UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO

Escola Paulista de Medicina

ROGIL JOSE DE ALMEIDA TORRES

AVALIACAO DAS ANORMALIDADES PRECOCES
ESCLEROCORIORRETINIANAS OBSERVADAS EM
COELHOS HIPERCOLESTEROLEMICOS
TRATADOS COM ROSIGLITAZONA

Sao Paulo
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



ROGIL JOSE DE ALMEIDA TORRES

AVALIACAO DAS ANORMALIDADES PRECOCES
ESCLEROCORIORRETINIANAS OBSERVADAS EM
COELHOS HIPERCOLESTEROLEMICOS
TRATADOS COM ROSIGLITAZONA

Tese apresentada a Universidade Federal
de Sao Paulo, Escola Paulista de Medicina,
para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias Visuais.

Orientadora: Prof?. Dra. Cristina
Muccioli.

Coorientador: Prof. Dr. Dalton Bertolim
Précoma.

Sao Paulo



Torres, Rogil José de Almeida Torres

Avaliacao das anormalidades precoces esclerocoriorretinianas
observadas em coelhos hipercolesterolémicos tratados com
Rosiglitazona /Rogil José de Almeida Torres. -S&o Paulo, 2010.
xxii. 125f.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Sdo Paulo. Escola
Paulista de Medicina. Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias da
Viséo.

Titulo em inglés: Evalution os Early sclerochorioretinal abnormalities
in hypercholesterolemic rabbits treated with Rosiglitazone.

1.Aterosclerose. 2. Degeneragédo macular relacionada a idade.
3. Colesterol. 4. Esclera/Coroide/Retina. 5. Glitazona.



Master
Rectangle


Escola Paulista de Medicina - UNIFESP
2010
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO
ESCOLA PAULISTA DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE OFTALMLOGIA

CHEFE DO DEPARTAMENTO:

Professora Doutora Denise de Freitas

COORDENADOR DO CURSO DE POS-GRADUAGAO:

Professor Doutor Mauro Campos

ORIENTADORA:

Professora Doutora Cristina Muccioli

Universidade Federal de Sao Paulo

Escola Paulista de Medicina, Departamento de Oftalmologia, Sdo Paulo, SP —

Brasil.

COORIENTADOR:
Professor Doutor Dalton Bertolim Précoma

Pontificia Universidade Catdlica do Parana, Departamento de Cardiologia, Curitiba,
PR — Brasil.



A minha esposa, Andréa Luchini,
e as minhas filhas:
Mebaliah Luchini de Almeida Torres e

Lorraine Luchini de Almeida Torres.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Prof®. Dr®. Cristina Muccioli, que com seu
profissionalismo e competéncia inspirou-me e estimulou-me a fazer o Doutorado
na UNIFESP.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Dalton Bertolim Précoma, que tornou
possivel a realizagcao deste sonho. Sem me conhecer, acreditou no meu potencial
e forneceu todo o subsidio para a realizacédo desta pesquisa.

Ao coautor de todos os trabalhos publicados, Prof. Dr. Mauricio Maia, que
sempre esteve disponivel para ajudar-me. Por inUmeras vezes atendeu minhas
ligaces telefébnicas para me orientar.

A docente da Pés-Graduacdo da PUC-PR, Prof®. Dr?. Lucia Noronha, que
foi fundamental na elaboracdo do desenho da experimentacdo e na analise do
material histologico.

Ao Diretor do Hospital Angelina Caron, Dr. Pedro Caron, que cedeu
espaco, funcionarios e tempo de uso do seu Hospital, em Campina Grande do
Sul-PR.

A responsavel pelo Departamento de Estatistica da PUC-Pr, Prof®. Dr.
Marcia Orlandoswki, pela orientacdo e ensinamento dos principios de
bioestatistica, que foram Uteis para a analise do material coletado.

Ao responsavel pelo Departamento de Oftalmologia do Hospital Angelina
Caron, Dr. Décio Brik, que me incluiu nesta linha de pesquisa.

A Professora de Inglés, Areta Ulhana Galat, que com eficiéncia me
auxiliou nas apresentagdes do Research Days e da ARVO, assim como na
elaboragao dos artigos para as publicagdes internacionais.

A pos-graduanda em Nutricdo pela PUC-PR, Camila Prim, que auxiliou
nas diversas fases do experimento.

Aos académicos da PUC-PR, Guilherme Winter, Flavia Kaibe, Alexandra
Corporal, Leonardo Brandao Précoma, Greyce Kelly de Souza, que me
auxiliaram em todas as fases do experimento.

A UNIFESP, instituicdo da qual tenho orgulho de fazer parte, que de forma
imparcial me aceitou como aluno de pods-graduagdo. Serve de exemplo para o

Brasil de como as instituicbes deveriam funcionar, com honestidade, eficiéncia,



responsabilidade e trabalho.

Ao Prof. Dr. Alexandre Alessi, pela parceria neste experimento.

A Residéncia Médica do Instituto Penido Burnier - Campinas/SP, na
pessoa de seu dedicado preceptor, Dr. Manoel Penteado Queiroz Abreu, que foi
responsavel pela minha formacédo oftalmolégica. Com responsabilidade
possibilitou pleno aprendizado e estimulou-me a fazer pesquisas cientificas.

