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RESUMO

Objetivo: Observar os efeitos da aplicagdo topica de 5-fluorouracil (5-FU)
sobre o epitélio corneano integro. Métodos: Foram utilizados 10 coelhos
albinos (14 olhos), divididos em: grupo controle (GC), 4 olhos nos quais
ndo se administraram drogas, grupo 1 (Gl), 5 olhos que receberam
S-fluorouracil na concentragao 1,25% e grupo 2 (G2), 5 olhos que receberam
5-fluorouracil na concentragado de 2,5%. A droga foi instilada 4 vezes por
dia, durante 7 dias, quando os animais foram sacrificados, os olhos remo-
vidos, separando-se a cornea que foi preparada de modo convencional
para estudo em microscopico eletronico de varredura. Resultados: GC:
observaram-se células de formato hexagonal, claras, escuras e interme-
diarias, compondo o epitélio corneano de coelhos. Presenga de numerosas
microplicas, principalmente nas células claras. Cada célula possui cercade
1 a 3 criptas. Nos animais do G1, observou-se maior nimero de células
escuras, regides com diminui¢do no numero de criptas; alteragdes da
superficie celular, protusdo na regido do nucleo e descamagao de células
epiteliais. Os do G2 tiveram aumento de microprojegdes na superficie
celular, modificagdes nas jungdes intercelulares até separacao de células
adjacentes; diminui¢ao do nimero e variabilidade no tamanho das criptas.
Asalteragdes mais freqiientes ocorreram nas células da periferia da cornea.
Conclusio: O 5-fluorouracil teve efeitos deletérios no epitélio integro
corneano de coelhos. As alteragdes observadas foram mais importantes
nos animais que receberam a droga mais concentrada (G2) e mais freqiien-
tes na periferia da cornea.

Descritores: Fluorouracil/administracdo & dosagem; Cdrnea/ultraestrutura; Epitélio da
cornea/ultraestrutura; Microscopia eletronica de varredura; Coelhos; Solugbes oftalmicas

INTRODUCAO

O 5-fluorouracil (5-FU) tépico na concentragdo de 1% tem sido usado
com sucesso no tratamento de lesdes pré-malignas da pele e membranas
mucosas” e na concentragdo de 2,5%, como tratamento coadjuvante para
prevenir a recidiva do pterigio®.

Droga citostatica e de acao antimetabdlica, o 5-FU inibe a formacgao do
DNA com potencial de toxicidade seletiva para o epitélio displasico, sendo
promissor como tratamento coadjuvante em neoplasia epitelial da conjunti-
va e da corneaV.

Estudo sobre aplicagdo topica de 5-FU 2,5%, na regido do limbo coérneo-
escleral de coelhos, mostrou que este ndo possui efeitos deletérios para os
tecidos oculares adjacentes perceptiveis & microscopia optica®.

O presente trabalho teve por objetivo conhecer os efeitos da aplicagdo
topica do colirio de 5-FU sobre o epitélio corneano de coelhos, observados
a microscopia eletronica de varredura.
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METODOS

O estudo foi realizado usando coelhos albinos, pesando
entre 2050g a 2490g, fornecidos pelo Biotério Central - Campus
de Botucatu - UNESP.

Foram utilizados 10 coelhos que receberam 5-FU em um
dos olhos, divididos nos seguintes grupos experimentais:

Grupo 1 (G1): 5 olhos que receberam 5-FU na concentragdo
de 1,25% no olho direito.

Grupo 2 (G2): 5 olhos receberam 5-FU na concentragao de
2,5% no olho direito.

Grupo controle (GC): 4 olhos esquerdos, olhos contralaterais
de animais do G1 e que ndo receberam instilagdo de substancias.

A freqiiéncia de instilacdo da droga em G1 e G2 foi de 4
vezes por dia, durante 7 dias'V, tendo sido os animais neste
periodo avaliados clinicamente por meio de exame externo e
usando-se colirio de fluoresceina 2%.

Ap6s 1 semana, os animais foram sacrificados por injegdo
rapida de sobredose de pentobarbital sédico, usando-se a

Figura 1- Epilelo corneano de coelho do grupo controle (GC) com cé-
lulas hexagonais, claras (C), escuras (E) e intermediarias (I). Presenga
de criptas (seta) (1110x)
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veia marginal da orelha. Em seguida, realizou-se a retirada da
cornea dos animais por peritomia limbica em 360 graus e
delaminagdo da esclera com bisturi lamina 15. As cdrneas
foram cuidadosamente colocadas em solugdo de glutaraldei-
do 2% para fixagdo, pos-fixadas em acido 6smico 0,5%, de-
sidratadas em série crescente de alcoois, ponto critico com
CO, e metalizadas com 15 nm de ouro, conforme rotina de
preparagdo de materiais para microscopia de varredura, do
Laboratorio de Microscopia Eletronica do Instituto de Bio-
ciéncias — Unesp®.

