleral ou conjuntival, bem como com a
capsula de Tenon ou a gordura orbitdria (CRUZ, 1996). Sua génese decorre,
notadamente, da proliferacao fibroblastica e da biosintese do colageno e da matriz
extracelular (MAHINDRAKAR et al., 2001).

Diferentes procedimentos e condutas tém sido propostos como acgdes profilaticas
frente as aderéncias pés-cirargicas. Destacam-se o emprego de barreiras fisicas, tais
como uso de esponja gelatinosa de pele de animais (LAVAL, 1958; SILVA, 1983),
polipeptideos sintéticos (ELSAS et al.,, 1992), materiais a base de polyglactina 910
(HWANG & CHANG, 1996), substancias viscoelasticas, capsula de Tenon e silicone
(BROOKS et al., 1996). Bem como, utilizagdo de agentes anticicatriciais, como a
daunorubicin, a bleomicina, a mitramicina (LEE et al., 1990), o 5-fluoracil (YAMAMOTO
et al., 1990; HWANG & CHANG, 1999), o cianoacrilato (BROOKS et al., 1996) e a MMC
(CRUZ, 1996), os quais minimizam a ocorréncia de cicatrizes pds-traumaticas.



A MMC foi, pioneiramente, isolada por WAKAKI et al. (1958) a partir da
fermentacao do Sireptomyces caespitasus. De estrutura quimica complexa, tem seu
peso molecular da ordem de 334,33. Pertencente ao grupo dos antibibticos e
antineoplasicos, ela mostrou-se capaz de inibir a sintese do DNA, do RNA e de
proteinas, atuando sobre a proliferacao fibroblastica. Mostrou-se, ainda, efetiva na
degradacao do DNA pré-formado e na lise do nucleo celular (CROOKE & BRADNER,
1976). Muito utilizada em protocolos quimioterapicos, teve, no passado, seu emprego
como agente antibiético abandonado, face a sua toxicidade (ZIMMERMAN et al., 1997).

Em oftalmologia, a MMC foi pela primeira vez utilizada por KUNITOMO & MORI
(1969) na prevencao de recidivas pos-operatérias do pterigio. LEE et al. (1990) e
YAMAMOTO et al. (1990) investigaram-na, “in vitro’, quanto aos seus efeitos
anticicatriciais no tecido subconjuntival e confirmaram sua acdo retardadora da
reparacao cicatricial.

Como forma de minimizar a hipertrofia cicatricial sobre a conjuntiva bulbar, a
MMC foi utilizada por URBAN & KAUFMAN (1994), na cirurgia do estrabismo. Os
autores empregaram-na por via topica, em concentracées de 0,02 e 0,04%, a intervalos
de 6 horas, e obtiveram menor cicatriz conjuntival. CRUZ (1996) utilizou-a sobre a
musculatura extrinseca do bulbo do olho de coelhos, por 5 minutos, embebida em
esponja de celulose, a concentracao de 0,02%; decorridas seis semanas da intervencao
cirurgica, foram observadas menos aderéncias junto as areas préprias e adjacentes ao
musculo operado. MAHINDRAKAR et al. (2001) utilizaram-na sob condi¢bes similares,
em individuos da espécie humana, e asseguraram sua eficacia na prevencao de
aderéncias.

MAMEDE et al. (2004) instilaram-na, na concentragcdao de 0,04%, no pos-
operatério da mioplastia do reto medial de coelhos, a intervalos regulares de 6 horas,
por 14 dias ininterruptos, e observaram, macro e microscopicamente, menor aderéncia
em areas adjacentes as das intervencgdes cirurgicas.

Nao obstante a constatagdo, por muitos, dos bons resultados, houve quem
contestasse a eficacia da MMC como agente antifibrético. BROOKS et al. (1996),
OHTSUKI et al. (1997) e MINGUINI et al. (2000) reportaram-se a achados



insatisfatorios ao empregarem-na na profilaxia da fibrose em cirurgia oftalmica.
BROOKS et al. (1996) e MINGUINI et al. (2000) testaram-na no per-operatorio da
cirurgia do estrabismo, a uma concentracao de 0,05 e 0,04%, respectivamente, e nao
observaram efeitos antifibrético da MMC.

Efeitos colaterais relatados com utilizacdo da MMC na oftalmologia, foram:
desconforto ocular, fotofobia persistente, hiperemia conjuntival e quemose, retardo na
cicatrizagdo da conjuntiva, granuloma conjuntival, ceratite puntiforme, edema, “melting’
e perfuracdes corneais, zonas de calcificacao escleral, irites, glaucoma secundario e
catarata (RUBINFELD et al., 1992; ANDUZE & BURNETT, 1996; DOUGHERTY et al.,
1996; HELAL et al., 1996; MANNING et al., 1997; RUBINFELD & STEIN, 1997; TSAI et
al., 2002; SAFIANIK et al., 2002; DADEYA & FATIMA, 2003; MAMEDE et al., 2004).

Ap6s cirurgias corretivas do estrabismo, URBAN & KAUFMAN (1994)
observaram quadros de ceratite superficial em alguns olhos que receberam MMC.
MAMEDE et al. (2004) verificaram que a MMC a 0,04%, instilada por 14 dias
ininterruptos, ensejava hiperemia conjuntival, quemose e secrecao ocular do tipo
mucosa. A microscopia, identificaram maior exsudacdo inflamatéria, do tipo
granulomatosa néo especifica.

MATTAR et al. (1995) informaram que a acdo da MMC restringe-se ao local de
sua aplicagao, ao observarem que, quando administrada sobre a esclera, por 5 minutos,
no per-operatorio, ela nao interferia com a reparagao cicatricial da cérnea. CARONES et
al. (2002) sugeriram que a MMC possui acao duradoura sob a area aplicada, uma vez
que, quando administrada no per-operatério de ceratectomias fotorrefrativas, ela foi
capaz de diminuir o leucoma cicatricial no terceiro més da sua aplicacao.

Quanto a sua farmacocinética, estudos apontam que a concentracao da MMC,
apos aplicacao topica, varia de 10 a 11,8 ng/ml, se utilizada em solugdes de 0,2 a 1,0
mg/ml, por 5 minutos. No entanto, ao irrigar o local da aplicacdo, com solugéao
fisiolégica, a concentracdo diminui a metade. Sua meia-vida é considerada curta, entre
10 e 27 minutos, dependendo do tecido aplicado. Estudos apontam para sua

permanéncia por até 72 horas, quando aplicada na concentragcao de 0,2 mg/ml



(KAWASE, et al.,, 1992; SANDERSON & SHIELD, 1996; SCHRAERMEYER et al.,
1999).

Segundo CORDEIRO et al. (1999), a MMC administrada pela via subconjuntival
diminui a concentragdo de macroéfagos, linfocitos, fibroblastos, da matriz extracelular e
dos colagenos do tipo | e Il no leito da aplicacdo e em areas proximas.

Estudos conduzidos a microscopia eletrbnica mostraram danos ultra-estruturais
ao corpo ciliar, ap6s administracdo subconjuntival da MMC em coelhos. A
administracdao de quantidades superiores a 0,1 mg ensejou ao epitélio a formacao de
vacuolos intracitoplasmaticos e aumento dos espacos intra e extracelular no corpo ciliar.
Os achados, inéditos a época, mostraram que a MMC, quando aplicada na camara
vitrea, é deletéria ao corpo ciliar (HEAPS et al., 1998).

ALVES et al. (1996) avaliaram, a morfometria, o epitélio corneal de coelhos apds
instilarem a MMC nas concentra¢des de 0,008, 0,02 e 0,04%, a intervalos regulares de
12 horas, por 4 dias consecutivos. Identificaram alteragbes estruturais, notadamente
epiteliais, quanto ao numero de nucleos, relacdo nucleo-citoplasma e area celular.
Observaram, ainda, que a MMC, em contato com areas desepitelizadas da cérnea,
retardava a sua reparacao epitelial.

OH et al. (1999) estudaram, a imunoistoquimica, os efeitos da MMC a 0,05%,
sobre a musculatura extra-ocular e verificaram menor expressdo do Fator de
Crescimento Fibroblastico basico (FGF-2) em coelhos que a receberam. O FGF-2
possui capacidade de acelerar a cicatrizacdo de feridas cutdneas e musculares
(KASEMKIJWATTANA, et al., 2000; OBARA et al., 2005).

Estudos apontaram para as vantagens da MMC, em concentragcbes menores,
nas cirurgias do glaucoma e pterigio, € que em baixas concentracbes, os efeitos
indesejaveis sobre o globo ocular eram amenizados. MITRE et al. (1996)
recomendaram emprega-la em concentracées de 0,01, 0,02 e 0,04%, uma vez que,
guando administrada na camara vitrea, ela € capaz de proporcionar menores danos as

estruturas adjacentes.



CORDEIRO et al. (1999) propuseram empregar o Fator de Crescimento
Transformante B, (TGF-B2), por via topica, visando a inibir os efeitos antifibroticos da
MMC, uma vez que, “in vitro”, o TGF-B, foi capaz de estimular a cicatrizagao conjuntival.

A reparacado da musculatura extra-ocular ocorre de consoante com a triade de
eventos dos tecidos vascularizados (exsudacao, proliferacdo e retracéo), cujas fases
sdo inter-relacionadas e tempo dependentes. A fase exsudativa inicia-se imediatamente
ao trauma, a proliferativa, entre a 1° e 3° semanas e a de retracéo, entre a 2°e a 3°
semanas (HUARD et al., 2002).

Ap6s uma lesdo muscular, o trauma mecéanico destréi a integridade da
membrana plasmatica e da lamina basal, o que proporciona o influxo de calcio para as
fibras musculares que sofrem necrose por autodigestao, e, rapidamente, edemaciacao.
A area necrosada € invadida por pequenos vasos sanguineos e células mononucleares,
macrofagos e linfocitos T ativados. Linfécitos secretam varias citocinas e fatores de
crescimento, tais como: IL-1, IL-6, IL-8, FNT-a, IGF-1, HGF, EGF, TGF, PDGF e FGF.
As interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), bem como o FNT-a aumentam o fluxo sanglineo, a
permeabilidade capilar e aceleram a resposta inflamatéria local. Os fatores de
crescimento, tais como, IGF-1, HGF, EGF, TGF e PDGF regulam a diferenciacao e a
proliferacdo das fibras musculares durante a regeneragdo muscular. Células satélites,
influenciadas pela lesdo muscular e por fatores de crescimento, sdo ativadas,
proliferam-se e diferenciam-se em miotubos ou fibras musculares regeneradas (HUARD
et al., 2002).