Ao Dr. Milton Baptista Toledo Filho, responsavel pela minha formagao
em Retina e Vitreo.

Ao Dr. Isaac Federman, amigo e parceiro nos meus primeiros trabalhos
cientificos. Mostrou-me na pratica que a Medicina € um ato de muito prazer e
realizacao pessoal.

Aos Drs. Luiz Carlos Woellner, Airton S. Yamada e Heitor Sato, que
cederam a bioquimica Gislaine Custoédio e o laboratério Labac para as analises
bioquimicas deste experimento.

A Dr’. Tania Valéria Assad e & farmacia de manipulacio
FARMADOCTOR, pela preparagao da rosiglitazona.

Aos funcionarios da PUC-PR, dos setores de técnica operatoria, biotério,
patologia experimental e da secretaria da Pés-Graduagao, por sempre serem tao
solicitos aos meus pedidos.

A empresa farmacéutica GlaxoSmithKline, pelo fornecimento da
rosiglitazona na forma de sal base.

Aos meus pais, Otacito de Almeida Torres (in memoriam) e Angela
Cosmo Torres, que dedicaram suas vidas inteiras a criar e educar seus filhos.
Suas licdes e exemplos orientaram minha vida e fortaleceram meu espirito e
mente. Responsaveis diretamente por cada gesto e ato nobre por mim praticado.

Ao meu irméo, Reginaldo Antonio de Almeida Torres, que ao lado dos
meus pais auxiliou na minha formagéo intelectual e moral. Com inteligéncia e
amor, sempre me mostrou o melhor caminho a ser seguido.

Aos meus irmaos, Rosemery Teresinha de Almeida Torres, Renato
Pedro de Almeida Torres, Rogério Jodao de Almeida Torres e Rosane do
Carmo de Almeida Torres Frecceiro, pela dedicacdo e carinho que tiveram
comigo durante toda a minha vida.

A minha esposa e coautora de todos os trabalhos, Andréa Luchini, que



me estimula a ser diariamente uma pessoa e um profissional melhor.
A minha sogra, Vera Lucia Biscaro Luchini, que durante estes quatro
anos cuidou com amor, zelo e muito carinho das minhas filhas, atenuando a

minha auséncia.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

A Deus, por ter tanto a agradecer e tdo pouco a pedir.



RESUMO

O objetivo deste trabalho é avaliar as anormalidades da esclera, coroide e
retina de coelhos induzidas pela dieta hipercolesterolémica, além da possibilidade de
prevencdo dessas anormalidades com administragao sistémica de rosiglitazona. Para
isto, 54 coelhos new zealand foram distribuidos em quatro grupos: grupo-controle
(GC) recebeu dieta normal; grupo 1 recebeu dieta hipercolesterolémica; grupo 2
recebeu dieta hipercolesterolémica associada a administracdo diaria de 3 mg de
rosiglitazona a partir do 14° dia do inicio do experimento; e grupo 3 recebeu dieta
hipercolesterolémica associada a administracao diaria de 3 mg de rosiglitazona desde
o inicio do experimento. Os coelhos foram pesados e submetidos a dosagem sérica
de colesterol total, triglicerideos, high density lipoprotein (HDL) colesterol e glicemia
de jejum no inicio do experimento, no 14° dia e no momento da eutanasia (42° dia). A
esclera e coroide foram submetidas a analise histoldgica e histomorfométrica. A retina
foi submetida a analise imuno-histoquimica com o anticorpo monoclonal
anticalretinina (CR) e anticorpo anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP). Quando
positivo para o marcador anticalretinina, duas analises quantitativas foram realizadas.
Na primeira, foram contadas todas as células ganglionares imunorreativas. Na
segunda, todas as células e elementos celulares imunorreativos foram avaliados pelo
exame de morfometria de cores. Os dados foram analisados pelo teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis e teste de Shapiro-Wilks-Testand. Valores abaixo de
0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os resultados referentes ao
peso demonstraram significativo aumento nos grupos 1 e 3 em relagédo ao GC no 14°
dia (p<0,009), enquanto no 42° dia os grupos 1, 2 e 3 apresentaram
representativamente mais peso que o GC (p<0,023). Quanto as variaveis
laboratoriais, destacaram-se o aumento significativo da glicose e colesterol total de
G1 em relagédo ao controle (p<0,001), assim como o acentuado aumento da HDL no
G3 em relagdo aos demais grupos (p<0,001), no 14° dia. A HDL manteve-se
expressivamente elevada no G3 em relagcdo aos demais grupos no momento da
eutanasia (p<0,001). A analise histomorfométrica da esclera e coroide obteve-se
normalidade do GC. Por outro lado, o G1 mostrou marcante aumento da espessura
da esclera e coroide em relacdo ao GC (p=0,008), enquanto que no G3 houve
espessamento de esclera e coroide menor que no G1 (p=0,048). Elevado numero de
histiocitos foi observado na parede escleral do grupo submetido a dieta
hipercolesterolémica (G1), seguido de forma decrescente por G2, G3 e GC. A analise
imuno-histoquimica da retina com o anticorpo monoclonal anticalretinina ressaltou
numero mais alto de células ganglionares imunorreativas no G1 que no G3 (p=0,002).
O exame de morfometria de cores revelou significativa imunorreatividade das células
e elementos celulares do G1 em relagdo aos outros grupos (p<0,001). Nesta analise
evidenciou-se também acentuada imunorreatividade das células e elementos
celulares de G2 e G3 em relacdo ao GC (p=<0,002). GFAP foi negativo em todos os
grupos. Neste modelo, os achados permitem concluir que a hipercolesterolemia
provoca anormalidades precoces histomorfométricas e imuno-histoquimicas do
complexo esclerocoriorretiniano; e a ativagao dos receptores do PPAR gama-ocular,
a partir da dieta oral de rosiglitazona, foi efetiva em atenuar tais anormalidades
nessas estruturas.

