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Resumo

Objetivo: A Mitomicina C é um quimioterapico que apresenta a
capacidade de inibir fibroblastos in vitro. Esta caracteristica a levou a ser
usada experimentalmente em animais de laboratério e no ser humano,
principalmente em oftalmologia, para inibir o processo cicatricial. Este
trabalho visa acompanhar o processo de cicatrizacao de feridas cirdrgicas
feitas em dorsos de ratos e tratadas topicamente com Mitomicina C,
comparando-as com feridas no mesmo local, ndo tratadas. Propde-se
também a avaliar a resposta da pele quando injetada com concentraces
diferentes do medicamento. Forma de estudo: Experimental. Mate-
rial e Método: Foram feitas, em 10 ratos, duas feridas cir(rgicas em
seus dorsos. Uma delas foi tratada topicamente com Mitomicina C na
diluicdo de 0,5 mg/ml por 5 minutos e outra ndo. O processo de cicatri-
zacao destas feridas foi acompanhado clinicamente. Posteriormente, 0s
ratos foram sacrificados em periodos diferentes, e suas feridas estudadas
histologicamente quanto ao grau de fibrose por dois anatomopatologis-
tas. Posteriormente, trés ratos foram submetidos a inje¢des intradérmicas
com concentracfes diferentes de Mitomicina C, e 0 comprometimento
local foi avaliado clinica e histologicamente, sendo que apenas na con-
centracao de 0,01mg/ml ndo se observou necrose tecidual. Resulta-
dos: As feridas tratadas com Mitomicina C tiveram seu processo cicatricial
retardado, com o desaparecimento das crostas locais 7 dias apos o das
feridas ndo tratadas. Ao exame histoldgico, observado separadamente
por dois anatomopatologistas, observou-se no primeiro més uma nitida
diminuigao do grau de fibrose nas feridas tratadas com Mitomicina C em
relagdo as ndo tratadas. Este grau de fibrose se iguala, nas duas feridas,
no terceiro més. Quanto as dilui¢Bes injetadas, notou-se clinica e histo-
logicamente uma necrose tecidual proporcional ao grau de concentra-
¢ao (0,5; 0,1; e 0,05 mg/ml), que n&o foi observada na concentragéo de
0,01mg/ml. Conclusédo: A Mitomicina C usada topicamente em feridas
cirGrgicas em ratos retarda seu processo de cicatrizagdo até a 42 semana.
Na 122 semana este processo se equaliza. Quando usada
intradermicamente, causa necrose tecidual apenas em concentracdes
elevadas. Estas caracteristicas da Mitomicina C podem ser usadas, em
otorrinolaringologia, como coadjuvante no tratamento de estenoses do
meato acustico externo, imperfuracfes coanais, sinéquias nasais, estenoses
laringeas e queldides.
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Summary

Aim: The proven ability of Mitomycin-C of inhibiting
fibroblasts in vitro, has stimulated its use in research animals and
in humans to control healing. The objective of this prospective
experimental study was to follow the healing process of surgical
wounds in the dorsum of rats treated topically with Mitomycin-
C. It also evaluates the skin response to injections of different
concentrations of this drug. Study design: Experimental. Material
and Method: Two distinct surgical wounds were made to the
dorsum of ten adult rats, one of them received topical Mitomycin-
C diluted at 0.5 mg/mL during 5 minutes and the other wound
was used as a control. Three other rats were submitted to
intradermal injections of Mitomycin C at different concentrations.
The healing process of all three groups of rats was followed
clinically and histologically after sacrificing the rats at different
post-treatment periods. The degree of fibrosis was evaluated
histologically by two distinct pathologists. Results: Surgical
wounds treated with Mitomycin-C presented delayed healing
when compared to the untreated wounds, with remission of scabs
7 days after the control wounds. Histological analysis at one
month post-treatment revealed a significant reduction in fibrosis
of the wounds treated with Mitomycin-C when compared to the
untreated wounds. After the third month the degree of fibrosis
was comparable in both wounds. As for the injected dilutions,
clinical and histological necrosis was proportional to the
concentration (0.5; 0.1; and 0.05 mg/ml). The only concentration
at which no necrosis was observed was 0.01 mg/ml. Conclusion:
Topical Mitomycin-C delays the healing of surgical wounds in
rats up to the forth week following treatment, but the degree of
fibrosis is comparable in both wounds after 12 weeks. Its
intradermal use cased necrosis only at high concentrations. In
otolaryngology this characteristic of the drug may be useful in
the treatment of external ear canal stenosis, coanal atresias, nasal
cicatricial stenosis, laryngeal stenosis and keloids.
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INTRODUCAO

