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RESUMO

Objetivo: Avaliar o epitélio ciliar interno (ECI) do corpo ciliar apds
aplicaciode mitomicina C(MMC) sobretalho escleral, em animais tratados
com dois tipos de inibidores da produ¢ao do humor aquoso. Métodos:
Foram estudados ambos os olhos de 16 coelhos divididos em 4 grupos
experimentais. Foi realizado retalho escleral em todos os olhos dos animais,
mas apenas os olhos direitos (OD) receberam MMC. No grupo 1 (G1) nao
houve tratamento prévio. Nos grupos G2 e G4 foi administrada acetazolamida
enos grupos G3 e G4 maleato de timolol. O ECI foi examinado a microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Os olhos esquerdos formaram os grupos
controle. Resultados: Em todos os grupos exceto no Gl OE, foram
observadas: retragdo das células e/ou alargamento entre invaginagdes,
mitocOndrias com rarefacgdo, vesiculas claras e corpos densos. A membra-
na limitante interna estava espessada, descontinua ou descolada em todos
grupos exceto G1 OE e G2 OE. Foi observada liberacdo de material
citoplasmatico apenas nos grupos tratados com inibidores da produgao de
humor aquoso. Conclusdes: 1- MMC, acetazolamida e maleato de timolol
causaram alteracdes morfoldgicas no epitélio ciliar mesmo usados isolada-
mente. 2- A associacdo MMC e acetazolamida causou mais alteragdes do
que a acetazolamida isoladamente, mas nao mais do que a MMC isolada-
mente. 3- Nas demais associacdes as alteragdes foram semelhantes.

Descritores: Corpo ciliar/efeitos de drogas; Corpo ciliar/ultraestrutura; Mitomicina/toxidade;
Microscopia eletrénica de transmissdo; Acetazolamida/uso terapéutico; Timolol/uso
terapéutico; Coelhos

INTRODUCAO

O glaucoma € apontado como a 2% causa de cegueira no mundo” e €
responsdvel por aproximadamente 8,5% das consultas de pacientes ao
oftalmologista nos Estados Unidos da América®. O nimero de pacientes
portadores de glaucoma no mundo deverd crescer de 60,5 milhdes para 79,6
milhdes em 2020V, No Brasil, ha pelo menos 900.000 portadores de glauco-
ma, dos quais 720.000 sdo assintomadticos®.

Apesar do tratamento clinico ser a primeira indica¢do para a maioria dos
pacientes portadores de glaucoma, muitos pacientes necessitam de cirurgia
para o controle da doenga. A trabeculectomia tem sido a cirurgia mais uti-
lizada para o tratamento cirdrgico do glaucoma. No entanto, seu sucesso €
muito limitado em portadores de uveite®, pacientes submetidos a trabecu-
lectomia prévia®, glaucoma neovascular®, glaucoma pds trauma”, glauco-
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ma congénito®, infantil ou juvenil®, glaucoma do aficico” e

glaucoma pseudofacico". Para aumentar o sucesso das cirur-

gias anti-glaucomatosas, Chen em 19839% preconizou a utiliza-

¢do da mitomicina C (MMC) por seu efeito antiproliferativo. A

partir desta data, a MMC foi e estd sendo amplamente utilizada

ndo s6 em trabeculectomias, mas também em outras cirurgias
anti-glaucomatosas.

A utilizagdo da MMC em cirurgias antiglaucomatosas
pode no entanto, estar associada a varias complicacdes, como
hipotonia*'9, descolamento de cor6ide!'®, endoftalmite”,
atalamia® e hemorragia retiniana®.

A incidéncia de hipotonia em trabeculectomias com uso de
MMC varia na literatura de 20% a 42%"3'%.

Entre as causas de hipotonia pds-trabeculectomia associadas
a MMC, estd a inibi¢do excessiva da cicatrizacdo, levando ao
excesso de filtracdo e também a toxicidade ao epitélio ciliar®.