Palavras-chave: Aterosclerose. Degeneracdo macular relacionada a idade.
Colesterol. Esclera, coroide e retina. Glitazona.



ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate scleral, choroid and retinal
abnormalities in rabbits induced by a hypercholesterolemic diet and the prevention of
these abnormalities after oral administration of rosiglitazone in rabbits. Fifty-four new
zealand rabbits were divided into four groups: the control group (CG) was fed a
normal diet; group 1 G1), a hypercholesterolemic diet; group 2 (G2) a
hypercholesterolemic diet associated with daily administration of 3 mg of rosiglitazone
from day 14 after the beginning of the diet; and group 3 G3), a hypercholesterolemic
diet associated with daily administration of 3 mg of rosiglitazone since the beginning of
the experiment. The rabbits were weighed and underwent the following examinations:
seric dosages of total cholesterol, triglycerides, cholesterol HDL, and fasting glycemia
at the beginning of the experiment, on the 14™ day and on the 42", the euthanasia
day. The sclera and choroid underwent histologic and histomorphometric analyses
and the retina underwent immunohistochemical analysis with anti-calretinin (CR) and
anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) antibody. When positive for the anti-calretinin
marker, two quantitative analyses were performed. In the first analysis, all
immunoreactive ganglion cells were counted. In the second analysis, all
immunoreactive cells and cell elements were studied with the color morphometry
method. The data were evaluated using the nonparametric Kruskal-Wallis and the
Shapiro — Wilk tests. Values of p<0.05 were considered statistically significant. The
results obtained showed a significant weight increase in Groups 1 and 3 in relation to
CG on Day 14 (p<0.009). Additionally, a significant weight increase was observed in
G1, G2 and G3 in relation to CG on Day 42 (p<0.023). The lab results showed a
significant increase in glucose and total cholesterol in G1 in relation to CG (p<0.001)
on Day 14, as well as a significant HDL increase in G3, when compared with the other
groups (p<0.001) on Day 14. HDL in G3 was significantly high when compared to the
other groups, on the euthanasia day (p<0.001). The results obtained regarding weight
showed a significant increase in Groups 1, 2 and 3 in relation to CG on Day 14
(p<0.01) and Day 42 (p<0.02). The lab results showed a significant increase in
glucose and total cholesterol in Groups 1, 2 and 3 in relation to CG (p<0.01) on Day
14, as well as a significant increase in HDL in G3 when compared with the other
groups, on euthanasia day (p<0.01). The histomorphometric analysis of CG sclera
and choroid presented normal results. Conversely, G1 showed a significant increase
in sclera and choroid thickness in relation to CG (p= 0,008), whereas G3 showed
thickness lower than in G1 (p=0,048). A larger number of histiocytes were observed
on the scleral wall of the group that was fed the hypercholesterolemic diet (G1),
followed, in a descending order, by groups 2 and 3, and the control group. The
immunohistochemical analysis of the retina with the anti-calretinin monoclonal
antibody showed that G1 presented a larger number of immunoreactive ganglion cells
than G3 (p = 0.002). The color morphometry showed significant immunoreactivity of
G1 cells and cell elements when compared with the other groups (p<0.001). A
significant immunoreactivity of G2 and G3 cells and cell elements in relation to CG
was also observed (p<0.002). GFAP results were negative in all groups. The findings
of this proposed study model suggest that hypercholesterolemia induces early
histomorphometric and immunohistochemical abnormalities in the sclerochorioretinal
complex and that the activation of PPAR gamma in ocular cells attenuated these
abnormalities with the administration of the oral rosiglitazone diet.