A cirurgia otorrinolaringoldgica, primordialmente
cavitéria, se depara, freqlientemente, com suas estenoses e
sinéquias, quer congénitas, quer adquiridas, principalmente
iatrogenicamente. Mesmo frente a uma técnica cirargica
adequada, a recidiva nestes casos é incomodamente fre-
glente. Varios processos coadjuvantes a cirurgia sdo tenta-
dos no sentido de minimizar este problema, como o uso de
medicamentos e beta-terapia, e nem sempre com resulta-
dos satisfatorios. Nestes casos, uma possibilidade promisso-
ra é o uso tépico da Mitomicina C, que ja vem sendo usada
por colegas, de modo empirico, em todo 0 mundo. Esta
droga € um antibiético isolado do Streptomyces caespitosus
por Wakaki et al. em 1958. Apresenta-se sob a forma de
cristais azul-violeta, tem peso molecular de 334 e é soltvel
em agua e solventes organicos. Sua molécula possui trés
grupos reconhecidamente carcinostaticos: um anel de
aziridina, o grupo quinona e o grupo octano. (Figura 1). E
comumente usada como quimioterdpico, em aplicacBes
endovenosas, para tratamento de corioepitelioma, sarcoma
de células reticulares, seminoma e tumores epiteliais, além
de tumores da cavidade bucal, pulm@es, intestino, pancre-
as e estbmago. Também, em alguns casos, € usada em
tratamento anti-neoplésico por contato, principalmente em
tumores da bexiga?3. Como efeitos colaterais graves, no-
tou-se aplasias medulares em doses endovenosas acima
de 50mg e necroses teciduais locais quando do
extravasamento da droga no subcutaneo. Vérios trabalhos
na literatura demonstram sua eficacia como inibidor do cres-
cimento tumoral, pela sua acdo direta sobre o DNA. Traba-
lhos in vitro demonstram sua capacidade de inibicdo de
fibroblastos* e esta caracteristica determinou, ap6és estudos
experimentais em animais®¢, o inicio de seu uso em oftal-
mologia para o controle da recidiva nas cirurgias do pterigeo
e do glaucoma’®®. Raros trabalhos na area da otorrinolarin-
gologia foram feitos, apenas experimentalmente, em ani-
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Figura 1. Molécula da Mitomicina C

mais, para observar cicatrizagdes de traumas laringeos in-
duzidos!®*, assim como para retardar a cicatrizacdo de
paracenteses da membrana timpanica, o que poderia ser
usado como alternativa para a cirurgia de colocagéo de
tubos de ventilagdo'>8. Um trabalho apresenta a possibili-
dade de seu uso tdpico, no saco endolinfatico, para trata-
mento da doenca de Méniére'®. Na area da cirurgia geral
foi estudada no sentido de inibir sinéquias intra-abdomi-
nais®®. Nenhum destes trabalhos, entretanto, sdo baseados
em estudos detalhados e em uma metodologia bem defi-
nida.

OBJETIVO

Nossa proposta foi a de estudar, em ratos, clinica e
histologicamente, o processo comparativo de cicatriza¢ao
entre duas feridas cirdrgicas, uma apenas tratada topicamente
com Mitomicina C, e o comportamento clinico e histolégico
do local de infiltragdo com concentra¢des diferentes do
medicamento.

MATERIAL E METODO

O trabalho foi realizado na Unidade de Técnica
Cirdrgica e Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Santa Casa de S&o Paulo, e os estudos histolégicos
no Departamento de Anatomia Patologica.

Foram utilizados, para se observar o comportamento
tépico do medicamento, 10 ratos adultos machos jovens, e
para avaliar as concentra¢des intradérmicas, trés fémeas,
todos da linhagem Wistar, com idades entre 180 e 210 dias
e pesos entre 355 e 400g, que foram acomodados em gaiolas
individuais no biotério da Unidade de Técnica Cirdrgica.