A migracao de fibroblastos para o local da lesdo e sua subsequente proliferacao
sao deflagradas por fatores de crescimento, TGF, PDGF, EGF, por citocinas IL-1 € FNT
e, notadamente, pelo FGF. Reconhecem-se, atualmente, 10 tipos de FGF, os quais
podem ser encontrados no citoplasma, na superficie das células e na matriz
extracelular. Eles sado produzidos por células inflamatérias, principalmente, por
macrofagos, fibroblastos, mastécitos, linfocitos T e por células endoteliais. Os FGF mais
estudados sao os FGF-1 e FGF-2, os quais estimulam a angiogéneses e reparacao
cicatricial. O FGF-2 relaciona-se ao controle da migragcao de células no local da leséo, a



formacao de novos vasos, a proliferacdo de células reparadoras e a tubulogénese
(BIKFALVI, et al., 1997; FUNATO, et al. 1999; KAWAI et al. 2005; KUMAR et al., 2005).
Concebeu-se estudar a MMC, em concentracdes ascendentes de 0,008, 0,02 e
0,04 %, como agente antifibrético, no per-operatério da cirurgia do recuo do musculo
reto dorsal de coelhos albinos de laboratério. Outrossim, avaliaram-se efeitos colaterais,
notadamente os morfométricos, sobre as areas préprias as intervengdes cirurgicas.
Para a obtencdo de dados conclusivos as proposi¢des, conduziram-se estudos
por métodos clinicos e a macro, meso e microscopias, levando-se em conta, ainda, a

morfometria e a imunoistoquimica.



Il MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos éticos

Anteriormente a realizagdo da pesquisa, o0 projeto foi avaliado e aprovado
pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias - UNESP — Campus de Jaboticabal. Ressalta-se que se
obedeceram, ainda, as normas da Association for Research in Vision and
Ophthalmology - ARVO (National Institutes of Health Publications No 85-23: Revised
1985) (ARVO, 1985) e do Cdédigo de Nuremberg (GOLDIM, 1995).

2.2 Animais

Utilizaram-se 56 animais da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus,
LILLUEBORG, 1874), da raca Nova Zelandia, adultos, machos ou fémeas, com peso
superior a 2 Kg, fornecidos pela Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP).

Para obtencado de grupos homogéneos, com animais higidos, os coelhos foram
previamente examinados por semiotécnica fundamentada na biomicroscopia com
lampada de luz em fenda’', tonometria de aplanagdo® e na oftalmoscopia binocular
indireta®. Uma vez selecionados, os animais foram identificados e mantidos,
individualmente, em gaiolas medindo 70 x 50 cm, com agua potavel e racdo apropriada’
ad libitum.

' Portable Slit Lamp SL — 14 - Kowa - Téquio, Japio.
2 Tonopen XL — Mentor O & O - Norwell, MA, USA.
3 Oftalmoscopico Binocular Indireto, modelo OH-4.2, com camera colorida — Eyetec - Sdo Carlos, SP, Brasil.
* Fri-Coelhos RL — Fri-Ribe - Pitangueiras, SP, Brasil.



2.3 Grupos experimentais

Compuseram-se sete grupos, compostos por oito individuos. Para minimizarem-
se os efeitos de variacdes individuais e aumentarem-se as amostras, ambos os olhos
de cada animal foram empregados na consecucdo da pesquisa, a exce¢ao do grupo
controle negativo, exatamente por se tratar de um controle.

Os olhos operados foram submetidos ao recuo, de cinco a oito mm, do musculo
reto dorsal e, imediatamente a ele, ao contato sobre a sutura mioescleral, durante 5
minutos, de cotonete embebido com solugdo fisiolégica a 0,9% ou de MMC, nas
diferentes concentragdes, de acordo com seu grupo:

2.3.1 Grupo Controle Negativo (GCN):
Apenas o olho direito foi operado e administrou-se solucgao fisiologica a 0,9%.

2.3.2 Grupo Controle Positivo x MMC a 0,008% (GCP x 0,008%):
Ambos os olhos foram operados, sendo olho direito submetido a administracao

de solucao fisiolégica a 0,9% e seu adelfo de MMC a 0,008%."

2.3.3 Grupo Controle Positivo x MMC a 0,02% (GCP x 0,02%):
Ambos os olhos foram operados, sendo olho direito submetido a administracéao
de solucao fisiolégica a 0,9% e seu adelfo de MMC a 0,02%.*

2.3.4 Grupo Controle Positivo x MMC a 0,04% (GCP x 0,04%):
Ambos os olhos foram operados, sendo olho direito submetido a administracao
de solucao fisiolégica a 0,9% e seu adelfo de MMC a 0,04%.*

2.3.5 Grupo MMC a 0,008% x MMC a 0,02% (0,008% x 0,02%):
Ambos os olhos foram operados, sendo olho direito submetido a administracdo de
MMC a 0,008% e seu adelfo de MMC a 0,02%.

* Admitiu-se utilizar a MMC em um dos olhos, ao considerar-se a possibilidade dela atuar, também, no olho nao
tratado, por absorcdo e disseminagdo sistémica.



2.3.6 Grupo MMC a 0,008% x MMC a 0,04% (0,008% x 0,04%):
Ambos os olhos foram operados, sendo olho direito submetido a administracdo de
MMC a 0,008% e seu adelfo de MMC a 0,04%.

2.3.7 Grupo MMC a 0,02% x MMC a 0,04% (0,02% x 0,04%):
Ambos os olhos foram operados, sendo olho direito submetido a administracdo de
MMC a 0,02% e seu adelfo de MMC a 0,04%.

2.4 Manipulacao e fracionamento da MMC

Adquiriu-se a MMC na forma estéril®, contendo 5 mg. Para obtencdo das
concentracdes desejadas separaram-se aliquotas de 0,04, 0,1 e 0,2 mg, utilizando-se
balanca eletrénica®, com cinco casas decimais (0,00001 mg). Estas aliquotas foram
acondicionadas em frascos estéreis’, e no ato cirdrgico, foi realizado sua diluicido em 5
ml de agua para injecéo, obtendo-se assim as concentracoes de 0,008, 0,02 e 0,04%,

respectivamente.
2.5 Procedimentos em anestesia

Para consecucao dos tempos operatoérios, os coelhos receberam, em uma Unica
seringa, xilazina® com cetamina®, respectivamente a 5 mg/kg e a 25 mg/kg de peso
corpéreo, pela via intramuscular profunda (KOHN et al., 1997). Na manutencdo do
plano anestésico, empregou-se anestesia inalatéria com mascara em circuito semi-

aberto, valendo-se do halotano'®, como gas volatil. No curso das intervencdes, os olhos

> Mitocin 5 mg - Mitomicina C - Bristol-Myers Squibb. - Santo Amaro, SP, Brasil
® Balanca eletrénica modelo BP211D — Sartorius - Deutschland, Alemanha.

" Vacutainer sem aditivo — BD - Juiz de Fora, MG, Brasil.

8 Virbaxyl 2% - Cloridrato de xilazina — Virbac — Sao Paulo, SP, Brasil.

% Vetaset — Cloridrato de Quetamina — Fort Dodge — Campinas, SP, Brasil.

19 Fluothane - Halotano — AstraZeneca — Cotia, SP, Brasil.
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foram sistematicamente irrigados com colifio anestésico'’ & intervalos regulares de 20

minutos.
2.6 Instrumentais cirargicos

Para a implementagcao dos tempos operatérios, foram empregados:

1 pinga hemostética curva, modelo Halstead;

1 porta-agulhas, modelo Castroviejo;
1 pinca de sutura pequena, reta, modelo Castroviejo;

1 pinca de sutura pequena, curva, modelo Castroviejo;

- 3 pingas de conjuntiva;

- 1 tesoura curva de tenotomia, modelo Westcott;
- 1 tesoura para ponto;

- 1 compasso, modelo Castroviejo;

- 3 ganchos de estrabismo, tipo Von Graefe n° 3;
- 3 cubas redondas;

- 4 pingas de campo, modelo Backhaus.
2.7 Fios de sutura e outros materiais

Utilizaram-se fios absorviveis sintéticos multiflamentados a base de poliglactina
910, de numero 6-0, com agulhas atraumaticas de 1/4 de circulo, encastoadas de
fabrica'? (HELVESTON & CALLAHAN, 1976). Empregaram-se, ainda, gazes, cotonetes

e seringas estéreis.

1 Anestésico solucdo oftdlmica — Cloridrato de tetracaina e de fenilefrina — Allergan — Guarulhos, SP, Brasil.
"2 Vicryl 6-0 (J544G)- Poliglactina 910 — Ethicon — Sdo José dos Campos, SP, Brasil.
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2.8 Procedimentos de profilaxia

Pélos das areas circunjacentes a regiao orbitaria foram cortados e a pele tratada
com solucao de polivinilpirrolidona 1:50. A superficie ocular foi lavada com a mesma
substancia, a uma concentracao de 1:100. Para a protecdo do campo operatorio,
empregou-se campo fenestrado estéril de uso oftalmico.