Keys words: Atherosclerosis. Age related macular degeneration. Cholesterol. Sclera,
choroid and retina. Glitazone.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO

CURSO DE POS-GRADUAGAO - DEPARTAMENTO DE OFTALMOLOGIA
ESCOLA PAULISTA DE MEDICINA

TRABALHO REALIZADO NO HOSPITAL ANGELINA CARON E NO
DEPARTAMENTO DE OFTALMOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - ESCOLA PAULISTA DE MEDICINA - SAO PAULO, SP -
BRASIL

Este trabalho deu origem as publicagdes e prémio:

Publicagdes:

e Conceitos atuais e perspectivas na prevengdo da degeneragdo macular
relacionada a idade. Rogil José de Almeida Torres; Dalton Bertolim
Précoma; Mauricio Maia; Flavia Kaiber; Camila Prim; Andréa Luchini;
Rossane Serafin Matos e Michel Eid Farah. Revista Brasileira de
Oftalmologia. 2008; 67(3):142-55.

e Avaliacido das alteracbes precoces na coroide e esclera ocorridas em
coelhos hipercolesterolémicos: estudo histologico e histomorfométrico.
Rogil José de Almeida Torres; Mauricio Maia; Lucia Noronha; Michel Eid
Farah; Andréa Luchini; Décio Brik; Cristina Muccioli e Dalton Bertolin
Précoma. Arquivos Brasileiros de Oftalmologia. 2009; 72(1):68-74.

e Evaluation of early chorioretinal abnormalities in hypercholesterolemic
rabbits submitted to the peroxisome proliferators-activated receptor (PPAR)
- gamma agonist treatment (roziglitazone):  histological and
histomorphometric study. Rogil José de Almeida Torres; Mauricio Maia;
Cristina Muccioli; Lucia Noronha; Michel Eid Farah; Andréa Luchini e
Dalton Bertolin Précoma. Vision-Pan-America. 2009; 8(1).

e Fatores modificaveis da degeneracdo macular relacionada a idade. Rogil
José de Almeida Torres; Mauricio Maia; Cristina Muccioli; Guilherme

Winter; Greyce Kelly de Souza; Luca Rodrigo Pasqualotto; Andréa Luchini



e Dalton Bertolim Précoma. Arquivos Brasileiros de Oftalmologia. 2009;
72(3):406-12.

e FEvaluation of early abnormalities of the sensory retina in
hypercholesterolemia experimental model: an immunohistochemical study.
Rogil José de Almeida Torres; Mauricio Maia; Dalton Bertolin Précoma;
Lucia Noronha; Andréa Luchini; Leonardo Brandao Précoma; Greyce Kelly
de Souza e Cristina Muccioli. Arquivos Brasileiros de Oftalmologia. 2009;
72(6):793-98.

e Sclerochorioretinal abnormalities in hypercholesterolemic rabbits treated
with rosiglitazone: a histomorphometric and immunohistochemical study.
Rogil José de Almeida Torres; Cristina Muccioli, Mauricio Maia; Lucia
Noronha; Andréa Luchini; Alexandre Alessi; Marcia Olandoski; Michel Eid
Farah e Dalton Bertolim Précoma. Foi aceito pela revista “Ophthalmic
Surgery, Lasers & Imaging” (APENDICE A).

Prémio:

O trabalho Sclerochorioretinal abnormalities in hypercholesterolemic rabbits
submitted to rosiglitazone treatment recebeu o prémio “Regido SUL”, apresentado
como tema livre no XXXV Congresso Braileiro de Oftalmologia, realizado no
periodo de 24 a 27 de agosto de 2009, em Belo Horizonte — MG (APENDICE A).



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABCA-1 ATP ligante cassete subfamilia A 1
ABCG-1 ATP ligante cassete subfamilia G 1

AG Atrofia geografica

ANOVA Analise de variancia

Apo B Apolipoproteina B

Apo E Apolipoproteina E

ARVO Associacao para Pesquisa em Visédo e Oftalmologia
C Coroide

CAP Proteina associada a Cbl

CCG Camada de células ganglionares

CCR2 Chemokine receptor 2

CF Camada de fotorreceptores

CFH Gene complementar fator H

CFN Camada de fibras nervosas

CNE Camada nuclear externa

CNI Camada nuclear interna

COBEA Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
CPE Camada plexiforme externa

CPI Camada plexiforme interna

CR Anticorpo anticalretinina

DHA Acido docosahexaenoico

DMRI Degeneracao macular relacionada a idade
E Esclera

ELISA Enzyme-linked immunoabsorbent assay
eNOS Oxido Nitrico Sintase endotelial

EPR Epitélio pigmentario da retina

FDA Food and Drug Administration

GC Grupo-controle

GFAP Anti-glial fibrillary acidic protein

GLUT-4 Transportador de glicose tipo 4



GyK Glicerol quinase

HAS Hipertensao arterial sistémica

HDL Lipoproteina de alta densidade
ICAM-1 Molécula de adeséo intercelular

ICQ indice cintura/quadril

IG indice glicémico

IGF Fator de crescimento similar a insulina
IL-1B Interleucina B

IMC indice de massa corporal

iNOS Oxido Nitrico Sintetase induzivel

IRS Substrato do receptor de insulina

LDL Lipoproteina de baixa densidade
L-NMMA N-monomethyl-l-arginine

LSD Método de diferenga minima significativa
MB Membrana de Bruch

MCP-1 Proteina quimiotatica de mondcitos
MMP Matriz metaloproteinase

mMmRNA Acido ribonucleico mensageiro

MNSR Membrana neovascular sub-retiniana
NF-kB Fator de atividade de transcricao
NMDA N-metil-D-aspartato

nNOS Oxido Nitrico Sintase neuronal

NO Oxido Nitrico

NOS Oxido Nitrico Sintase

NOS-2 Oxido Nitrico Sintase induzivel

NOt Nervo 6ptico

NVSR Neovascularizacio sub-retiniana

PAD Presséao arterial diastdlica

PAI-1 Inibidor 1 de ativador de plasminogénio
PAS Presséao arterial sistélica

PDGF Fator de crescimento derivado de plaquetas
PDK-4 Piruvato deidrogenasequinase 4

pH Potencial de Hidrogénio



PP Pars plana

PPAR gama Receptor Gama Ativado pelo Proliferador de Peroxissomo
PUC Pontificia Universidade Catdlica