O exame foi realizado sem o conhecimento prévio de qual
grupo pertenciam os animais, analisando-se o aspecto da su-
perficie corneana na periferia e no centro da cornea de todos
os animais. Os animais foram sacrificados pela mesma pessoa
que examinou o material da microscopia eletronica, tendo sido
o material processado pela equipe do laboratoério.

As alteracdes observadas seguiram critério de avaliag@o
subjetivo, semiquantificadas em cruzes, sendo o mais leve
considerado +, até o mais grave ++++.

RESULTADOS

Clinicamente nenhum animal apresentou fotofobia, lacri-
mejamento ou lesdes coraveis por fluoresceina, durante todo
o periodo experimental.

Avaliag¢do ultraestrutural

GC: o epitélio corneano de coelhos ¢ constituido por célu-
las hexagonais, claras, escuras e intermedidrias. Principalmen-
te sobre as células claras, observou-se escassas microplicas;
presenga de criptas, em numero de | a 3 em cada célula, prin-
cipalmente nas células observadas na periferia da cornea; na
area central, o nimero de criptas foi menor (Figura 1).

G1: emrelacdo ao GC, o G1 apresentou aumento do nimero
de criptas. Observou-se descamacao focal de células epite-
liais, na periferia e no centro, aumento dos microvilos; algu-

Figura 2 - Epitélio corneano de coelho do G

1. A: Descamagdo focal de células epiteliais(*) e aumento do nimero de criptas (seta)

(1110x); B: Microvilos (-MV-) e criptas (seta) (5280x)
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mas células com protusdo na regido do nucleo (Figura 2 a, b).

G2: comparativamente ao G1, observou-se no G2 maior
intensidade de alteragcdes. Aumento de microproje¢des na
superficie celular, assim como presenca de grandes dobras;
modificagdes nas jungdes intercelulares, com aumento do es-
paco entre células adjacentes. A descamagao de células epite-
liais foi evidente, iniciando-se na area de unidao entre células e
progredindo em dire¢do ao centro. As alteragdes foram mais
acentuadas na periferia da cornea, observando-se nesta re-
gido maior numero de criptas e maior intensidade de
descamacdo. A descamacgdo ocorreu principalmente nas célu-
las escuras (Figura 3 a, b, c, d).

No quadro 1 estdo apresentadas, de maneira semiquantita-
tiva, as observacdes do exame ultraestrutural.

DISCUSSAO

O 5-FU ¢ tido como droga citostatica de agdo secletiva
sobre o epitélio displasico. O seu uso em Oftalmologia tem
se ampliado e os efeitos reais desta droga sobre o epitélio
corneano sdo ainda pouco conhecidos, o que motivou a reali-
zagdo do presente estudo.

Para avaliagdo dos efeitos de drogas sobre os tecidos,
varios sdo os tipos de estudos que podem ser realizados.
Optou-se pela avaliagdo a microscopia eletronica de varredu-
ra, método que recentemente vem sendo bastante utilizado
para investiga¢ao da tolerancia a preparacdes (solucdes, drogas)
oftalmolégicas®®.

Pesquisas sobre os efeitos do 5-FU sobre a cornea mostra-
ram que so existe alteragdo quando a aplicagdo ¢ feita apds
desepitelizacdo prévia da superficie corneana-?.

Porém, o que foi constatado no presente estudo foi que o
epitélio corneano intacto também sofre a acdo do 5-FU.

As texturas diferentes, observadas em células epiteliais
da cornea mesmo em coelhos do grupo controle, ja haviam
sido relatadas e parecem estar relacionadas ao fendmeno de
renovagdo epitelial®. As células claras apresentavam nume-
rosas proje¢des ¢ as escuras ndo. As células mais velhas
descamam e perdem a habilidade de prender o filme lacrimal,
0 que contribui para que se observem células de diferentes
caracteristicas.