Em 1985 foi descrita a “Sindrome da hipotonia e descola-
mento ciliocoroidal secunddrios a supressd@o farmacoldgica
do humor aquoso ap6s trabeculectomia” sem uso de MMC em
pacientes que usaram previamente timolol e ou acetazola-
mida®" que aponta a “sensibilizacdo” prévia do epitélio ciliar
por inibidores de producdo do humor aquoso como causa
desta hipotonia tardia pds trabeculectomia. Desta forma, pen-
samos que altera¢des morfoldgicas do epitélio ciliar causadas
pela MMC, jé descritas®*?>2, poderiam se intensificar com
esta “sensibilizac@o” prévia por inibidores de produgdo do
humor aquoso e potencialmente ser mais uma causa de hipoto-
nia ou agrava-la.

Os objetivos deste trabalho foram:

1) Verificar as possiveis alteracdes no epitélio ciliar interno,
ap6s aplicacdo de MMC a 0,5 mg/ml sob retalho escleral
em animais submetidos ao tratamento com dois tipos de
inibidores da producdo do humor aquoso;

2) Correlacionar as alteragdes encontradas no epitélio ciliar in-
terno entre grupos submetidos ao tratamento com inibidores
de produg@o do humor aquoso + MMC e apenas a MMC;

3) Comparar as alteracdes encontradas no epitélio ciliar inter-
no entre os dois diferentes tipos de inibidores de producio
do humor aquoso.

METODOS

Foi realizado estudo experimental, randomizado, controla-
do e intervencionista, aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu -
UNESP (Protocolo n®262).

Foram utilizados 16 coelhos albinos, sadios, com peso
médio de 3.594 kg, da raca Norfolk divididos em 4 grupos
experimentais, os quais se diferenciaram pelo tratamento a que
foram submetidos.

Grupo 1 (G1): Formado por 4 coelhos que tiveram o olho
direito (OD) submetido a realiza¢do de retalho escleral e apli-
cagdo de 0,1 ml de MMC na concentragdo de 0,5 mg/ml e olho
esquerdo (OE) submetido apenas ao retalho escleral.
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Grupo 2 (G2): Formado por 4 coelhos que foram tratados
com acetazolamida durante 2 meses - 1 més antes e 1 més
depois da cirurgia (retalho escleral) e que tiveram o OD subme-
tido a realizacdo de retalho escleral e aplicacdo de 0,1 ml de
MMC na concentracio de 0,5 mg/ml e OE submetido apenas
ao retalho escleral.

Grupo 3 (G3): Formado por 4 coelhos que foram tratados
com maleato de timolol 0,5% colirio durante 2 meses - 1 més
antes e 1 més depois da cirurgia (retalho escleral) e que tive-
ram o OD submetido a realizacdo de retalho escleral e aplica-
¢do de 0,1 ml de MMC na concentracdo de 0,5 mg/ml e OE
submetido apenas ao retalho escleral.

Grupo 4 (G4): Formado por 4 coelhos que foram tratados
com acetazolamida e maleato de timolol 0,5% durante 2 meses
- 1 més antes e 1 més depois da cirurgia (retalho escleral) e que
tiveram o OD submetido a realizacdo de retalho escleral e
aplicacdo de 0,1 ml de MMC na concentra¢do de 0,5 mg/ml e
OE submetido apenas ao retalho escleral.

Os OE dos animais formaram os grupos controle.

Em cada grupo foi estudado o epitélio ciliar interno (volta-
do para a cAmara anterior) a microscopia eletronica de trans-
missdo (MET), 30 dias apds a cirurgia de retalho escleral.

Ap0s sorteio e identificagdo, cada animal foi anestesiado com
pentobarbital sédico a 4% na dose de 1 ml/kg injetado na veia
marginal da orelha com agulha 25 x 7 (G22) e seringa de 10 ml.
Também foi realizada anestesia tépica com colirio de tetra-
cafna (colirio Anestésico® - Allergan), na dose de 1 gota, no
fundo de saco imediatamente antes da cirurgia e quando havia
rea¢do do animal.