PUFA Polyunsaturated Fatty Acids

RS Retina sensorial

RT-PCR Reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa
SR-B1 Scavenger receptor-B1

SR-B2 Scavenger receptor-B2

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

VCAM-1 Moléculas de adeséo de células vasculares

VEGF Fator de crescimento vascular endotelial

w-3 Omega 3



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Figuras

Figura 1 Desenho esquematico do influxo de célcio intracelular neuronal.... 25
Figura 2 Desenho do Projeto.........u e 47
Figura 3 Frasco da rosiglitazona enviado pelo laboratério...................oo.. 49
Figura 4 Administracdo da rosiglitazona a 2%...........ccccccceivniiiiiiiiiicciee. 53
Figura 5 Resumo do sistema para aquisi¢ao das imagens..........ccccccvvuvvnnnnnn. 57

Figura 6 Esquema dos locais de mensuragdo morfométrica da esclera e da

(o0 ] o] [0 = S 58
Figura 7 Exame histopatolégico da esclera e coroide nos quatro grupos

para a realizagdo da morfometria..............oouveiiiiiiiiiii e 68
Figura 8 Imuno-histoquimica da retina com o anticorpo anticalretinina......... 75
Figura 9 Desenho esquematico demonstrando a fisiopatogénia da DMRI a

partir do enrijecimento da parede escleral provocado pelos depdsitos

(o L= 11 0] o 10 1< 7SR 84
Figura 10 Desenho esquematico mostrando lipidios na membrana de

Bruch, responsavel pela formacédo de depdsitos na membrana basal e

o U 7= 1 U 85
Figura 11 Desenho esquematico demonstrando a formagéo da placa

ALE OSSO B Ot Ca. .o e 94

Graficos
Grafico 1 Comparagéao entre os grupos relativa a morfometria da esclera.... 67
Grafico 2 Comparagéo entre os grupos relativa a morfometria da coroide.... 70
Grafico 3 Comparagéo entre os grupos relativa a morfometria da esclera +
(o7 ] o] Lo [T TSP PP 72
Grafico 4 Comparagao entre os grupos relativa ao numero de células
ganglionares imunorreativas a anticalretinina............cccccveiiiiien e, 74
Grafico 5 Comparagéao entre os grupos relativa a area total retiniana

imunorreativa a anticalretinina. ..o 77



Quadros

Quadro 1 Efeitos indiretos da ativacdo PPAR gama..............ceeviiiiiiiiiiinnnnnnn. 40
Quadro 2 Demonstrativo do delineamento experimental.......................oo.. 46
Quadro 3 Fases do preparo da rosiglitazona.............ccceevvvviiiiiiciiiiciieceeeeee, 50

Quadro 4 Farmacotécnica para produgéao de 200 mL de rosiglitazona a 2%. 50
Quadro 5 Forma de apresentacéo da rosiglitazona administrada aos

ANIMAIS. ...t e e e e e e e a 51
Quadro 6 Preparo da rosiglitazona a 2% e exemplos dos calculos

(111 [72= Yo [0 = TP 52



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Peso e variaveis laboratoriais no momento basal................c.......... 62
Tabela 2 Peso e variaveis laboratoriais no 14° dia.........ccccoeeeeeeeiiiiiiieiciiinnnn, 63
Tabela 3 Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2 relativos ao
peso e variaveis laboratoriais no 14° dia.........ccccoooovvviiiiiiiiiiiiieeeee, 64
Tabela 4 Peso e variaveis laboratoriais no dia do sacrificio (42° dia)............ 64
Tabela 5 Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2 em relagéo ao
peso e variaveis laboratoriais no 42° dia.............cccooeviiiiiiiiiiiie e, 65
Tabela 6 Morfometria da esclera..........coooooiiiiiii e 66
Tabela 7 Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2 em relagéo a
morfometria da eScClera..........cooooo i 66
Tabela 8 Morfometria da COroide.............uuiiiiiiieiieeeeeeeeee e 69
Tabela 9 Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2 em relagéo a
morfometria da COroide. .........uuuuuiiiiiiii e 69
Tabela 10 Morfometria da esclera + coroide............cccoovvviiiiiiiiiiciiiiieee e, 70
Tabela 11 Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2 em relagéo a
morfometria da esclera + coroide.............oooovviiiiiiiiiiiiiiii e 71
Tabela 12 Numero de células ganglionares imunorreativas a anticalretinina
(total dOS CINCO CAMPOS)....evvveeiieiiiiieeie e e e e et e e e e e e e e eeeeeneees 72
Tabela 13 Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2 em relagéo as
células ganglionares imunorreativas a anticalretinina............................ 73
Tabela 14 Area total retiniana imunorreativa ao anticorpo anticalretiniana... 76
Tabela 15 Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2 em relagéo a
morfometria de cores com o anticorpo anticalretinina................c.......... 76