2.9 Técnica operatoria

Tempos cirargicos em diérese, hemostasia e sintese, e medidas adjuntas foram
as mesmas adotadas por PARKS (1983) que incluiram (Figura 1):

1- Exposigao e incisdo da conjuntiva e da capsula de Tenon, com auxilio do
bisturi, préximas e paralelamente ao limbo, entre 10 e 14 horas
correspondentes de um relégio (Figura 1, em A);
2- Divulsao romba, com tesoura curva de tenotomia, entre a capsula de Tenon
e a episclera (Figura 1, em A);
3- Afastamento do retalho conjuntival e mobilizacdo dos musculos reto e
obliquo dorsais, com gancho de estrabismo (Figura 1, em B);
4- |solamento dos musculos reto dorsal e obliquo dorsal, com auxilio de pinca
e de tesoura de tenotomia. Observe que o musculo reto dorsal localiza-se
sobre o obliquo dorsal;
5- Transfixacdo do musculo reto dorsal com o fio de sutura'?, a 3 mm da sua
insercdo a esclera (as medidas foram avaliadas com compasso cirurgico)
(Figura 1, em C);
6- Seccao do musculo reto dorsal, com tesoura modelo Westcott, a 1 mm da
sua insercao com a esclera (Figura 1, em D);
7- Fixagdo do musculo reto dorsal a esclera, entre 5 e 8 mm posteriormente a
sua insercao original, com o fio de sutura previamente transfixado ao muasculo
(Figura1,emE e F);
8- Certificacao da resisténcia das suturas, com gancho de estrabismo;
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9- Aplicacdo, no local das suturas, de cotonete embebido com solucao
fisioldgica a 0,9% ou com MMC a 0,008, 0,02 ou 0,04%, por 5 minutos (Figura
1, em QG);

10- Limpeza da area cirargica com solucao fisiolégica a 0,9%;

11- Reparacao da capsula de Tenon e da conjuntiva bulbar, valendo-se de
sutura em pontos simples separados com fio & base de poliglactina 910"
(Figura 1, em H).
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Figura 1. Imagens fotograficas ilustrando o recuo do musculo reto dorsal em olhos de
coelhos adultos albinos de laboratério. Em A, observa-se incisdo da conjuntiva
bulbar (c) entre 10 e 14 horas de um reldgio. Em B, notam-se os musculos reto
dorsal (rd) e obliquo dorsal (od). Em C, transfixacdo do musculo reto dorsal
para posterior recuo do mesmo. Em D, seccao do musculo reto dorsal. Em E,
afericdo, com compasso cirurgico, do recuo do musculo reto dorsal. Em F,
sutura mioescleral. Em G, aplicagdo de cotonete embebido com solugéo
fisiolégica ou com MMC a 0,008, 0,02 ou 0,04%. Em H, aspecto final da
intervengao cirurgica. Jaboticabal, SP, 2006.
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2.10 Pés-operatorio

No poés-operatorio, realizaram-se higienizacao diaria da superficie ocular com
solucado salina a 0,9% e instilacao profilatica de colirio a base de neomicina, polimixina
B e dexametasona'®, a intervalos regulares de seis horas, por sete dias consecutivos.
Para a analgesia, administrou-se cloridrato de buprenorfina'®, na dose de 0,01 mg/kg de
peso corpdreo, pela via subcutanea, a intervalos regulares de 12 horas, por cinco dias

consecutivos.
2.11 Avaliacao clinica

Os animais, segundo os periodos proprios concebidos para as avaliacoes, foram
examinados macro e mesoscopicamente a biomicroscopia com lampada de luz em
fenda'®, diariamente até o 302 dia de pés-operatério e a cada trés dias até se
completarem 120 dias. Parametros referentes a quemose, blefarospasmo, hiperemia
conjuntival, hemorragia e secrecao ocular foram estudados seguindo-se critério quali-
quantitativo, em que nihil representou auséncia de sinais, (+) manifestacao discreta dos

mesmos, (++) sinais moderados e (+++) sinais intensos.
2.12 Avaliacao das aderéncias

Para a avaliacdo das aderéncias, os animais foram novamente anestesiados
seguindo-se 0 mesmo protocolo de inducao anestésica adotado no item 2.5, para entéo,
serem eutanasiados pela sua forma ativa. Portanto, estes animais foram, entao,
descartados nas avaliacdes subsequientes. Os periodos de 15, 30, 60 e 120 dias de
pds-operatorio foram respeitados e admitiu-se critério de quantificacdo em que nihil

representou a auséncia de aderéncias, (+) poucas aderéncias, (++) aderéncias em

13 Maxitrol — Sulfato de Neomicina, Sulfato de Polimixina B e Dexametasona — Alcon do Brasil — Sdo Paulo, SP,
Brasil.

' Temgesic 0,3 mg/ml — Cloridrato de Buprenorfina — Schering-Plough — Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

'3 Portable Slit Lamp SL — 14 — Kowa — Téquio, Japio.
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quantidade moderada, (+++) muitas aderéncias. Quanto a sua intensidade, elas foram
qualificadas segundo valores de zero a quatro, em que zero significou auséncia do
evento, 1 - adesao fina, facilmente separavel por disseccdo, 2 - adesdo de discreta a
moderada, 3 — aderéncia severa, de dificil disseccdo, e 4 — aderéncia forte, nao
dissecavel.

2.13 Microscopia de luz

Estudos foram conduzidos sob microscopia de luz. Para tanto, as areas proprias
as intervencoes cirurgicas, contendo a esclera e por¢gdes musculares, foram colhidas e
esticadas sobre papeldo, a fim de se manterem estendidas as suas fibras.
Posteriormente, foram fixadas em solucao de formol tamponado a 10%, por 24 horas, e
processadas para inclusdao em parafina. Cortes de 5 um de espessura foram
confeccionados. As laminas foram coradas a hematoxilina-eosina e pelo tricrémico de
Masson, e avaliadas quanto a sua celularidade e aos eventos relativos a fibrose,
utilizando-se fotomicroscépio16 para a documentagédo cientifica. Estes estudos foram
conduzidos no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, USP — Ribeirao Preto.

2.14 Morfometria

Relativamente a cariometria (medidas do nucleo), cortes de 5 um de espessura,
corados a hematoxilina-eosina, foram estudados ao microscépio de luz'’, com objetiva
de imersao (1000x), munido de camara de captura de imagem. As imagens foram
projetadas em programa de computador'®, para se calcularem o diametro maior e
menor do nucleo das fibras musculares. Um total de 150 nucleos, por amostra, foi

considerado para o calculo do volume, da area e do perimetro nucleares, relacdo entre

'® Axioskop — Carl Zeiss — Oberkochen, Alemanha.
17 Jenaval — Carl Zeiss — Oberkochen, Alemanha.
18 KS - 100 versdo 3.0 - Carl Zeiss — Oberkochen, Alemanha.
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volume/area nuclear, excentricidade, coeficiente de forma e indice de contorno nuclear.
Estes estudos foram conduzidos no Departamento de Analises Clinicas, Toxicolégicas e
Bromatolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, USP —
Ribeirao Preto.

Para se avaliar a acdo da MMC, no que se refere a fibroplasia, realizou-se
contagem de fibroblastos nas areas das mioplastias. Para tal, as laminas coradas pela
hematoxilina-eosina foram avaliadas, por meio de microscépio de luz, com aumento de
400x, adaptado a um sistema computadorizado de andlise de imagens'®. Foram
fotografados cinco campos por lamina, préximos as areas das mioplastias e,
posteriormente, identificacdo e contagem dos fibroblastos. Estes estudos foram
conduzidos no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinaria, UNESP — Jaboticabal.

2.15 Imunoistoquimica

Para realizagdo da imunoistoquimica, cortes de 5um de espessura foram
confeccionados e fixados em |aminas silanizadas. Anticorpos policlonais do FGF-22°
foram incluidos visando a se estudar a atividade fibroblastica. Admitiu-se o mesmo
protocolo adotado por OH et al. (1999), que segue:

1-  Desparafinizagdo em xilol e hidratagdo em série decrescente de alcoois até se
chegar a solucao que contenha apenas agua destilada;
2- Recuperacao antigénica, em tampao citrato (pH 6), realizada em panela a vapor

(steamer), por 30 minutos;

3- Esfriamento das laminas, secagem das areas ao redor dos cortes, formando-se

“‘ljanelas”, e lavagem em PBS, por trés vezes;

4-  Aplicacao, sobre os cortes, de perdxido de hidrogénio a 3%, por 20 minutos, para

bloqueio da peroxidase enddgena;

' Image PRO-PLUS - Cybernetics — California,USA.
20 Fator de Crescimento Fibrobléstico - FGE-2 (147): sc-79 lote: A3004 e FGF-2 (147)-G: sc-79-G lote: J1403 -
Santa Cruz Biotechnology - USA.
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Lavagem em PBS, por 3 vezes consecutivas;

Incubag&o em soro normal, por 30 minutos;

Aspiracdo, adicdo do anticorpo priméario® sobre os cortes na diluicdo de 1/100 e
manutencao por, aproximadamente, 17 horas (“over night’);

Lavagem em PBS, por trés vezes consecutivas;

Incubacao no anticorpo secundario por 30 minutos;

Lavagem em PBS, por trés vezes consecutivas;

Incubacao no complexo ABC (Streptavidina), em diluicdo de 1/100, por 30
minutos;

Lavagem em PBS, por trés vezes consecutivas;

Aplicacao, sobre os cortes, de DAB. Decorridos 30 segundos, inibicao da reagao
com PBS;

Lavagem em agua corrente;

As laminas foram contra-coradas em Hematoxilina de Harris, por 40 segundos;
Submersao em agua amoniacal, para obtencao da coloracao azulada;

Lavagem em agua corrente;

Desidratagdo em alcool;

Diafanizagdo em xilol;

Montagem das laminas;

Avaliacdo microscodpica.

Preparo do Diaminobenzidine (DAB):

Solucao A:
DAB - 5,0 mg
PBS - 8,0 mL
Solucao B:
PBS - 750 ul
H2O> (30vI Synth) 80 ul

Mixagem de 160 pl da solugéo B na solugédo A, no momento do uso.
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Estes estudos foram conduzidos no Departamento de Patologia da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, USP — Ribeirao Preto.

2.16 Analise a estatistica

Os eventos clinicos foram analisados ao teste de Kruskal-Wallis (analise de
varidncia de um fator para dados nao paramétricos). Para analise dos resultados
obtidos a cariometria, empregou-se programa de computador Prisma Graphics, versao
3.02, e, como teste estatistico, o de ANOVA, complementado pelo de Kruskal-Wallis.
Para a quantificacao fibroblastica, utilizou-se o teste de ANOVA, complementado pelo
de Tukey, e, para todos os testes, respeitaram-se nivel minimo de significAncia de 5%
(p < 0,05).