A cirurgia a que ambos os olhos de todos os animais foram
submetidos, foi a de retalho escleral sem realizag@o de proce-
dimento filtrante. Apds assepsia local com polivinil pirroli-
dona iodo em solugdo aquosa 10% e sob microscopio cirdr-
gico com aumento de 10 vezes, foi realizada fixagdo das palpe-
bras superior e inferior com fio de seda 4-0. Foi realizada
retopexia do reto superior com seda 4-0 e o olho foi tracionado
para baixo expondo a drea cirudrgica entre o reto superior e o
reto lateral. Realizou-se abertura conjuntivo-tenoniana de
base fornice e retalho escleral quadrado com 3 mm de lado, de
meia espessura escleral delaminado com bisturi 1dmina 15.
Quando havia perfuracio escleral o animal era excluido do
experimento. Nao foi utilizado cautério. Nos OD de todos os
grupos foi colocado sob o retalho escleral por 5 minutos, um
fragmento triangular de esponja de Weck® (Vistatek) medindo
15 mm de lado e 4 mm de base embebido em 0,1 ml de MMC na
concentracdo de 0,5 mg/ml, seguido de irrigacdo com 20 ml de
solucdo de cloreto de sédio a 0,9 mg/ml.

O retalho escleral e a conjuntiva foram reposicionados sem
suturas.

Os animais dos grupos G3 e G4 receberam uma gota de
colirio de Maleato de timolol® 0,5% (Allergan) de 12 em 12
horas durante 60 dias (30 dias antes da realizac¢do do retalho
escleral e 30 dias depois).

Os animais dos grupos G2 e G4 receberam um comprimido
de 45 mg de acetazolamida por dia durante 60 dias (30 dias
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antes da realizacdo do retalho escleral e 30 dias apds). O
comprimido foi diluido em 5 ml de d4gua destilada e introduzido
pela orofaringe por meio de uma seringa descartdvel de 10 ml
conectada a uma canula plastica maledvel com diametro de 1/2
polegada e com 15 cm de comprimento.

Foi feita observacdo clinica dos olhos sob microscépio
cirdrgico nos: 12, 79, 152 e 30° dias pds-operatérios. Nenhum
dos olhos apresentou alteracdo significativa.

Ap6s o sacrificio do animal (30 dias apds a cirurgia) com dose
letal de pentobarbital sédico (2ml/kg) na veia marginal da orelha,
os bulbos oculares foram enucleados, seccionados no equador e
ametade anterior foi imersa em solucao de glutaraldeido 2,5% em
tampao fosfato (0,1 M - pH 7,3), por 2 dias. Ap6s esse periodo,
corpo ciliar e {ris foram separados da esclera e foram recortados
fragmentos da ““pars plicata” de 1 x 1 mm, obtidos da regido sob o
retalho escleral. Os fragmentos foram processados para MET
conforme padronizagdo do Laboratdrio de Microscopia Eletroni-
ca do Instituto de Biociéncias - UNESP - Botucatu.

Todos os espécimes foram documentados por meio de
elétron-micrografias, utilizando-se filme Ektacrome Kodak e
papel fotografico Kodacrome RC Print F3 Kodak. A leitura das
fotos foi feita por dois examinadores que ndo sabiam a que
grupos os olhos pertenciam.

RESULTADOS

Grupo 1
. OE controle (Figura 1)

Os olhos esquerdos (OE) dos animais do G1 (submetidos
apenas a realizag¢ao do retalho escleral) apresentaram epitélio
ciliar interno formado por camada tnica de c€lulas regulares e
cuboides recoberta por membrana limitante interna continua de
espessura regular que ndo acompanhou as invaginacdes da
membrana plasmadtica basal. A membrana plasmética nas faces
laterais, apresentou numerosas invaginagdes imbricadas com
as das células vizinhas. No citoplasma foi observado grande
nimero de mitocondrias alongadas ou arredondadas localiza-
das ao redor do nucleo e na parte basal da célula, proximas as
invaginagdes. Foram observadas algumas mitocOndrias com
figuras de mielina no seu interior. Ainda no citoplasma foram
observados: reticulo endoplasmatico rugoso, reticulo endo-
plasmético liso, complexos de Golgi, ribossomos livres. Vesi-
culas claras, corpos densos e figuras de mielina também esta-
vam presentes em pequena quantidade. O nicleo era arredon-
dado, de contorno regular com discretas chanfraduras.