Sobre as feridas cirurgicas

Em cada um dos 10 ratos, no mesmo dia, usando-
se uma medida padréo (arruela) (Figura 2), foram feitas,
ap6s depilagdo e sob anestesia geral: Quetamina
(Francotar®) 10ml na concentragdo de 100mg/ml na dose
de 0,5 ml/rato e Xilasina (Rompun®) 10 ml na concen-
tracdo de 20 mg/ml na dose de 0,1 ml/rato — 2 feridas
cirargicas circulares iguais em seus dorsos (local escolhi-
do para que néo se auto ferissem) (Figura 3). A ferida
cranial foi chamada de A e a caudal de B, com tamanho
de 1 cm de didmetro, e a distancia entre elas de aproxi-
madamente 5 cm. Numa delas foi colocada, topicamente,
a Mitomicina C, na concentragdo de 0,5mg/ml, pelo tem-
po de 5 minutos. Esta concentracao foi a escolhida, pois
em uma concentragdo superior a essa haveria precipita-
¢do do medicamento e por ser a normalmente usada na
literatura, sem que se houvesse relato de qualquer tipo
de lesdo local®*!?1315, Usou-se 2 ml da droga, gotejada
sobre um pedago de gaze que recobria a ferida (Figura
4). Ap6és isso, a ferida foi lavada com 10 ml de soro
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Figura 2. Arruela sobre o dorso do rato

Figura 3. Feridas (A e B) de 1cm nos dorsos dos ratos

Figura 4. Gaze embebida de Mitomicina C sobre uma das feridas,
colocada por 5 minutos.

Figura 5. Dorso do rato com a area controle, a injetada com soro
fisiolégico e as nas diferentes concentragcoes.

— £ e -3
Figura 6. Observagao do dorso do rato, onde a ferida nao tratada
com Mitomicina C ja se apresenta fechada, ao contrario da tratada
(3 semanas)

fisiolégico corrente. A mesma conduta foi utilizada na
ferida ndo tratada com Mitomicina C, ou seja, colocacéo
de 2ml de soro fisioldgico sobre a ferida, por 5 minutos,
e posterior lavagem com 10 ml de soro fisiologico. Usa-
mos, aleatoriamente, ora as feridas craniais ora as cau-
dais para o uso da Mitomicina C, evitando com isso qual-
quer diferenca local de cicatrizacdo. Os ratos foram nu-
merados de 1 a 10, tanto nas gaiolas quanto através de
marcagdo com tinta nas respectivas caudas. Foram acom-
panhados semanalmente para uma verificacdo visual das
caracteristicas das cicatrizacdes, por dois observadores,
separadamente. Foram posteriormente sacrificados (KCI
19,1% intracardiaco, ap6s anestesia geral), quatro ratos
com 4 semanas, e seis ratos com 12 semanas, e as cica-
trizes retiradas cirurgicamente e encaminhadas para exa-
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me histologico (hematoxilina-eosina). Dois anatomopa-
tologistas experientes, que ndo tinham nog¢ao de quais
cicatrizes (se dorsais ou caudais) haviam sido tratadas
com Mitomicina C, as examinaram, separadamente, e
teceram apreciac¢des sobre seu grau de fibrose. Quando
do sacrificio dos ratos, foi colhido sangue (1 em cada 3)
para estudo hematoldgico no sentido de se averiguar
eventual distarbio hematopoiético.

Sobre as inje¢bes intradérmicas

No dorso dos trés ratos utilizados, ap6s depilacao
e sedacdo conforme descrito anteriormente, foram
escolhidas 6 regi6es. Uma serviu como controle (acima
a esquerda) e em cada uma das outras foram feitas 5
injecBes intradérmicas. A primeira (abaixo e a esquerda)
com soro fisioldgico e as restantes com concentragdes
variadas de 0,5 mg/ml (acima, no centro); 0,1 mg/mi

(abaixo, no centro); 0,05 mg/ml (acima a direita) e
0,01mg/ml. (abaixo a direita) (Figura 5). Os locais das
injecdes foram avaliados diariamente e ap6s 7 dias os
ratos foram sacrificados e os locais das inje¢des estudados
histologicamente.

RESULTADOS

Quanto ao uso tépico

A observagdo visual da velocidade de cicatriza¢do das
feridas, em todos os ratos, foi a mesma. Todas as feridas
formaram uma crosta nos dias subsequentes a operacao. Nas
ndo tratadas com Mitomicina C, estas crostas iam diminuindo
até cair por volta de 2 semanas. Nas tratadas com Mitomicina
C, as crostas demoraram neste processo por volta de 3
semanas (Figura 6). Na observacao visual das feridas, pelos
dois observadores, constatou-se uma diferenca no processo
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Figura 7. Fibrose menos acentuada na ferida tratada com Mitomicina
C (4 semanas). (100 vezes)

Figura 8. Fibrose mais acentuada na ferida ndo tratada com
Mitomicina C (4 semanas) (100 vezes)

Figura 9-10. Mesmo grau de fibrose nas feridas tratadas ou ndo com Mitomicina C (12 semanas) (100 vezes)
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Figura 11. Dorso do rato com as areas controle, injetada com soro e
nas diversas concentracdes Nota-se os diferentes graus de necrose
e o tecido normal na concentragdo de 0,01 mg/ml de Mitomicina C.