Estes estudos foram realizados no Departamento de Ciéncias Exatas da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria, UNESP — Jaboticabal.
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lll. RESULTADOS
3.1 Avaliacao clinica

Achados clinicos dos olhos operados revelaram quemose apenas nos primeiros
dias do pés-operatério. Da comparagdo entre eles, ndo se encontraram diferengas
relativamente aos seus controles (negativo e positivo) e aos tratados com MMC, nas
concentragdes de 0,008, 0,02 e 0,04% (Tabela 1 e Figuras 2 e 3).

Graus moderados de blefarospasmo, no primeiro dia da avaliacdo, foram
observados apenas nos animais do grupo controle negativo. Nos demais, o evento deu-
se de forma discreta ou foi ausente (Tabela 2 e Figuras 2 e 4).

Denotou-se intensa hiperemia conjuntival até o 5° dia da avaliacdo, na maioria
dos animais e indistintamente entre os grupos, com tendéncia a diminuicdo nos
periodos subseqiientes. Areas de permeio ao fio da sutura conjuntival manifestaram
intensa hiperemia que regrediu temporalmente (Tabela 3 e Figuras 2 e 5).

Hemorragia ocular ndo foi observada nos animais durante todo o periodo da
avaliacdo. Quanto a secrecdo, quando presente, ela foi do tipo mucosa e com maior
intensidade nos animais do grupo controle negativo, evoluindo para o grau moderado,
com tendéncia a diminuicdo nos dias subseqlientes. Nos demais grupos, notaram-se
graus discretos apenas nos dois primeiros dias de pds-operatério (Tabela 4 e Figuras 2
e 6).

Apéds recuo do musculo reto dorsal, observaram-se graus de hipotropia, que
variaram de discretos a moderados. Graus de estrabismo estiveram diretamente
relacionados com a intensidade do recuo, que variou de 5 a 8 mm (Figura 2). Esta
variacao ocorreu para se evitar a sobreposicao da sutura mioescleral com o obliquo

dorsal, uma vez que o obliquo possui largura diferente entre os animais.
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Tabela 1. Quantidade de olhos de coelhos albinos adultos de laboratério acometidos
por quemose, do 1°ao 120°dias da avaliacdo, nos grupos GCN, GCP, 0,008%,

0,02% e 0,04%. Jaboticabal, SP, 2006.

Controle Negativo

Sinal Grau'
1 3 5 10 15 30 60 920 120
nihil 1 8 8 6 4 2 2
Quemose + 3 5 /
++ 4 3
+++ 1
Total (n) 8 8 8 8 8 6 4 2 2
Sinal Grau’ Controle Positivo
1 3 5 10 15 30 60 920 120
nihil 8 11 20 22 18 12 6 6
Quemose + 15 9 8 3 2
++ 8 6 5 1
+++ 1 1
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Sinal Grau’ Mitomicina C 0,008%
1 3 5 10 15 30 60 920 120
nihil 3 5 18 20 18 12 6 6
Quemose + 11 16 15 5 4
++ 13 5 4 1
+++
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Sinal Grau’ Mitomicina C 0,02%
1 3 5 10 15 30 60 920 120
nihil 3 8 15 19 18 12 6 6
Quemose + 14 13 13 9 5
++ 10 8 3
+++
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Sinal Grau’ Mitomicina C 0,04%
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 3 7 11 15 18 12 6 6
Quemose + 7 14 13 12 7
++ 17 7 4 1 2
+++
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6

Notas: olhos que apresentaram quemose, ao considerarem-se a intensidade do sinal
clinico, nos respectivos dias da avaliagéo.
1 - Sinal convencional utilizado: nihil representa auséncia de sinais, +
manifestacao discreta, ++ sinais moderados, +++ sinais intensos.
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Figura 2. Imagens fotograficas ilustrando olhos de coelhos adultos albinos de
laboratério, em diferentes dias de po6s-operatério. Em A, observa-se, ao 1°
dia, intensa hiperemia conjuntival e moderada quemose. Em B, nota-se, aos
cinco dias, moderada hiperemia conjuntival e discreta quemose. Em C, aos
10 dias, observa-se discreta hiperemia conjuntival. Em D e E, observa-se, aos
60 e 120 dias, auséncia de alteracdes clinicas visibilizaveis. Em F, denota-se
a discreta hipotropia no olho direito. Jaboticabal, SP, 2006.
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Figura 3. Representacdo grafica dos graus de quemose dos grupos GCN, GCP,
0,008%, 0,02% e 0,04%, do 1°ao 60° dias da avaliacdo, em olhos de coelhos
adultos albinos de laboratério. Jaboticabal, SP, 2006.
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Tabela 2. Quantidade de olhos de coelhos albinos adultos de laboratério acometidos
por blefarospasmo, do 1°ao 120° dias da avaliacao, nos grupos GCN, GCP,
0,008%, 0,02% e 0,04%. Jaboticabal, SP, 2006.

Controle Negativo

Sinal Grau'
ina 1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 4 7 8 8 8 6 4 2 2
Blefarospasmo * !
++ 4
+++
Total (n) 8 8 8 8 8 6 4 2 2
Controle Positivo
Sinal Grau'
" 1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Blefarospasmo *
++
+++
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Sinal Grau' Mitomicina C 0,008%
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Blefarospasmo *
++
+++
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Sinal Grau’ Mitomicina C 0,02%
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 23 24 24 24 24 18 12 6 6
Blefarospasmo * !
++
+++
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Sinal Grau’ Mitomicina C 0,04%
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Blefarospasmo *
++
+++
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6

Notas: olhos que apresentaram blefarospasmo, ao considerarem-se a intensidade do
sinal clinico, nos respectivos dias da avaliacao.
1 - Sinal convencional utilizado: nihil representa auséncia de sinais, +
manifestacao discreta, ++ sinais moderados, +++ sinais intensos.
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Figura 4. Representacao grafica dos graus de blefarospasmo dos grupos GCN, GCP,
0,008%, 0,02% e 0,04%, do 1°ao 70° dias da avaliacdo, em olhos de coelhos
adultos albinos de laboratério. Jaboticabal, SP, 2006.
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Tabela 3. Quantidade de olhos de coelhos albinos adultos de laboratério acometidos
por hiperemia conjuntival, do 1° ao 120° dias da avaliagdo, nos grupos GCN,
GCP, 0,008%, 0,02% e 0,04%. Jaboticabal, SP, 2006.

Controle Negativo

Sinal Grau'
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 1 6 4 > ”
Hiperemia + 4 7
++ 4 4
+++ 8 8 4
Total (n) 8 8 8 8 8 5 2 > .
Sinal Grau' Controle Positivo
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 5 14 12 6 6
Hiperemia + 1 4 7 15 4
++ 4 8 13 16 4
+++ 20 15 7 1
Total(n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Mi ici , A
Sinal Grau' itomicina C 0,008%
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 4 12 12 6 6
Hiperemia + 1 2 13 11 6
++ 6 7 17 9 8
+++ 18 16 5 2 1
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Sinal Grau' Mitomicina C 0,02%
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 1 14 12 6 6
Hiperemia + 2 6 11 20 4
++ 6 8 14 13 3
+++ 18 14 4
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Sinal Grau' Mitomicina C 0,04%
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 1 10 12 6 6
Hiperemia + 1 5 11 18 8
++ 8 13 16 11 4
+++ 16 10 3 2 1
Total(n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6

Notas: olhos que apresentaram hiperemia conjuntival, ao considerarem-se a
intensidade do sinal clinico, nos respectivos dias da avaliacao.
1 - Sinal convencional utilizado: nihil representa auséncia de sinais, +

manifestagéo discreta, ++ sinais moderados, +++ sinais intensos.
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Figura 5. Representacao grafica dos graus de hiperemia conjuntival dos grupos GCN,
GCP, 0,008%, 0,02% e 0,04%, do 1° ao 60° dias da avaliacao, em olhos de
coelhos adultos albinos de laboratério. Jaboticabal, SP, 2006.
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Tabela 4. Quantidade de olhos de coelhos albinos adultos de laboratério acometidos
por secrecao mucosa, do 1° ao 120° dias da avaliacdo, nos grupos GCN,

GCP, 0,008%, 0,02% e 0,04%. Jaboticabal, SP, 2006.

Controle Negativo

Sinal Grau'
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 2 4 8 8 6 4 2 2
Secrecao * S 5 4
++ 2 1
+++ 1
Total (n) 8 8 8 8 8 6 4 2 2
Sinal Grau’ Controle Positivo
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 11 19 23 23 24 18 12 6 6
Secrecao * 12 5 1 1
++ 1
+++
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Mitomicina C 0,008%
Sinal Grau' tomici
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 6 22 23 22 23 18 12 6 6
Secrecdo + 16 2 1 2 1
++ 2
+++
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Sinal Grau’ Mitomicina C 0,02%
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 10 24 23 24 24 18 12 6 6
Secrecao * 14 1
++
+++
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6
Sinal Grau’ Mitomicina C 0,04%
1 3 5 10 15 30 60 90 120
nihil 13 20 23 23 23 18 12 6 6
Secrecdo + 10 3 1 1 1
++ 1 1
+++
Total (n) 24 24 24 24 24 18 12 6 6

Notas: olhos que apresentaram secrecdo mucosa, ao considerarem-se a intensidade do

sinal clinico, nos respectivos dias da avaliacao.

1 - Sinal convencional utilizado: nihil representa auséncia de sinais, +
manifestagéo discreta, ++ sinais moderados, +++ sinais intensos.
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Figura 6. Representacdo grafica dos graus de secrecdo dos grupos GCN, GCP,
0,008%, 0,02% e 0,04%, do 1°ao 60° dias da avaliacdo, em olhos de coelhos
adultos albinos de laboratério. Jaboticabal, SP, 2006.