Tabela 16 Imunorreatividade retiniana ao GFAP.......cooooiiiiee e 77



SUMARIO'

TINTRODUGAO ... ..o et 23
2 REVISAO DE LITERATURA ..o, 28
2.1 Constatagoes clinicas e epidemiologia....................eeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 28
2.1.1 Fatores modificaveis da DMRI aterogénicos................ccceeuvviiiiiiiiininennnns 28
P2 I I I N (=T o XS Tod 1= 0T PR 28
2.1.1.2 Elevagao do colesterol SEriCO.........ccuuuiiiiiiiieeee e 28
P20 It IR = o = To | < 1 o TSP PPPPPPPPPPP 29
2.1.1.4 indice de massa corporal (IMC) ...........cooveueeeeeeeeeee e 30
2.1.1.5 Circunferéncia abdominal...............cooorriiiiiiiii e 30
2.1.1.6 indice cintura/quadril (ICQ) ........ocveueeeeeeeeeee e 31
2.1.1.7 Hipertensao arterial sistémica (HAS) .......coooviiiiiiii 31
2.1.2 Fatores modificaveis da DMRI antiaterogénicos..................cccuvvvivennnnnnns 32
2.1.2.1 Redutores dos niveis séricos de colesterol............cccccceeiieiiiiiiiiiiiicieeee. 32
2.1.2.2 DICa...cciiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
2.1.2.3 AtiVidade fiSICaA .....uueiee e 34
2.2 Constatacdes experimentais e laboratoriais dos efeitos da
hipercolesterolemia.................ccoooi i 34
2.3 GlEAZONAS ........coeieiiiie e e e e aaaanae 38
2.4 Estimulacao do receptor gama ativado pelo proliferador de

peroxissomo (PPAR gama) e aterosclerose ................cccooeeeeiiiviiiiiiiineennn. 40
2.5Glitazonas e DMRI..............o.ooii e 42
BOBUETIVOS . ... 44
4 MATERIAL E METODO...........oiiieieeeeeeeeeeeee et 45
4.1 Desenho do eXperimento ..............coooviiiiiiiiiii e 45
4.1.1 Ambiente de experimentaGan ...................uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeaee 47
4.1.2 Animais Utilizados................oiiiiiiiii e 48
4.1.3 Preparo da ragao suplementar....................ooooriiiiiiiiiii e 48

! Este trabalho foi revisado de acordo com as novas regras ortograficas.



4.1.4 Preparo da rosiglitazona ......................euiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie s 49

4.1.5 Administragao da rosiglitazona..................ccccoeviiiiiiiiiiiiiiii 52
O I R N =Ty o T SRR 53
g Tt I =T RPN 53
4.1.6.2 GlICEMIA ...cceeeeeeeie ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e e ann e e aaeaaaaee 53
g T B IR o (o 1Yo 1= RPN 54
4.1.6.4 Analise da esclera, coroide € retina ...........ccoeueiieiiiee i 54
4.1.7 Normas adotadas ...............ouuiiiiiiiiiiiiiiee e 54
4.2 PROCEDIMENTOS ........oooiiiiiiiiiiiiiiietieeeeeeeaeteaeaeaseeaeaaassasseaaassssssssssssnsnsnnnnnnnnns 54
4.2.1 ANCSEOSIA ......oooiiiiiiii e aaanaes 54
4.2.2 Coletade amosStras ..............ccoooii i 55
L TS Y= o U= RPN 55
4.2.3 Retirada dos globos oculares....................uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeaes 55
4.3 Avaliacoes histopatolOgiCas...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 55
4.3.1 Preparo das amosStras...............cooooiiiiiiiiiiii e 55
4.3.1.1 FIXaGA0 dOS ESPECIMES .....uuuiiieieeeeeeieeiiiee e e e e e e ettt e e e e e e e e eeeansan e e e e eeeeeeees 55
v G T B2 AN g = [ ET S 1S (o] [o o L= RPN 56
4.3.1.3 Analise histomorfométrica quantitativa da esclera e coroide..................... 56
4.3.1.4 Analise imuno-histoquimica daretina ...........ccoooovviiiiiii e 58
4.4 Analise estatistica.................cccooiii i 59
SBRESULTADOS ... 61
5.1 Peso e variaveis laboratoriais................cccccccoiiiiii i 61
5.2 Morfometria da esclerae coroide................ccooeiiiiiiiiiiiii 65
5.2.1 Morfometriada esclera...................ooooiriiiiiiii 66
5.2.2 Morfometria da coroide ..................oooriiiiiiiiiii e 68
5.2.3 Morfometria da esclera + coroide..................ccooiiiiiiiiiiiii e 70

5.3 Anadlise da imuno-histoquimica com o anticorpo

anticalretinina..................oooo e 72
5.3.1 Células ganglionares imunorreativas a anticalretinina .......................... 72
5.3.2 Morfometria de cores com o anticorpo anticalretinina........................... 75