P ‘ﬁ‘r‘

Figura 12. (A) controle, auséncia de alteragdes

(100 vezes)

Quadro 1. O sinal + determina quando ambos os observadores conseguiram diferenciar as feridas tratadas das nao tratadas
com Mitomicina C, quer na observagao visual quer na histoldgica. O sinal = quando ambas as feridas se encontravam iguais.

Ratos visual.12 visual 22 visual 32 visual 42 Histol. 42 visual 122 Histol. 122
semana semana semana semana semana semana semana
1 + + + + +
2 + + + + +
3 + + + = =
4 + + + + +
5 + + + + = =
6 + + + + = =
7 + + + + = =
8 + + + + = =
9 + + + + = =
10 + + + + = =

de cicatrizacdo em todos ratos, exceto em um, até a 42
semana. Na 122 semana todas as cicatrizes se mostraram
iguais, ndo sendo possivel diferenciar as tratadas das nao
tratadas com Mitomicina C.

Nos 4 ratos sacrificados com 4 semanas observou-se,
histologicamente (hematoxilina-eosina), menor grau de
fibrose nas feridas tratadas com Mitomicina C (Figura 7) em
relagdo as feridas néo tratadas (Figura 8), exceto em 1 rato
que as apresentava iguais. Nos 6 ratos sacrificados com 12
semanas, ndo se observou, histologicamente, diferenca quanto
ao grau de fibrose nas feridas tratadas ou ndo com Mitomicina
C (Figuras 9 e 10) (Quadro 1).

Os exames de sangue dos ratos, feitos pelo laboratorio
Central da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo, foram todos
semelhantes e normais, néo se observando nenhum sinal de
aplasia medular, mesmo nos sacrificados mais precocemente.

Quanto as concentracdes injetadas

Notou-se, nos trés ratos, a partir do segundo dia,
mudanca na coloracdo das regifes injetadas com
concentracdes de 0,5; 0,1 e 0,05 mg/ml. Nas regides injetadas
com soro fisiologico, e nas com concentracdo de 0,01 mg/
ml, nada foi observado de diferente quando comparadas,
visualmente, com a regido controle. A partir deste dia, ocorreu
necrose da pele, proporcionalmente mais intensa nas regides
injetadas com concentragcdes mais elevadas, e apenas na
concentracdo de 0,01 mg/ml nenhum processo de necrose
foi observado visualmente. (Figura 11). Os ratos foram
sacrificados no 7° dia e os locais estudados histologicamente
(hematoxilina-eosina-100 vezes). Os mesmos achados
(necrose proporcional as concentracdes) foram observados,
sendo gque na concentracdo de 0,01 mg/ml ndo se observou,
a microscopia, qualquer lesao tecidual, resultado comparavel
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Figura 13. (B) soro fisiolégico, erosdo superficial do epitélio em
reparacao ou ja reparada (picada da agulha) (100 vezes)

Figura 14. (C), 0,5, extensa necrose da epidreme e derme, por
vezes até a tela subcutanea, com acimulos de piécitos, com discreta

proliferagao de tecido conjuntivo fibroso, com destruicédo dos anexos
epidérmicos (100 vezes)

Figura 15. (D)
exsudato de pidcitos, também mais discreto do que em C, com
processo inflamatério importante e anexos epidérmicos mantidos.
Homogeneizacdo do tecido colageno (100 vezes)

Figura 16. (E) 0,05, necrose da
do que em D, com escasso exsudato de pidcitos e anexos
epidérmicos mantidos (100 vezes)

aos das regides controle e da injecdo de soro fisiolégico.
(Figuras 12-17)

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A Mitomicina C, ja usada ha um bom tempo como
quimioterapico, tanto endovenosamente como topicamente,
mostra caracteristicas de inibidora de fibroblastos, in vitro, o
que a levou a ser usada principalmente em oftalmologia, no
sentido de inibir o processo cicatricial. Em cirurgias de pterigio
e glaucoma, vem mostrando resultados muito bons, inibin-
do suas recidivas. Alguns trabalhos, principalmente experi-
mentais, tém sido realizados na area da otorrinolaringologia,
mas sem uma metodologia determinada e uniforme.