3.2 Avaliacao das aderéncias

Inicialmente, procedeu-se a avaliacdo topografica das suturas conjuntivais e
mioesclerais, para posteriormente fazé-lo quanto as aderéncias quando presentes.
Observaram-se perdas das suturas conjuntivais entre o 15° e o 30° dias de pos-
operatorio. Na sutura mioescleral houve absorcdo do fio a partir do 30° dia de pds-
operatério. Observou-se, ainda, auséncia de deslocamento ou ruptura do musculo reto
dorsal, em quaisquer dos tempos avaliados. Denotou-se perda da sutura mioescleral,
em um olho do grupo 0,02%, aos 120 dias.

Relativamente as aderéncias, em todos os momentos da avaliacdo os olhos
tratados com MMC apresentaram-nas em menor quantidade, comparativamente aos
controles. No entanto, ndo se encontraram diferencgas significativas, a estatistica, entre
0s grupos avaliados (p>5%) (Tabelas 5, 6, 7, 8 e 9 e Figura 7). Animais que nao
receberam a MMC (GCN e GCP) nao apresentaram diferencas entre si. Entre os
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animais tratados com a MMC (0,008, 0,02 e 0,04%) nao se observaram diferengas ao
longo da pesquisa.

Em relacdo ao grau de aderéncia, quando se compara olhos controle com os
tratados com a MMC a 0,008%, observaram-se, clinicamente, menos aderéncias no
grupo a 0,008%, em todos os periodos da avaliacdo, que, estatisticamente, nao
puderam ser confirmadas (p>5%).

Ao se compararem os olhos controle com os tratados com MMC a 0,02%,
observaram-se menos aderéncias nos animais tratados em todos os periodos,
excetuando-se no 30° dia da avaliacdo, em que ela se mostrou semelhante entre o
grupo controle positivo (GCP) e o que recebeu o farmaco a 0,02%. Diferencas
estatisticas significativas ndo foram observadas em quaisquer dos momentos (p>5%).

Olhos controle, quando comparados com olhos tratados com MMC a 0,04%,
exibiram maior grau de aderéncia em todos os periodos de avaliagdo. Encontrou-se
diferenca estatistica significativa apenas no 15° dia de po6s-operatério (p<0,01), entre
estes grupos. Os dados relativos aos resultados ora relatados encontram-se nas
Tabelas 10, 11, 12, 13, 14, bem como na Figura 8.

Tabela 5. Quantidade de olhos de coelhos albinos adultos de laboratério que exibiram
aderéncias aos 15° 30° 60° e 120° dias da avaliagdo, no grupo GCN.
Jaboticabal, SP, 2006.

Aderéncia’ Controle Negativo

15 30 60 120
nihil
+
++ 2 2 1 1
+++ 1 1
Total 2 2 2 2

Notas: 1: (nihil) representa auséncia de aderéncia, (+) poucas aderéncias, (++)
aderéncias em quantidade moderada, (+++) muitas aderéncias.
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Tabela 6. Quantidade de olhos de coelhos adultos albinos de laboratério que exibiram
aderéncias aos 15° 30° 60° e 120° dias da avaliacdo, no grupo GCP.
Jaboticabal, SP, 2006.

Controle Positivo

Aderéncia’
15 30 60 120
nihil
+ 3 1
++ 4 3 3 2
+++ 2 3 3
Total 6 6 6 6

Notas: 1: (nihil) representa auséncia de aderéncia, (+) poucas aderéncias, (++)
aderéncias em quantidade moderada, (+++) muitas aderéncias.

Tabela 7. Quantidade de olhos de coelhos adultos albinos de laboratério que exibiram
aderéncias aos 15° 30° 60° e 120° dias da avaliagao, no grupo 0,008%.
Jaboticabal, SP, 2006.

N q Mitomicina 0,008%
Aderéncia
15 30 60 120
nihil 1
+ 4 1 1 1
++ 1 5 3 5
+++ 1 1
Total 6 6 6 6

Notas: 1: (nihil) representa auséncia de aderéncia, (+) poucas aderéncias, (++)
aderéncias em quantidade moderada, (+++) muitas aderéncias.

Tabela 8. Quantidade de olhos de coelhos adultos albinos de laboratério que exibiram
aderéncias aos 15° 30° 60° e 120° dias da avaliacdo, no grupo 0,02%.
Jaboticabal, SP, 2006.

Mitomicina 0,02%

Aderéncia’
15 30 60 120
nihil
+ 4 3 4 1
++ 1 2 1 3
+++ 1 1 1 1
Total 6 6 6 5

Notas: 1: (nihil) representa auséncia de aderéncia, (+) poucas aderéncias, (++)
aderéncias em quantidade moderada, (+++) muitas aderéncias.
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Tabela 9. Quantidade de olhos de coelhos adultos albinos de laboratério que exibiram
aderéncias aos 15° 30° 60° e 120° dias da avaliacdo, no grupo 0,04%.
Jaboticabal, SP, 2006.

Mitomicina 0,04%

Aderéncia’
15 30 60 120
nihil
+ 3 1 2
++ 3 3 4 5
+++ 2 1
Total 6 6 6 6

Notas: 1: (nihil) representa auséncia de aderéncia, (+) poucas aderéncias, (++)
aderéncias em quantidade moderada, (+++) muitas aderéncias.
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Figura 7. Representacao grafica da intensidade de aderéncia dos grupos GCN, GCP,
0,008%, 0,02% e 0,04%, do 15°ao 120° dias de pds-operatério, em olhos de
coelhos adultos albinos de laboratério. Jaboticabal, SP, 2006.
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Tabela 10. Quantidade de olhos de coelhos adultos albinos de laboratério que exibiram

aderéncias ao 15°, 30°, 60° e 120° dias da avaliacdo, no grupo GCN.
Jaboticabal, SP, 2006.

Graus de Controle Negativo

Aderéncia’ 15 30 60 120
0
1
2 1 1 1
3 1 1 1 2
4
Total 2 2 2 2

Notas: - Quantidade de olhos que apresentaram aderéncias, ao levar-se em

consideracao o seu grau e os periodos de avaliacao.
- 1: (0) representa auséncia de aderéncia, (1) adeséao fina, facilimente separavel
por disseccao, (2) adesdo suave a moderada, (3) de moderada a severa, de
dificil disseccéao e (4) aderéncia forte, ndo dissecavel.

Tabela 11. Quantidade de olhos de coelhos adultos albinos de laboratério que exibiram

aderéncias ao 15°, 30°, 60° e 120° dias da avaliacdo, no grupo GCP.
Jaboticabal, SP, 2006.

Graus de Controle Positivo

Aderéncia’ 15 30 60 120
0
1 1 1 1
2 2 4 4 1
3 4 1 1 3
4 1
Total 6 6 6 6

Notas: - Quantidade de olhos que apresentaram aderéncias, ao levar-se em

consideracao o seu grau e os periodos de avaliagao.
- 1: (0) representa auséncia de aderéncia, (1) adeséao fina, facilmente separavel
por disseccao, (2) adesdo suave a moderada, (3) de moderada a severa, de
dificil disseccéao e (4) aderéncia forte, ndo dissecavel.
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Tabela 12. Quantidade de olhos de coelhos adultos albinos de laboratorio que exibiram

aderéncias ao 15°, 30°, 60° e 120° dias da avaliagdo, no grupo 0,008%.
Jaboticabal, SP, 2006.

Graus de Mitomicina 0,008%

Aderéncia’ 15 30 60 120
0 1
1 3 2 1 1
2 3 4 4 4
3 1
4
Total 6 6 6 6

Notas: - Quantidade de olhos que apresentaram aderéncias, ao levar-se em

consideracao o seu grau e os periodos de avaliacao.
- 1: (0) representa auséncia de aderéncia, (1) adeséao fina, facilimente separavel
por disseccao, (2) adesdo suave a moderada, (3) de moderada a severa, de
dificil disseccéao e (4) aderéncia forte, ndo dissecavel.

Tabela 13. Quantidade de olhos de coelhos adultos albinos de laborat6rio que exibiram
aderéncias ao 15°, 30° 60° e 120° dias da avaliacdo, no grupo 0,02%.
Jaboticabal, SP, 2006.

Graus de Mitomicina 0,02%
Aderéncia’ 15 30 60 1202

0
1 3 2 4 1
2 2 2 2 2
3 1 2 2
4

Total 6 6 6 5

Notas: - Quantidade de olhos que apresentaram aderéncias, ao levar-se em
consideracao o seu grau e os periodos de avaliacao.
- 1: (0) representa auséncia de aderéncia, (1) adesao fina, facilmente separavel
por disseccao, (2) adesdo suave a moderada, (3) de moderada a severa, de
dificil disseccéao e (4) aderéncia forte, ndo dissecavel.
- 2: nao foi observado sutura mioescleral em um animal.
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Tabela 14. Quantidade de olhos de coelhos adultos albinos de laboratorio que exibiram
aderéncias ao 15°, 30°, 60° e 120° dias da avaliacao, no grupo 0,04%.
Jaboticabal, SP, 2006.

Graus de Mitomicina 0,04%

Aderéncia’ 15 30 60 120
0
1 6 2 2 2
2 3 4 2
3 1 2
4
Total 6 6 6 6

Notas: - Quantidade de olhos que apresentaram aderéncias, ao levar-se em

consideracao o seu grau e os periodos de avaliagao.

- 1: (0) representa auséncia de aderéncia, (1) adeséao fina, facilmente separavel
por dissecg¢do (2) adesdo suave a moderada, (3) de moderada a severa, de
dificil disseccéo, e (4) aderéncia forte, ndo dissecavel.
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Figura 8. Representacdo grafica dos graus de aderéncia dos grupos GCN, GCP,
0,008%, 0,02% e 0,04%, do 15° ao 120° dias da avaliacdo, em olhos de
coelhos adultos albinos de laboratério. (*) - diferenca estatistica entre os
grupos controle e os tratados (p<5%). Jaboticabal, SP, 2006.
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3.3 Microscopia de luz

Aos 15 dias de pos-operatério:

GCN:

Neste grupo, denotou-se intensa inflamagéo granulomatosa reacional ao fio de
sutura, com infiltrado linfocitario variando de discreto a moderado e fibroplasia bem
evidenciada. Houve discreta fibrose permeando as fibras musculares (Figuras 9 e 10).