5.4 Analise da imuno-histoquimica com o anticorpo GFAP............................ 77



B DISCUSSAD ..o 79

6.1 Modelo utilizado ... 79
6.2 Fisiopatogenia da DMRI e o modelo utilizado ......................coooviiiiiiiinn.. 81
6.3 Peso e variaveis laboratoriais................cc.cccooooiii i 86
6.4 Aspectos histopatolégicos da esclera, coroide e retina ........................... 87
6.5 Consideragoes geraiS............ocouiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 91
6.6 Perspectivas do uso da rosiglitazona para modelo da DMRI.................. 92
T CONCLUSAOD ... .ottt 100
REFERENCIAS ... et 101

APENDICE E ANEXOS ..o, 114



23

1 INTRODUCAO

A degeneragcdo macular relacionada a idade (DMRI) é considerada a
principal causa de cegueira irreversivel na terceira idade. Importante estudo
epidemioldgico detectou essa doenga em 11,5% das pessoas brancas acima de 80
anos. Estima-se que 1.750 milhdo de norte-americanos apresentam DMRI
avancada e que, devido a expectativa de vida da populagdo, este numero possa
dobrar nos proximos 30 anos (FRIEDMAN et al., 2004; KLEIN et al., 1995). A
importancia epidemiolégica resultou em inumeras pesquisas e tratamentos
preventivos para tentar evitar a instalacdo e/ou progressao dessa grave doenga
ocular. A despeito das grandes somas financeiras investidas nas pesquisas e
ensaios clinicos, 0 maximo que se conseguiu na maioria dos casos foi protelar a
perda da visdo central. Sendo assim, € importante reconhecer e atuar sobre os
fatores considerados modificaveis, eliminando-os ou atenuando-os, com o intuito de
retardar ao maximo a instalagado dessa doenca.

A patogénese da DMRI é controversa e muitas teorias tém sido propostas
para tentar explica-la. Entre elas, destacam-se os fatores cardiovasculares
(AMBATI et al., 2003). O tabagismo, importante causa de aterosclerose, é tido
como um dos principais fatores modificaveis da DMRI (ESPINOSA-HEIDMANN et
al., 2006; EVANS, 2001; SMITH et al., 2001). Processos imunoldgicos e
inflamatdrios, comuns na doenca aterosclerética, também sao observados na
DMRI (HAGEMAN et al., 2001; KILLINGSWORTH; SARKS; SARKS, 1990;
PENFOLD; KILLINGSWORTH; SARKS, 1985; van DER SCHAFT et al., 1993).
Niveis altos de lipoproteina de alta densidade (HDL) ja foram associados a
prevencdo da DMRI tardia, enquanto alto nivel de colesterol total proporciona alto
risco de DMRI tardia (TAN et al., 2007).

Em modelo animal, a dieta rica em colesterol induz anormalidade do
complexo esclerocoroideano, lesdo nas células endoteliais de capilares
intrarretinianos e epirretinianos, aumento de lipidios nas camadas externas da
retina e alteragbes na membrana de Bruch (MICELI et al., 2000; ONG et al., 2001,
RAMIREZ et al., 2006; SALAZAR et al., 2007; TRIVINO et al, 2006). Tais

circunstancias causam isquemia cronica da retina (TRIVINO et al., 2006),
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contribuindo para o aumento do glutamato excitatério, que atua nos receptores N-
metil-D-aspartato (NMDA) localizados na membrana plasmatica das células gliais
e neuronais da retina (SUCHER; LIPTON; DREYER, 1997). Hiperestimulagao dos
receptores glutametérgicos induz aumento do calcio intracelular para niveis
toxicos. Excessivo influxo de calcio induz a formacdo de oOxido nitrico sintase
(NOS) e consequente liberagdo de éxido nitrico (NO). Aumento da produgao de
NO é citotéxico e pode causar morte ou apoptose celular (HU; VAN ELDIK, 1996).
Estudos experimentais tém mostrado que a hipercolesterolemia aumenta a
expressao de oxido nitrico sintase induzivel (NOS-2), conduzindo a peroxidagao
lipidica e a dano tecidual oxidativo (YUCEL et al., 2005). Tais condigdes podem
causar ou agravar o desenvolvimento da DMRI. Esses fatos demonstram que
aterosclerose e DMRI compartilham mecanismos fisopatogénicos similares. A
FIG. 1 mostra o influxo de calcio que ocorre nas células neuronais retinianas,

ocasionado pela hipdxia.
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Figura 1 - Desenho esquematico do influxo de calcio intracelular neuronal.

A dieta rica em colesterol provoca anormalidades do complexo esclerocoroideano, lesdao nas
células endoteliais de capilares intrarretinianos e epirretinianos, aumento de lipidios nas camadas
externas da retina e alteragcdes na membrana de Bruch. Tais altera¢cdes podem ocasionar hipdxia
do tecido retiniano. A fotografia A mostra a presencga de lipoproteina de baixa densidade (LDL) nas
varias estruturas anatdbmicas oculares. A fotografia B representa a imagem ampliada da retina
sensorial. Observa-se influxo de célcio para o interior das células e elementos celulares,
ocasionado pela hipoxia retiniana, sugerindo sofrimental neuronal. Fotografia B — Diagrama das
células de Mller.