, OD - MMC (Figura 2)

Os olhos direitos (OD) dos animais de G1 (submetidos a
realizacdo de retalho escleral e aplicacdo de MMC) apresenta-
ram a membrana limitante interna com espessamento focal e ou
descontinuidade. Foi também observado pequeno acimulo de
material eletrondenso de tamanho variado externo a membrana
basal. Algumas células do epitélio ciliar interno apresentaram-
se retraidas com diminui¢do das invaginag¢des e outras com

alargamento dos espacos intercelulares. As mitocOndrias
mostraram grandes dreas de rarefacdo da matriz, aumento de
volume, vacuolos de digestdo e figuras de mielina (em maior
quantidade que OE). Corpos densos e vesiculas claras esta-
vam presentes em maior quantidade do que no OE (controle).

Grupo 2
* OE - Acetazolamida (Figura 3)

Nos olhos deste grupo observou-se diminui¢iao do volume
celular (retragdo) mas ndo foram observadas alteragdes da
membrana limitante interna. No citoplasma foram observadas
mitocdndrias com dreas de rarefacdo e figuras de mielina,
porém mais preservadas do que as de OD de G1 (MMC).

Foram observados vacuolos de autofagia, vesiculas claras,
corpos densos e também liberacdo de material citoplasmatico.

. OD - Acetazolamida + MMC (Figura 4)

Nos olhos deste grupo a membrana limitante interna apre-
sentou-se descontinua e/ou espessada, mas nao foi observa-
da retracdo celular. Havia alargamento entre as invaginagdes
da membrana plasmadtica basal. As mitocdndrias apresentaram
rarefacdo da matriz e figuras de mielina, semelhantes as de OE
deste grupo. Também foram observadas vesiculas claras, cor-
pos densos e libera¢do de material citoplasmatico.

Grupo 3
, OE - Maleato do timolol (Figura 5)

Nos olhos deste grupo observaram-se células com aspec-
to retraido e membrana limitante interna descolada e floculada.
Foram observados também: alargamento e diminui¢do das in-
vaginagdes, assim como figuras de mielina entre invagina-
¢oes. As mitocOndrias apresentaram rarefacdo e figuras de
mielina no seu interior.

No citoplasma observaram-se corpos densos e vesiculas
claras em grande quantidade. Foi observada liberacdo de ma-
terial citoplasmatico.

, OD - Maleato de timolol + MMC (Figura 6)

Foram observadas células de aspecto retraido e com dimi-
nuicdo das invaginagdes.

A membrana limitante interna estava descontinua e apre-
sentava dreas de espessamento. As mitocOndrias apresenta-
ram rarefagdo da matriz e figuras de mielina em seu interior
(semelhante a OE).

Foi também observada liberacdo de material citoplasma-
tico, vesiculas claras e corpos densos.

Grupo 4
* OE - Acetazolamida + Maleato de timolol (Figura 7)

Neste grupo havia células com aspecto retraido. A mem-
brana limitante interna apresentou-se irregular, isto €, com
areas mais densas alternadas com areas mais rarefeitas e com
descolamento de pedacos. A membrana plasmatica basal apre-

sentou diminui¢do das invaginagdes.
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Figura 1 - Eletron-micrografia de epltelno ciliar de G1 OE. A= Célula regular cubonde reticulo endoplasmatlco rugoso (rer), vesncula clara (VC),
corpo denso (CD) e mitocondria (M) (aumento original X 31500); B= Invaginacées () e membrana limitante interna (MLI) continua, regular, que
nao acompanha as invaginacdes (aumento original X 42000).

Figura 2 - Eletron m|crograf|a de epitélio ciliar de G1 OD A= Célula do epitélio ciliar interno (ECI) retraida, mitoncéndrias (M) com grandes areas
de rarefacéo e reticulo endoplasmatico rugoso (rer) sem alteracées (aumento original X 9750); B= Mitocondrias (M) rarefeitas com aumento de
volume e figura de mielina (seta) (aumento original X 23000).

Grande quantidade de mitocondrias apresentaram aspecto * OD - Acetazolamida + Maleato de timolol + MMC (Figura 8)
edemaciado, rarefagﬁo da matriz e figuras de mielina em seu Neste grupo também havia retragdo e amembrana limitante
interior. Foram ainda observados: corpos densos, vesiculas interna mostrou-se descontinua e com actimulo de material
claras e liberacao de material citoplasmadtico. eletron-denso de varios tamanhos externo a ela. As invagi-
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. > .
Figura 3 - Eletron-micrografia de epitélio ciliar de G2 OE. A= Célula de epitélio ciliar interno (ECI) com diminuicdo de volume e interdigitacoes
() com alargamento (seta) (aumento original X 4350); B= Vacuolo de autofagia (seta), vesiculas claras (VC) e mitocondrias (M) com rarefacao
(aumento original X 13250).