GCP:

Observou-se intensa inflamacao granulomatosa reacional ao fio de sutura, com

discreto infiltrado linfocitario e fibroplasia. Houve discreta fibrose (Figuras 9 e 10).
Grupo MMC 0,008%:

Notou-se intensa inflamacdo granulomatosa reacional ao fio de sutura, com
infiltrado linfocitario variando de discreto a moderado. Observaram-se graus moderados
de fibrose na maioria dos animais. Em apenas um, ele foi intenso (Figuras 9 e 10).

Grupo MMC 0,02%:

Observou-se intensa inflamacado granulomatosa reacional ao fio de sutura e
moderado infiltrado linfocitario. Adjunto, discreta fibrose em um animal, discreta a
moderada em um outro e moderada nos demais (Figuras 9 e 10).

Grupo MMC 0,04%:

Notou-se reacao inflamatdria granulomatosa intensa, reacional ao fio de sutura, e

infiltrado linfocitario moderado. Houve discreta fiborose em um dos animais, enquanto

nos demais ela foi intensa (Figuras 9 e 10).
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Aos 30 dias de pds-operatorio:

GCN:

Denotou-se intensa reacdo inflamatéria granulomatosa ao fio de sutura, a
similitude dos 15 dias, com infiltrado linfocitario discreto e fibroplastia. Fibrose, de
permeio as fibras musculares, em graus moderados, foi igualmente observada (Figuras
9e10).

GCP:

Decorreu intensa reacado inflamatéria granulomatosa, a semelhanca do
encontrado aos 15 dias, com intensa proliferacdo linfocitaria e fibroplastia. Graus
moderados de fibrose foram observados (Figuras 9 e 10).

Grupo MMC 0,008%:

Identificou-se intensa reacao inflamatéria granulomatosa ao fio de sutura, bem
como discreta reagao linfocitaria, a semelhanca do observado aos 15 dias. Quanto a
fibrose, em trés animais ela foi discreta e em outros trés, moderada (Figuras 9 e 10).

Grupo MMC 0,02%:

Observou-se reacao granulomatosa ao fio de sutura em grau intenso, a similitude
do ocorrido aos 15 dias, com discreta infiliragao linfocitaria. Denotaram-se, em trés dos
animais, graus discretos de fibrose e, nos demais, graus moderados (Figuras 9 e 10).

Grupo MMC 0,04%:

Decorreu reacédo granulomatosa intensa, como no periodo de 15 dias e discreta

reacao linfocitaria. Observaram-se graus moderados de fibrose na maioria dos animais,

a excecao de um caso em que ela esteve discreta (Figuras 9 e 10).
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Aos 60 dias de pés-operatorio:

GCN:

Houve diminuicdo da reacado inflamatéria ao fio de sutura e permaneceu a
fibrose, em grau moderado, na maioria dos animais. Em alguns, identificaram-se células
gigantes e resquicios do fio de sutura (Figuras 9 e 10).

GCP:

Denotou-se involucdo da reacdo granulomatosa, poucas células linfocitarias e,
na maioria dos animais, auséncia do fio de sutura. Fibrose moderada pode, ainda, ser
identificada (Figuras 9 e 10).

Grupo MMC 0,008%:

A reacado granulomatosa persistiu, em grau moderado, inclusive com resquicios
de fio de sutura e com discreto infiltrado linfocitario. A fibrose foi observada em graus
moderados.

Grupo MMC 0,02%:

Houve persisténcia do quadro inflamatério granulomatoso sem a presenca do fio
de sutura. Observou-se discreta fibrose em um dos animais. Nos demais, ela foi
moderada (Figuras 9 e 10).

Grupo MMC 0,04%:

N&o se encontrou reacdo granulomatosa, apenas fibrose, que variou de discreta,

em trés animais, a moderada nos demais (Figuras 9 e 10).
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Aos 120 dias de pés-operatorio:

GCN:

Nao se distinguiu reacao granulomatosa ao fio de sutura, permanecendo discreta

fibrose (Figuras 9 e 10).
GCP:

Ndo se observou reacdo granulomatosa, permanecendo, apenas, fibrose

moderada (Figuras 9 e 10).
Grupo MMC 0,008%:

Nao se evidenciou reacdo granulomatosa, permanecendo, apenas, fibrose em

graus que variaram de discreto a moderado (Figuras 9 e 10).
Grupo MMC 0,02%:

Houve persisténcia da reacao inflamatéria granulomatosa, em trés dos animais
do grupo, inclusive com resquicios de fios de sutura em fase de absorcado. Graus de
fibrose variaram de discreto a moderado entre os animais (Figuras 9 e 10).

Grupo MMC 0,04%:
Nao se evidenciou reacdo granulomatosa, permanecendo, apenas, fibrose

moderada (Figuras 9 e 10).
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Figura 9. Fotomicrografias de areas adjacentes as mioplastias do reto dorsal de coelhos
adultos albinos de laboratério, nos diferentes grupos e periodos. A- 15 dias
(GCP): observa-se intenso processo inflamatério granulomatoso entre o
musculo (m), com presenca do fio de sutura (setas) (HE, 300x). B- 30 dias
(GCP): persiste o intenso processo inflamatério granulomatoso e o granuloma
(9), com intensa proliferacao linfocitaria (HE, 60x). C- 60 dias (0,02%): nota-se
diminuicdo da reacdo granulomatosa e do granuloma (g) entre a esclera (e) e o
musculo (m) (HE, 60x). D- 120 dias (0,02%): observa-se a persisténcia do
granuloma (g) e fibrose (f) (HE, 150x). Jaboticabal, SP, 2006.




40

Figura 10. Fotomicrografias de areas adjacentes as mioplastias do reto dorsal de
coelhos adultos albinos de laboratério, nos diferentes grupos e periodos. A- 15
dias (0,008%): observa-se intensa fibrose (f) entre 0 musculo (m) e a esclera
(e), (Tric, 60x). B- 30 dias (GCP): denota-se fibrose (f) moderada ao redor do
granuloma (g) e entre as fibras musculares (m) (Tric, 60x). C- 60 dias (0,04%):
nota-se, discreta fibrose (f) entre a esclera (e) e os granulomas (g) (Tric, 60x).
D- 120 (0,02%): denota-se fibrose (f) moderada entre o muasculo (m), o
granuloma (g) e a esclera (e) (Tric, 100x). Jaboticabal, SP, 2006.
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3.4 Morfometria

Da analise dos nucleos das fibras musculares, nos periodos de 15, 30, 60 e 120

dias de pds-operatério, constatou-se:

Volume nuclear:

No GCN, observaram-se valores préximos de 165 pm® ao longo da avaliacéo,
com excecao do periodo de 60 dias, onde houve aumento nos seus valores (Tabelas
15,16, 17, e 18 e Figura 11).

Nos grupos GCP e 0,008%, poucas alteracbes temporais foram observadas.
Para os grupos 0,02 e 0,04% denotaram-se diminuigdo do volume nuclear a partir dos
60 dias.

No computo geral, os grupos controle apresentaram pouca variagdo no volume
nuclear ao longo da avaliacdo. Ja nos tratados com a MMC, denotou-se sua diminuicao
ao longo do tempo, principalmente, no grupo 0,02%.

Relativamente a estatistica, ndo se identificaram diferencas significativas entre

0S grupos (p>5%).
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Tabela 15. Médias dos valores, a morfometria, dos nucleos das fibras musculares do
musculo reto dorsal de olhos de coelhos adultos albinos de laboratério, aos
15 dias da avaliacao. Jaboticabal, SP, 2006.

GCN GCP 0,008% 0,02% 0,04%
Parametros

Volume Nuclear (um®) 162,86 186,92 219,25 187,10 203,10

Area Nuclear (um?) 4850 52,67 68,17 53,08 56,83

Perimetro (um) 33,73 3529 40,43 3548 36,88
Relagdo Vol. / Area 322 332 378 330 3,44
Excentricidade 0,92 0,92 0,91 0,92 0,92
Coef. de Forma 053 053 053 052 0,53
Indice de Contorno 4,90 4,95 4,95 495 4,94

Notas: Vol. — Volume;
Coef. — Coeficiente

Tabela 16. Médias dos valores, a morfometria, dos nucleos das fibras musculares do
musculo reto dorsal de olhos de coelhos adultos albinos de laboratério, aos
30 dias da avaliacao. Jaboticabal, SP, 2006.

GCN GCP 0,008% 0,02% 0,04%
Parametros

Volume Nuclear (um®) 168,60 192,13 208,67 184,34 246,86

Area Nuclear (um?) 52,71 54,47 5727 52,73 62,95

Perimetro (um) 37,78 36,19 36,77 3522 37,7
Relagdo Vol. / Area 3,08 3,35 352 335 3,76
Excentricidade 094 0,92 0,91 0,91 0,90
Coef. de Forma 0,47 0,52 053 053 055

indice de Contorno 5,25 4,97 490 491 480

Notas: Vol. — Volume;
Coef. — Coeficiente
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Tabela 17. Médias dos valores, a morfometria, dos nucleos das fibras musculares do
musculo reto dorsal de olhos de coelhos adultos albinos de laboratério, aos
60 dias da avaliagao. Jaboticabal, SP, 2006.

GCN GCP 0,008% 0,02% 0,04%
Parametros

Volume Nuclear (um®) 25825 17429 207,79 117,86 137,59
Area Nuclear (um?) 65,92 48,77 56,04 40,20 43,60
Perimetro (um) 39,59 32,59 36,17 31,86 32,81
Relagéo Vol. / Area 373 338 348 282 2,94
Excentricidade 0,91 0,89 0,91 0,92 0,92
Coef. de Forma 054 057 054 0,51 0,51
Indice de Contorno 4,91 4,73 4,90 5,08 5,07

Notas: Vol. — Volume;
Coef. — Coeficiente

Tabela 18. Médias dos valores, a morfometria, dos nucleos das fibras musculares do
musculo reto dorsal de olhos de coelhos adultos albinos de laboratério, aos
120 dias da avaliacao. Jaboticabal, SP, 2006.