Quanto ao seu uso topico
A Mitomicina C na concentracdo de 0,5 mg/ml ndo
traz nenhum comprometimento do local onde foi
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topicamente usada. A cicatrizacio da ferida onde a Mitomicina
C foi colocada é mais lenta (queda das crostas com 21 dias)
que a observada nas feridas ndo tratadas (queda das crostas
com 14 dias). A cicatrizacdo é retardada nas feridas tratadas
com Mitomicina C até o primeiro més, sendo que, neste
periodo, a observagdo semanal constatou, por dois
observadores separadamente, qual das feridas havia sido
tratada com o medicamento. Na 42 semana ainda se notava
diferenca de cicatrizacao das feridas em todos os ratos, menos
em um, onde os dois observadores nao as distinguiram. Na
observacdo com 12 semanas néo foi constatada nenhuma
diferenga visual entre as feridas tratadas e as ndo tratadas
com Mitomicina C. Elas se completaram aparentemente do
mesmo modo. O estudo histoldgico das cicatrizes mostra,
inicialmente (4 semanas), uma diminui¢do da fibrose nas
feridas tratadas com Mitomicina C, em compara¢do com as
ndo tratadas. Posteriormente, esta fibrose se iguala em ambas
as feridas. Portanto, existe um retardo na cicatrizagdo, mas
ndo uma inibigéo final do grau de fibrose.

A avaliacdo das caracteristicas histologicas cicatriciais
das feridas foi feita por dois observadores (anatomopatolo-
gistas experientes) independentemente, e aleatoriamente.
Os resultados obtidos foram iguais em todos o0s casos, o que
demonstra o acerto nas observacoes.

Os hemogramas dos ratos se mostraram normais, o
gue comprova que o efeito tdxico que a Mitomicina C tem
sobre o tecido hematopoiético, quando usada endovenosa-
mente e em grandes quantidades, ndo se faz presente nes-
tas pequenas quantidades e usada topicamente.

Quanto ao seu uso injetavel

A injecdo intradérmica da Mitomicina C ndo é usada
clinicamente pois é descrito que, quando do tratamento
quimioterdpico endovenoso de tumores, se a solucao
extravasar para os tecidos, ocorre necrose local. Esta parte
do trabalho visou esclarecer qual a maior concentracdo em
gue a necrose ndo ocorre.

Observamos, nos trés ratos que, na concentragao
usadas topicamente de 0,5 mg/ml, quando injetada
intradermicamente, ocorre importante necrose local, que
ainda se apresenta intensa na concentracdo de 0,1 mg/ml, e
menos evidente na de 0,05 mg/ml. Na concentragdo de
0,01 mg/ml nada se observou de diferente do que ocorre
nas injecBes de soro fisioldgico ou na pele normal. Cremos
gue nesta concentracdo a droga surta algum efeito inibitorio
de fibroplasto, mas sem danificar os tecidos. Esta caracteristica
pode ser valiosa para a complementag&o injetavel de feridas
cirargicas tratadas inicialmente com Mitomicina C tOpica.

Dadas estas caracteristicas, cremos que a Mitomicina
C pode ser usada, como coadjuvante, em toda cirurgia onde
a contencao cicatricial se faz necessaria, como estenoses e
sinéquias. Ressaltamos que apds 3 meses parece haver uma
igualdade no processo cicatricial, o que prejudicaria esta
indicacdo, sendo talvez necessario uma complementacao

com o medicamento injetavel. Assim, poderia ter uso em
otorrinolaringologia nas estenoses do meato acustico externo
e laringeas, nas sinéquias nasais, nas imperfuragdes coanais,
na permeabilidade dos Gstios dos seios da face, etc. Em
cirurgia geral, na inibicao de queldides, e quaisquer sinéquias
Ou estenoses.

CONCLUSOES

. A Mitomicina C ndo é toxica para ratos na concentracao
de 5mg/ml, se usada topicamente em feridas cirargicas
por 5 minutos e posteriormente lavada com soro
fisiolégico.

. A Mitomicina C tdpica, nesta concentragdo, retarda a
velocidade do processo cicatricial em feridas cirdrgicas
em dorsos de ratos.

. A Mitomicina C tépica, nesta concentracdo, inibe,
histologicamente, nas 4 primeiras semanas 0 processo de
fibrose das cicatrizes cirdrgicas em dorsos de ratos.

. O uso topico da Mitomicina C na concentrac¢do de 0,5
mg/ml ndo produz efeito na cicatrizagio de feridas em
dorso de ratos apds 12 semanas.

. A Mitomicina C ndo provoca necrose tecidual quando injetada
na concentracdo de 0,01 mg/ml na pele de dorso de ratos.
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