Figura 5 - Eletron-micrografia de epitélio ciliar de G3 OE. Célula do
- epitélio ciliar interno com membrana limitante interna (MLI) descolada
Figura 4 - Eletron-micrografia de epitélio ciliar de G2 OD. Célula do e floculada, mitocondrias (M) rarefeitas (aumento original X 17000).
epitélio ciliar interno com membrana limitante interna (MLI) descontinua
e espessada, corpos densos (CD) e vesiculas claras (VC) (aumento
original X 42000).

A tabela 1 apresenta um resumo das altera¢des ultra-estru-

turais observadas nos diferentes grupos experimentais.
nacdes da membrana plasmdtica basal apresentaram-se alar-
gadas. As mitocOndrias apresentaram rarefacdo da matriz e

A o e DISCUSSAO
figuras de mielina em seu interior.
No citoplasma foram observados corpos densos, vesi- A hipotonia pés-operatéria prolongada tem sido freqiiente
culas claras e vactolos de autofagia. Foi também observada  complica¢do em cirurgias antiglaucomatosas associadas a utili-
liberacdo de material citoplasmatico. zagdo de MMC™9, No entanto, até o presente momento, as
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Figura 6 - Eletron-micrografia de epitélio ciliar de G3 OD. A= Célula do epitélio ciliar interno com membrana limitante interna (MLI) de aspecto
irregular, mitocéndria (M) (aumento original X 23000); B= Liberacao de material citoplasmatico (seta) para camara posterior, vesicula clara (VC)
(aumento original X 13250).

(aumento original X 23000). B: Membrana limitante interna descolada (seta) e mitocondria (M) rarefeita (aumento original X 17000).

causas da hipotonia ndo estdo bem esclarecidas. Uma das cau-
sas presumidas € o aumento da facilidade de saida do humor
aquoso, ja que foram observadas hipocelularidade subcon-
juntival e escleral em pacientes que apresentaram hipotonia
persistente e que foram submetidos a revisdo da bolha fil-
trante®>?®. No entanto, estudos com MET tém demonstrado
efeito toxico da MMC no epitélio ciliar de coelhos?*-2224-25273D
ratos®? e também em humanos®. Sendo assim, uma das possi-
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veis causas de hipotonia poderia ser a hipoproducao do humor
aquoso, decorrente da toxicidade causada ao epitélio ciliar.

Foi demonstrado que o uso prévio de inibidores da produ-
¢20 do humor aquoso pode levar a “sensibilizacao” do epitélio
ciliar, causando hipotonia em pacientes submetidos a trabecu-
lectomia e foi dado o nome de “Sindrome da hipotonia secun-
ddria a supressdo farmacoldgica do humor aquoso” a este
quadro®".
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e, -

Figura 8 - Eletron-micrografia de epitélio ciliar de G4 OD. A= Célula do epitélio ciliar interno com membrana limitante interna (MLI) descontinua,

mitocondria (M) rarefeita (aumento original X 23000); B= Material eletrodenso préximo a membrana limitante interna (seta) (aumento original X 17000).

Tabela 1 - Alteracdes ultra-estruturais observadas no epitélio ciliar de olhos de coelhos albinos que formaram os diferentes
grupos experimentais
G1 G3 G4
oD OE oD OE ob  OE ob  OE
Retracao celular + - - + + + + +
Alteracoes de MLI ++ - ++ - + i e ++
E de mitocondria ++ - - - - - - T+
R de mitocondria -t = + + + + + ++
Figuras de mielina ++ + + + + + + ++
Corpos densos ++ + + + + + + 4
Vesiculas claras ++ + + + + ++ + +
Vacuolo de auto ++ - + 4 = - + -
Liberagao de MC - - +++ +++ + + ++ ++
Mat. eletrondenso + - - - = o ++ -
MLI= Membrana limitante interna; E= Edema; R= Rarefa¢cdo; MC= Material citoplasmatico; G1 (Grupo 1)= MMC no olho direito; G2 (Grupo 2)= MMC no olho direito +
acetazolamida; G3 (Grupo 3)= MMC no olho direito + maleato de timolol; G4 (Grupo 4)= MMC no olho direito + acetazolamda + maleato de timolol

Assim utilizando tratamento prévio com os inibidores da
producdo do humor aquoso: acetazolamida e maleato de
timolol, tentou-se verificar se a “sensibilizacdo” causaria alte-
racdes morfoldgicas do epitélio ciliar interno que potenciali-
zassem as da MMC.