Parametros

GCN GCP 0,008% 0,02% 0,04%

Volume Nuclear (um3) 165,71 168,37 170,34 120,83 181,74

47,83 50,06 41,19 52,27
35,08 32,66 35,80

Area Nuclear (um?) 48,11

Perimetro (um) 33,17 32,21
Relacéo Vol. / Area 324 335
Excentricidade 0,91 0,89
Coef. de Forma 0,54 0,58
indice de Contorno 487 472

3,15
0,92
0,50
5,06

2,80
0,93
0,49
5,15

3,20
0,93
0,50
5,06

Notas: Vol. — Volume;
Coef. — Coeficiente
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Figura 11. Representagédo grafica do volume nuclear dos grupos GCN, GCP, 0,008%,
0,02% e 0,04%, do 15° ao 120° dias da avaliagdo, em olhos de coelhos
adultos albinos de laboratério. Jaboticabal, SP, 2006.



45

Area nuclear:

Olhos controles (GCN e GCP) tenderam a apresentar as mesmas areas
nucleares em todos os tempos da avaliacao, a excecao do periodo de 60 dias em que o
GCN exibiu valores maiores que o GCP (Tabelas 15, 16, 17, e 18 e Figura 12).

Para os olhos tratados com a MMC, notaram-se valores semelhantes entre os
grupos, com discreta tendéncia de diminuicao temporal da area nuclear, principalmente,
no grupo 0,02%. Em nenhum momento verificou-se diferenga significativa, a estatistica,
entre 0s grupos (p>5%).
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Figura 12. Representacdo grafica da area nuclear dos grupos GCN, GCP, 0,008%,
0,02% e 0,04%, do 15° ao 120° dias da avaliagdo, em olhos de coelhos
adultos albinos de laboratério. Jaboticabal, SP, 2006.
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Perimetro nuclear:

Em todos os grupos, denotaram-se valores semelhantes com poucas variagdes
ao longo do tempo. No geral, houve tendéncia a sua diminuicdo ao longo do tempo.
Igualmente, ndo se denotaram diferencas significativa, a estatistica, entre os grupos
(p>5%) (Tabelas 15, 16, 17, e 18 e Figura 13).
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Figura 13. Representagao grafica do perimetro nuclear dos grupos GCN, GCP, 0,008%,
0,02% e 0,04%, do 15° ao 120° dias da avaliagdo, em olhos de coelhos
adultos albinos de laboratorio. Jaboticabal, SP, 2006.
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Relacao volume / area nuclear:
Poucas variacoes foram observadas em todos os grupos e periodos avaliados.

Diferencas, a estatistica, ndo foram observadas (p>5%) (Tabelas 15, 16, 17, e 18 e

Figura 14).
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Figura 14. Representacao grafica da relacdo volume / area nuclear dos grupos GCN,
GCP, 0,008%, 0,02% e 0,04%, do 15°ao 120° dias da avaliacdo, em olhos de
coelhos adultos albinos de laboratério. Jaboticabal, SP, 2006.
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Excentricidade nuclear:
Observou-se pouca variagao nos grupos controle e tratados co a MMC. Nao foram

encontradas diferencas, a estatistica, entre os grupos, durante todo o periodo de

avaliagao (p>5%) (Tabelas 15, 16, 17, e 18 e Figura 15).
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Figura 15. Representagdo grafica da excentricidade nuclear dos grupos GCN, GCP,
0,008%, 0,02% e 0,04%, do 15° ao 120° dias da avaliacdo, em olhos de
coelhos adultos albinos de laboratério. Jaboticabal, SP, 2006.
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Coeficiente de forma nuclear:

Denotaram-se poucas alteracdes do coeficiente de forma em todos os grupos, ao
longo da avaliagdo. Diferencas a estatistica nao foram observadas (p>5%) (Tabelas 15,
16, 17, e 18 e Figura 16).
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Figura 16. Representacdo grafica do coeficiente de forma nuclear dos grupos GCN,
GCP, 0,008%, 0,02% e 0,04%, do 15°ao 120° dias da avaliagdo, em olhos de
coelhos adultos albinos de laboratério. Jaboticabal, SP, 2006.



50

indice de contorno nuclear:
Valores dos indices de contorno nucleares apresentaram discretas alteracdes em

todos os grupos e tempos avaliados. Portanto, diferencas, a estatistica, ndo foram

observadas (p>5%) (Tabelas 15, 16, 17, e 18 e Figura 17).
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Figura 17. Representagao grafica do indice de contorno nuclear dos grupos GCN, GCP,
0,008%, 0,02% e 0,04%, pela mediana, do 15°ao 120° dias da avaliagdo, em
olhos de coelhos adultos albinos de laboratério. Jaboticabal, SP, 2006.
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Quantificacao fibroblastica:

Relativamente a quantificagdo fibroblastica, observou-se no GCN aumento do
quantitativo de fibroblastos até os 60 dias e, depois, diminuicdo. No GCP, denotou-se
aumento no quantitativo, ao longo de toda avaliagdo. No grupo 0,008%, denotaram-se
diminuicdo dos fibroblastos no 30° dia da avaliacao e, a partir dai, aumento dos seus
valores, tendendo a restabelecer os valores do 15° dia. Para o grupo 0,02%, o
quantitativo de fibroblastos aumentou e diminuiu ao longo da avaliagao, oscilando entre
58 a 78. O grupo 0,04% apresentou pouca quantidade de fibroblastos, no 15° dia, com
aumento dos seus valores ao longo da avaliagcéo (Tabela 19 e Figura 18).

Diferencas, a estatistica, ndo foram significativas (p>5%), a excecdo da
comparacao entre o GCN e 0,008%, aos 60 dias, onde foi encontrada diferenca (p<5%).

Tabela 19. Médias e desvios padrdao (D.P.) dos valores de fibroblastos, das areas
adjacentes as mioplastias do reto dorsal de coelhos adultos albinos de
laboratério, do 15°ao 120° dias da avaliagdo. Jaboticabal, SP, 2006.

GCN GCP 0,008 % 0,02% 0,04%

Dias| Média| D.P. [Média| D. P. | Média| D. P. |Média| D. P. | Média| D. P.
15 543 227 597 26 73 62 71,3 259 345 87
30| 669 196 724 394 424 1245 587 229 573 14,1
60| 964 379 754 77 51,5 22 778 148 669 28
120 73 98 84,1 164 724 315 701 183 729 172
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Figura 18. Representacao grafica da quantidade de fibroblastos dos grupos GCN, GCP,
0,008%, 0,02% e 0,04%, do 15° ao 120° dias da avaliacdo, em olhos de
coelhos adultos albinos de laboratério. (*) - diferenca estatistica, entre os
grupos GCN e 0,008% (p<5%). Jaboticabal, SP, 2006.

3.5 Imunoistoquimica

Expressdo do fator de crescimento fibroblastico basico (FGF-2) foi identificada
em fibroblastos e macrofagos, em graus variados, segundo os periodos da avaliacéo.
Aos 15 dias, observaram-se graus que variaram de moderados a intensos, nos animais
do GCN e, nos demais, que variaram de leve a moderado. Aos 30 dias, houve
tendéncia ao aumento da expressao deste fator de crescimento em todos os grupos. No
GCN, a expressao passou para grau intenso, enquanto nos demais, se manteve em
grau moderado. Decorridos 30 dias, observou-se forte diminuicdo da marcagéo variavel
em todos os grupos, que atingiram graus discretos aos 120 dias (Figura 19).
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Figura 19. Fotomicrografias de areas adjacentes as mioplastias do reto dorsal de
coelhos adultos albinos de laboratério, nos diferentes grupos e periodos. A- 15
dias (GCN): observa-se expressao moderada do FGF-2 em macréfagos (setas
escuras), (Imuno, 150x). B- 30 dias (0,008%): denota-se moderada marcacao
do FGF-2 em macréfago (seta escura) e fibroblastos (seta vermelha) (Imuno,
300x). C- 60 dias (0,02%): nota-se a expressao do FGF-2 com variacao de
discreta a moderada, notadamente, em macréfagos (setas escuras) (Imuno,
150x). D- 120 dias (0,04%): destaca-se marcacao discreta em fibroblastos
(seta vermelha) (Imuno, 300x). Jaboticabal, SP, 2006.
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IV. DISCUSSAO

Optou-se por se estudar a mitomicina C, face as suas reconhecidas
propriedades, notadamente quanto a acéo antifibrética, bem como pela controvérsia de
resultados da literatura, quanto a sua real eficacia no controle de aderéncias e pelos
poucos estudos quanto aos seus efeitos colaterais.

As concentragdes de 0,02 e 0,04% foram adotadas, valendo-se da experiéncia
de outros autores que assim a empregaram, mas que divergiram quanto aos resultados
obtidos, relativamente a sua eficacia (CRUZ & MATKOVICH, 1995; BROOKS, et al.,
1996; CRUZ, 1996; MINGUINI et al., 2000; MAHINDRAKAR et al., 2001). A
concentracao de 0,008% foi testada, admitindo-se que proporcionaria a mesma eficacia
das demais concentracées, porém com atenuacdo de eventuais efeitos colaterais,
porquanto em menor concentragdo, menos seria sua agao sobre os tecidos adjacentes
(SCHRAERMEYER et al., 1999).

Empregaram-se coelhos, dadas as facilidades de obtencdo, manejo e
manutencdo, bem como por exibirem as etapas da reparacdo cicatricial de maneira
semelhante as de outras espécies, incluindo-se o homem (CASTRO, 1990).

O musculo reto dorsal foi 0 escolhido pelo facil acesso cirurgico. Utilizou-se fio de
poliglactina 910, por ele estar entre 0s mais empregados na correcao cirurgica do
estrabismo. No presente estudo, este fio mostrou-se seguro e eficiente tanto na sutura
conjuntival, quanto na mioescleral. Sabe-se que a forga ténsil da poliglactina 910
diminui a partir do 15° dia da sua implantacao e que o evento decorre da hidrélise e
absorcao. Nas suturas conjuntival e mioescleral, denotaram-se perda ou absorcao do
fio entre 0 30° e 60° dias do pds-operatdrio. Nao obstante, as qualidades da poliglactina
910 e os cuidados tomados no per-operatério, em um animal do grupo tratado com a
mitomicina C a 0,02%, houve deiscéncia da sutura.