O fendmeno da descamacgido das células se acentuou sob o
efeito do 5-FU, principalmente em animais que receberam a
droga mais concentrada (G2), podendo ser traduzido também
pelo maior encontro das células escuras neste grupo. Por
outro lado, o fato dos olhos controles ndo terem recebido
nenhum colirio, pode ter acentuado as diferengas observadas,
pois ¢ conhecido o efeito de conservantes, solugdes alcalinas
e outras substancias sobre o epitélio da cornea®. Avaliagdes
usando microscopia eletronica de varredura mostraram que a
cornea € extremamente sensivel as influéncias mecanicas, far-
macolégicas, metabodlicas; assim, radiacdo ultravioleta ou te-
tracaina topica 0,5% pode causar perda de microprojegoes,

enquanto cocaina topica a 4% e cloreto de benzalconio 0,01%
resultam em ruptura plasmatica e descamacao das células su-
perficiais®.

Sabe-se que o epitélio corneano tem importante funcao de
barreira, impedindo a passagem de substancias do meio exter-
no para o estroma, devido a presenga de juncdes aderentes
entre células epiteliais. Com a descamacao celular exagerada,
este mecanismo pode estar comprometido, resultando em alte-
ragdes estromais.

A intensidade da agressdo foi diferente no centro e na
periferia corneana, confirmada pela maior intensidade de des-
camacdo e também por aumento no nimero de criptas na
periferia da coérnea. Provavelmente o efeito antimetabolico do
5-FU ¢ mais sentido pelas células desta regido, local onde se
inicia a epitelizagéo corneana ap6s ulceragdo 19,

A possibilidade do efeito observado se tratar de acdo
citostatica ou toéxica podera ser esclarecida no futuro, por
meio de estudos de quantificagdo de proliferagdo celular e
apoptose, usando imunohistoquimica, conforme métodos
anteriormente descritos#19.

CONCLUSAO

Os achados deste estudo nos permitem concluir que o
5-FU é um agente que também lesa o epitélio corneano integro
e que os efeitos deletérios se relacionam com a concentragio
da droga, sendo mais intensos na periferia da cornea.

ABSTRACT

Purpose: To assess the influence of the antiproliferative
agent (5-FU) on the intact rabbit corneal epithelium. Methods:
10 rabbits (14 eyes),were divided into: control group (CG), 4
eyes without drug administration; G1, 5 eyes underwent trea-
tment with topical 12.5 mg/ml 5-fluorouracil and G2, 5 eyes
received S5-fluorouracil in the concentration of 25
mg/ml. Topical 5-fluorouracil was administered four times
daily for 7 days. Then the animals were sacrificed, the cornea
was removed and fixed in 2% glutaraldehyde solution and the
corneal specimens were prepared for scanning electron
microscopy (SEM). Results: CG: the corneal surface in normal
rabbits are composed of characteristic flat polygonal cell
arranged in a mosaic pattern, in which light, dark and
intermediate cells were distinguishable. Light cells have the
most numerous microplicae. The crypts were randomly
distributed over the surface, one to three were founded on
each cell. G1: dark cells were present in a higher number than
white cells, with a tower number of crypts, surface alterations,
exposing the nucleus and desquamative cells. G2: increase of
microprojections, disrupted attachments with adjacent cells,
decrease in number and variability of crypt size. These
alterations appeared mainly at the peripheral cornea. Conclu-
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Figura 3 - Epitélio corneano de coelho do G2. A: Descamacao de células epiteliais (D-) e criptas (seta) (405x); B: Grandes dobras na superficie

celular (seta), protusdo do niicleo (n) e descamacao epitelial (D-) (1110x); C: Descamacao de células epiteliais que se iniciou na area de unido

entre células (seta) e progrediu em direcao ao centro (1110x); D: Modificacdes nas juncdes intercelulares (j) e aumento de microprojegdes na
superficie celular (m) (5040x)
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Quadro 1. Avaliacdo semi-quantitativa das alteracdoes do epitélio
corneano do coelho com uso topico de 5-fluorouracil

GC G1 G2

Criptas

>periferia 2%/2** 2/5 3/5

=periferia e centro 0/2 3/5 1/5

>centro 0/2 0/5 1/5
Microplicas

Cel clara 2/2 5/5 5/5

Cel escura 0/2 1/5 5/5
Descamacao

Periferia 0/2 0/5 3/5

Centro e periferia 1/2 3/5 1/5

Centro 0/2 0/5 1/5

*n° de animais que apresentaram a caracteristica, **n° total de animais
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