Apesar de o mecanismo intimo de acdo do maleato de
timolol ndo estar até hoje totalmente esclarecido, a literatura
aponta como seu principal mecanismo de acdo a reducdo da
produgio do humor aquoso®?. Do ponto de vista morfoldgico
foram descritas alteragdes do corpo ciliar de macacos Cyno-
molgus a MET, apds tratamento com 180 microgramas de
maleato de timolol por via tépica, com seguimento que variou
de 2,7 a 7,4 meses, que incluiram: estreitamento de vasos

estromais, espessamento da membrana basal do epitélio
pigmentar, poucas invaginacdes basolaterais no epitélio pig-
mentado e ndo pigmentado, afinamento do epitélio ndo pig-
mentado com mitocondrias pequenas, granulos pigmentados
e fagolisossomos grandes®®.

A acetazolamida age reduzindo a produc@o do humor
aquoso por meio da enzima anidrase carbdnica®. A presenca
da anidrase carbdnica no epitélio ciliar de coelhos foi descrita
em 1981, & microscopia eletronica, tendo sido observada nas
membranas celular lateral e apical do epitélio ciliar ndo pig-
mentado®®. No entanto ndo foram encontradas na literatura
referéncias a estudos do epitélio ciliar a MET, apds utilizagao
da acetazolamida, que pudessem assim correlacionar a dimi-
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nui¢do de produg@o do humor aquoso com alteragdes morfo-
légicas.

No presente estudo, foi observada retragdo e/ou alarga-
mento entre as invaginacdes das células do epitélio ciliar
interno de todos os grupos, exceto do controle (OE de G1),
devendo-se destacar no entanto que esta retragdo foi focal,
ndo ocorrendo em todas as células, nem em todos os animais
dos grupos.

Alteracdes do epitélio ciliar interno a MET pés uso de MMC
ja foram descritas previamente na literatura tanto em coe-
Thos0:22:24-23.27-2830) © ratos®? quanto em humanos®. Nos estu-
dos realizados em animais, ndo houve tratamento prévio com
nenhuma droga exceto o uso operatério da MMC. No caso
humano, de uma paciente feminina de 78 anos, com glaucoma
primdrio de angulo aberto submetida a trabeculectomia com
MMC que faleceu logo apds a cirurgia, havia utilizacao prévia
de maleato de timolol, além de outras drogas (pilocarpina e 5-
fluorouracil)®.

As alteragdes observadas & MET nos olhos submetidos a
realizagdo de retalho escleral e aplicagdo de MMC (G1-OD)
incluiram: retracdo de células, irregularidades da membrana
limitante interna, edema de mitocOndrias, vaciolos de auto-
fagia, aumento de vesiculas claras, alargamento dos espagos
intercelulares, corpos de mielina e corpos densos. Estas alte-
ragdes estdo de acordo com alteragdes descritas anteriormen-
te. Em coelhos chinchila pigmentados, aplicando MMC por
via epiescleral durante 5 minutos em diferentes concentragdes
(0,05 mg/ml; 0,2 mg/ml e 1mg/ml), foram observaram a MET
edema de mitocOndrias e vactiolos perinucleares®. Neste
trabalho os autores ndo descreveram, no entanto, alteracdes
da membrana limitante interna e alargamento dos espacos
intercelulares. Encontraram, além das alteracdes acima descri-
tas, material eletron-denso préximo ao reticulo endoplasma-
tico rugoso. O trabalho, no entanto, ndo se refere a extensao
das alterag¢des e a nimero de animais que apresentaram altera-
¢oes, que parece ser apenas um. Em coelhos ndo pigmentados
(neozelandeses), foi descrito 8 MET do epitélio ndo pigmen-
tado: marcada vacuolizagdo, edema e rarefacdo de mitocon-
drias e alargamento dos espacos intercelulares e alteragdes da
membrana limitante interna®. Utilizando MMC pela via sub-
conjuntival também em coelhos ndo pigmentados (neozelande-
ses) outro estudo observou afinamento da membrana limitante
interna, além de vaciolos e expansdes dos espacos intercelu-
lares mas ndo descreveu alteragdes de mitocondrias®”. Ainda
em coelhos, 28 dias ap6s aplicacdo da MMC 0,4%, outros s6
encontraram edema mitocondrial e vactolos no epitélio ciliar
ndo pigmentado®®.