O protocolo em anestesia adotado mostrou-se factivel. A associagao da xilazina
com cetamina foi eficiente, bem como o foi o halotano, em circuito semi-aberto. No todo

obteve-se simpleza operacional na manutencao e paténcia da anestesia.
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A instilacdo do colirio a base de dexametasona associada a neomicina e a
polimixina B, foi suficiente para controlar a exsudacao e a infeccdo pds-operatoria.
Obteve-se boa analgesia pds-operatéria com cloridrato de buprenorfina.

Os resultados obtidos, quanto a avaliacédo clinica, mostraram que a maioria dos
animais, de ambos 0s grupos, exibiu, em algum momento do pds-operatorio, sinais de
quemose, blefarospasmo, hiperemia conjuntival e secre¢do ocular mucosa. Olhos do
grupo GCN apresentaram maior intensidade de exsudag¢do no pos-operatorio imediato,
devido a utilizacdo do blefarostato durante a intervencéo cirurgica. Por isso, deixou-se
de utilizd-lo nos demais grupos.

No que concerne a quemose, ela se apresentou nas fases agudas do poés-
operatorio e de forma discreta em todos os animais. Face a sua evolucdo rapida,
acredita-se que tenha decorrido do trauma cirargico.

A hiperemia conjuntival evidenciada, principalmente, nos primeiros dias de
avaliagdo, deveu-se, também, ao ato cirdrgico. Areas ao redor do fio de sutura
manifestaram-na de forma mais intensa e duradoura, a similitude do que foi encontrado
por DADEYA & KAMLESH (2001). Reconhece-se que a reacao inflamatéria pode ser
ensejada pelo fio de sutura em atrito com as incursées palpebrais. Segundo estes
mesmos autores, esta irritagcdo pode ser amenizada substituindo-se a sutura por cola de
fibrina.

No cbmputo geral, os sinais clinicos, quali-quantificados, nao mostraram
diferencas entre os grupos, permitindo supor que a mitomicina C, da maneira como foi
aplicada no per-operatério, ndo induz a maior exsudagdo na superficie do olho,
contrariamente ao que fora encontrado por MAMEDE et al. (2004), ao utilizarem-na no
pos-operatorio, por 14 dias.

O recuo do musculo reto dorsal foi capaz de ensejar hipotropia no olho operado.
Os graus de desvio manifestaram-se de forma diferente entre os animais, por serem
proporcionais a intensidade do recuo produzido. Esta intensidade foi variavel de acordo
com a largura do musculo obliquo dorsal. Ressalta-se que dificuldades foram

encontradas para se avaliar o grau de estrabismo dos animais, uma vez que os coelhos



56

possuem pouca visao binocular e sdo capazes de movimentar um olho sem interferir
com o seu Adelfo.

A disseccao das areas adjacentes a mioplastia revelaram aderéncias em todos
os olhos avaliados. Da comparacao entre os grupos GCN e GCP, nao se encontraram
diferencas quanto a quantidade e graus de aderéncia. Tais achados permitem supor
que a MMC, segundo o protocolo como foi administrada, ndo foi absorvida por via
sistémica em niveis capazes de ensejar qualquer efeito nos olhos contralaterais. Os
achados corroboram os de MATTAR et al. (1995), que informam que a mitomicina age
apenas no local da sua aplicagao.

Da comparacao entre os grupos GCN e GCP, com os tratados com a MMC
(0,008, 0,02 e 0,04%), identificou-se, em quantidade e graus, mais aderéncia nos
controles, em todos os periodos da avaliacdo. Estes achados somam-se aos de CRUZ
& MATKOVICH (1995), CRUZ (1996), OH et al. (1999) e MAHINDRAKAR et al. (2000).
Todavia, e a despeito da sua constatacdo, estatisticamente ndao se encontraram
diferencas, a excecao da comparacao entre o grupo GCP e o 0,04%, aos 15 dias de
pos-operatorio.

Os resultados obtidos contrapdem aos de BROOKS et al. (1996) e de MINGUINI
et al. (2000), na medida em que os autores apontam a mitomicina C como substancia
que nao promove profilaxia das aderéncias, quando aplicada no per-operatério. No
entanto, avaliacdo dos resultados, conduzida por estes autores, deu-se de forma
diferente daqueles da presente pesquisa e de demais trabalhos realizados por outros.
MINGUINI et al. (2000), por exemplo, avaliaram graus de aderéncia a morfometria,
aferindo areas formada por granulomas. Observaram, os autores, que a mitomicina C
nao diminui a génese de granulomas. Contudo, o procedimento, factivel e confiavel, ndo
avalia a forca necessaria para se desfazerem aderéncias. BROOKS et al. (1996), por
sua vez, avaliaram graus de estrabismo, mas ndao de aderéncias e observaram que a
MMC nao diminui a formacao do estrabismo apds 4 semanas de cirurgia. O estrabismo

pode, indiretamente, pressupor haver aderéncias, contudo, ndo as confirmam.
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Aderéncias dos grupos tratados com a mitomicina C, nas diferentes
concentragdes, apresentaram-se de forma semelhante. Da constatacdo, admite-se que
a utilizacdo de concentragcdes menores induziu aos mesmos efeitos antifibréticos.

Os periodos adotados para avaliacao a histologia (15, 30, 60 e 120 dias) foram
concebidos com base na experiéncia de HUARD et al. (2002), os quais afirmaram que a
fibrose, durante a reparacdo muscular, ocorre a partir da segunda semana da injaria e
que, aos 120 dias, a reparacéao ja esta concluida.

A histologia, a reacéo inflamatéria do tipo granulomatosa e linfocitaria, vista nas
fases iniciais do po6s-operatério, ocorreu a similitude do que fora observado por
INGRAM (1965), que estudou, em coelhos, os efeitos produzidos pelo recuo da
musculatura extrinseca do olho, utilizando-se nailon como fio de sutura e sem a
interferéncia de qualquer farmaco. Ha como admitir, portanto, que o quadro inflamatério
observado tenha sido ensejado pelo ato cirurgico e pela presenca do fio de sutura.

O granuloma gerado nas areas das mioplastias mostrou-se semelhante entre os
grupos, nos periodos de 15, 30 e 60 dias da avaliagdo. Aos 120 dias, houve involucao
mais lenta do evento, em 50% dos animais tratados com a MMC a 0,02%.
Relativamente a fibrose, aos 15 dias observou-se, nos grupos controle, menor
incidéncia do evento, comparativamente aos tratados. No entanto, decorrido o periodo,
houve tendéncia ao aumento da fibrose nos grupos controle e sua diminuicdo nos
tratados, permanecendo, no final da avaliacdo (120 dias), semelhante entre 0os grupos.
Da constatacdo, admite-se que a MMC possa ter retardado a reparacéao cicatricial no
local onde fora depositada, corroborando os resultados encontrados por RIBEIRO et al.
(2003), ao estudarem-na na derme de ratos.

A avaliacdo morfométrica revelou diminuicao do volume e da area nucleares nos
olhos tratados com a MMC, principalmente no grupo 0,02%. Como a atividade nuclear
pode ser estimada por estas medidas (ALBUQUERQUE, 2006, comunicagéo pessoal),
acredita-se que a MMC seja capaz de diminui-la nas fibras musculares, notadamente a
concentracéo de 0,02%.
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No que diz respeito ao perimetro, relagdo volume / area, excentricidade,
coeficiente de forma e do indice de contorno nucleares houve poucas variacées entre
0s grupos, indicando que a MMC néo foi capaz de alterar a forma nuclear.

Quanto a quantificacao fibroblastica, houve discreta tendéncia dos grupos
tratados em apresentarem-na em menor quantidade, comparativamente aos controle. E
possivel admitir que a MMC possa interferir com a proliferacdo fibroblastica,
corroborando com os achados de YAMAMOTO et al. (1990), os quais, identificaram, “in
vitro”, diminuicdo da proliferacao fibroblastica, apdés administracdo da MMC.

Quanto a imunoistoquimica, testaram-se diferentes protocolos e dificuldades
foram encontradas na marcacao dos fibroblastos, notadamente quanto a utilizacdo do
Anticorpo Primario (FGF-2), produzido a partir de coelhos. Acredita-se que, por serem o
anticorpo (Ac) e o antigeno (Ag) produzidos em coelhos, o complexo Ag-Ac nao pode
ser obtido, razdo pela qual se substituiu o Anticorpo Priméario por outro gerado em
cabras. Observou-se, a partir de entdo, que o Fator de Crescimento Fibroblastico basico
(FGF-2) foi expresso em fibroblastos e macréfagos, a exemplo do que fora notificado
por FUNATO et al. (1999) e WANG et al. (2001). No presente estudo, a expressao do
FGF-2 ocorreu em intensidades muito semelhantes entre os grupos. Esses resultados
contrapdem-se ao que fora notificado por OH et al. (1999), cuja expressao foi menor em
animais que receberam a MMC. Em se considerando que o FGF-2 é produzido por
macrofagos, fibroblastos, mastocitos, linfocitos T e por células endoteliais (KUMAR et
al., 2005) e que a MMC age apenas sobre a proliferacao fibroblastica (YAMAMOTO et
al., 1990), ha como admitir que ela pouco interfere com a producao do FGF-2.
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V. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, na forma como a pesquisa fora concebida, é
factivel admitir que a mitomicina C administrada no per-operatorio na cirurgia do recuo
do musculo reto dorsal do bulbo do olho, por 5 minutos, nas concentracdes de 0,008,
0,02 e 0,04%:

1- permitiu a ocorréncia clinica de menores aderéncias junto as areas das
mioplastias, contudo nao confirmada a estatistica;

2- proporcionou retardo na reparacao cicatricial junto as areas das mioplastias,
notadamente no grupo tratado a concentracdo de 0,02%, confirmada a
microscopia de luz;

3- diminuiu a atividade nuclear das fibras musculares, sem interferir com a sua
forma.

4- nao interferiu com a expressdo do FGF-2, em qualquer dos momentos da
avaliacao.

5- ndo foi capaz de ensejar qualquer efeito colateral visibilizavel nos animais ao

longo da pesquisa.
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