Os trabalhos da literatura acima referidos ndo comentam a
presenca de corpos mielinicos observados no grupo experi-
mental (G1-OD) submetido a aplicagdo de MMC). Mas os
mesmos foram descritos nas mitocondrias de coelhos
pigmentados com utilizagdo de MMC 0,2 mg/ml por via epies-
cleral®®, A presenca de corpos mielinicos ndo pode, no
entanto, ser atribuida totalmente a acdo da MMC, ja que os
olhos controle também os apresentaram em menor quantidade.
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Os resultados do presente trabalho com a aplicagdo de
MMC sao, portanto, semelhantes aos descritos na literatura
existente, exceto por algumas particularidades que provavel-
mente ocorreram por diferengas metodolégicas nem sempre
descritas nos trabalhos.

Os olhos do grupo G2, isto €, submetidos a tratamento
prévio com acetazolamida durante 60 dias, apresentaram alte-
ragdes que foram semelhantes entre os OD (com MMC) e OE
sem (MMC), exceto quanto a irregularidade da membrana
limitante interna que s6 ocorreu nos olhos submetidos tam-
bém a MMC. Os achados comuns a olhos direitos e esquerdos
deste grupo incluiram: alargamento das invaginacgdes basais,
rarefacdo da matriz mitocondrial, corpos mielinicos, vesiculas
claras, corpos densos, vactolos de autofagia e liberagcdo de
material citoplasmadtico. Estas alteracdes comuns (a OD e OE
de G2) foram semelhantes as observadas com o uso apenas da
MMC (OD de G1), exceto a liberacdo de material citoplasma-
tico. Desta forma, ndo s6 a MMC pode causar alteragdes
morfoldgicas no epitélio ciliar, mas também o uso apenas de
acetazolamida (OE de G2) que apresentou alteracdes seme-
lhantes as causadas pela MMC isoladamente. Nao foi encon-
trado na literatura nenhum estudo morfolégico a MET do
epitélio ciliar ap6s utilizagdo de acetazolamida em animais ou
humanos.

Comparando-se, no entanto, as alteracdes de OD de G2
(acetazolamida e MMC) com OE de G2 (acetazolamida), nos
OD havia mais alteracdes pois também apresentaram altera-
¢des da membrana limitante interna. Desta comparacao pode-
se deduzir que a MMC em olhos submetidos ao tratamento
prévio com acetazolamida causa mais alteragdes morfolégicas
do que a acetazolamida sozinha. A observagdo de alteracdes
morfoldgicas do epitélio ciliar interno em olhos de animais
submetidos apenas ao tratamento prévio com acetazolamida,
sugere que a “sensibiliza¢do”, proposta em 19952 pode ser
traduzida por estas alteragdes morfoldgicas.

Os olhos submetidos ao tratamento prévio com maleato de
timolol tépico (G3), durante 60 dias, apresentaram alteracdes
do epitélio ciliar interno nos OD (com MMC) que foram seme-
lhantes as observadas nos OE (sem MMC). Estas alteracdes
incluiram: células retraidas, membrana limitante interna irregu-
lar, diminuicdo e alargamento de invaginacdes, rarefacido da
matriz mitocondrial, figuras de mielina, vesiculas claras, cor-
pos densos, vacuolos de autofagia e liberacio de material
citoplasmatico.

Portanto os resultados mostraram que também o maleato
de timolol isoladamente foi capaz de levar a alteragdes morfo-
l6gicas de epitélio ciliar interno de coelhos, alteracdes estas
que poderiam ser a manifestagdo morfolégica da “sensibili-
zacdo” ja descrita®?.

As alteracdes observadas nos olhos submetidos ao trata-
mento com maleato de timolol foram semelhantes as encontra-
das em macacos® e em caes®.

No grupo 4, submetido ao tratamento com acetazolamida
em associacdo com maleato de timolol por 60 dias foram obser-
vadas alteragdes do epitélio ciliar interno semelhantes nos OD
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(com MMC) e nos OE (sem MMC). As alteragdes foram seme-
lhantes as dos demais grupos e incluiram: retracao do epitélio
ciliar interno, irregularidade da membrana limitante interna,
alargamento das invaginacdes baso-laterais, edema e rarefa-
¢ao mitocondrial, corpos de mielina, corpos densos, vaciolos
de autofagia e liberag¢do de material citoplasmaético.

A liberagdo de material citoplasmdtico observada nos OD e
OE apenas nos grupos submetidos ao tratamento com aceta-
zolamida e/ou maleato de timolol sugere que a mesma estaria
relacionada a inibi¢@o da producdo do humor aquoso.

As alteragdes observadas no epitélio ciliar interno dos
diferentes grupos, exceto o G2, foram bastante semelhantes,
ao contrdrio do que poderia se esperar com a “sensibilizacao”
prévia com inibidores de producido do humor aquoso. Como
possiveis explicacdes para este fato poderiamos apontar: o
tempo de tratamento (60 dias), por se tratar de coelhos jovens
e sauddveis ou porque as alteragdes mais intensas ocorreram
em outras partes do corpo ciliar, ndo avaliadas no presente
estudo, como vasos e nervos.

Também deve ser lembrado que as alteragdes morfoldgicas
observadas no epitélio ciliar observadas com utilizacdo de
MMC e inibidores de produgdo do humor aquoso néo signifi-
cam necessariamente hipotonia e mais estudos se fazem ne-
cessdrios para elucidar esta associagao.

CONCLUSOES

1) A MMC, a acetazolamida e o maleato de timolol causaram
alteragdes morfolégicas do epitélio ciliar mesmo usados
isoladamente.

2) A associa¢cdo MMC e acetazolamida causou mais altera-
¢oes ao epitélio ciliar interno do que a acetazolamida isola-
damente, mas ndo mais do que a MMC isoladamente.

3) A associagdo MMC e maleato de timolol ndo causou mais
alteracdes do que MMC e o maleato de timolol isoladamente.

4) A associagdo MMC, acetazolamida e maleato de timolol
ndo causou mais alteragdes do que com as drogas usadas
isoladamente.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the effects of mitomycin C (MMC) on the
internal ciliary epithelium (ICE) of the ciliary body of animals
treated with two differents aqueous humor supressants.
Methods: The eyes of sixteen Norfolk albino rabbits divided
into four experimental groups were studied. The right eyes (RE)
of the four groups received 0.1 ml of MMC (0.5 mg/ml) under the
scleral flap. The left eyes (LE) was the control group. Group 1
(G1) did not have any other treatment. To Group 2 (G2) and
Group 4 (G4) acetazolamide was administered. To Group (G3)
and Group 4 (G4) timolol maleate was administered. ICE was
examined by transmission electron microscopy (TEM). Results:
The following aspects were observed in all groups, except in G1
LE: cell shrinkage and/or enlargement of intercellular spaces,

rarefied mitochondria, clear vesicular structures and electron-
dense bodies. The internal limitant membrane showed to be
thickened, discontinued and separeted in all groups, except in
G1 LE and G2 LE. Discharge of cytoplasmatic material was
observed only in the groups treated with aqueous humor su-
pressants. Conclusions: 1) MMC, acetazolamide and timolol
maleate caused morphological alterations in the ciliary epithe-
lium even when used alone. 2) The combination of MMC and
acetazolamide caused more alterations than did isolated aceta-
zolamide, but not more than MMC alone. 3) For the other com-
binations the alterations were similar.

Keywords: Ciliary body/drug effects; Ciliary body /ultrastruc-
ture; Epithelium/drug effects Mitomycin/toxity; Microscopy,
electron, transmission; Acetazolamide/therapeutic use; Timolol/
therapeutic use; Rabbits
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