Fonte: Hogan, Alvarado e Weddell (1971, p. 465).

Neste contexto, devem ser ressaltados os efeitos da hipercolesterolemia na
génese da DMRI. Sendo assim, o seu controle passou a ser importante na
prevencado dessa doenga (McCARTY et al, 2001; McGWIN; XIE; OWSLEY,

Camada de células ganglionares



26

2005). Com essas evidéncias, espera-se que as drogas utilizadas na doencga
aterosclerotica possam, direta ou indiretamente, ter alguma repercussao no curso
da doenca macular degenerativa.

Os ativadores do receptor gama ativado pelo proliferador de peroxissomo
(PPAR gama) pertencem a classe de drogas chamadas de glitazonas e foram
utilizadas inicialmente no tratamento de pacientes diabéticos do tipo 2 (ROBERTS
et al., 2003). Sao ligantes sintéticos de alta afinidade para ativar fatores de
transcricdo pertencentes a superfamilia de receptores nucleares. Esses fatores sao
expressos principalmente no tecido adiposo e na parede vascular arterial normal,
sendo superexpressos na parede arterial com placas de aterosclerose (HSUEH;
BRUEMMER, 2004; MARX, 2002). Atuam fisiologicamente controlando a
adipogénese, expressao de genes que regulam o metabolismo glicémico, lipidico, a
inflamac&o e a proliferacéo vascular (YKI-JARVINEN, 2004). A ativacdo do PPAR
gama tem resposta imunomoduladora, anti-inflamatéria e antiaterosclerotica
(PERSHADSINGH, 2004; SANCHEZ-HIDALGO et al., 2005).

Na DMRI, essa modalidade de droga foi utilizada somente em um estudo
experimental. A efetividade em inibir a membrana neovascular foi atribuida ao
efeito antifator de crescimento vascular endotelial (antiVEGF) das glitazonas
(MURATA et al., 2000). Sabe-se que as glitazonas inibem a migragdo e adesédo
de macréfagos no endotélio vascular, reduzindo o fator de necrose tumoral, a
proteina C-reativa, metaloproteinase, ligantes C40 soluveis e inibidor 1 de
ativador de plasminogénio (KUREBAYASHI et al., 2005; PATEL et al., 2006;
ZIRLIK et al., 2004). Também reduzem a expressdo das moléculas de adesao
endotelial - moléculas de adeséo de células vasculares (VCAM-1) e molécula de
adesao intercelular (ICAM-1) - e a migracdo transendotelial de mondcitos,
diminuindo a expressao da proteina quimiotatica de monécitos (MCP-1) e seus
receptores CCR2 (Chemokine receptor 2) nos mondcitos (JACKSON et al., 1999;
PASCERI et al., 2000). Estudos experimentais demonstraram que o epitélio
pigmentario da retina (EPR), os mondcitos e os macrofagos, assim como seus
produtos, citocinas inflamatorias e enzimas promotoras de degradagéo da matriz
extracelular, contribuem para a proliferacdo de neovasos sub-retinianos na DMRI
(COUSINS; ESPINOSA-HEIDMANN; CSAKY, 2004; GROSSNIKLAUS et al.,
2002, LAMBERT et al., 2001; OH et al., 1999; SAKURAI et al., 2003a e 2003b;
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STEEN et al., 1998). Desta forma, torna-se evidente que a ativagao dos agonistas
do PPAR gama transcende o efeito antiVEGF, apresentando também outros

caminhos para inibir a membrana neovascular sub-retiniana (MNSR).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Constatagoes clinicas e epidemiologia

2.1.1 Fatores modificaveis da DMRI aterogénicos

2.1.1.1 Aterosclerose

O estudo de van LEEUWEN et al. (2003) demonstrou relagédo entre
espessamento da parede da artéria carétida comum e risco significativamente
aumentado de DMRI. Sendo assim, formulou-se a hipotese de que a estenose de
vasos centrais ocasionaria diminuigdo da oferta de sangue para a artéria oftalmica
e consequente reducao da circulacao coroidal e retiniana. Os autores salientaram
que a aterosclerose subclinica pode promover o desenvolvimento de drusas e
outros sinais iniciais da doenga macular degenerativa.

Outra pesquisa referiu que placas ateroscleréticas na bifurcacdo da
cardtida estavam associadas a aumento de 4,7 vezes da prevaléncia de DMRI,
enquanto que placas localizadas na artéria carétida comum e nas artérias
periféricas tiveram prevaléncia aumentada de 2,5 vezes. Apesar de demonstrada
forte associacdo entre a aterosclerose e DMRI na populagdo mais idosa, os
autores sugeriram a realizagdo de estudos complementares com o intuito de
responder se a aterosclerose € uma causa direta da DMRI ou se ocorre

concomitantemente a outros fatores de risco (VINGERLING et al., 1995).

2.1.1.2 Elevagéo do colesterol sérico

Comparando as lipoproteinas séricas aterogénicas com as nao-
aterogénicas com o objetivo de verificar se 0 aumento do colesterol sérico seria
um fator de risco para DMRI, foram analisados individuos com mais de 50 anos e
que apresentavam acuidade visual de 20/80, ou melhor, em pelo menos um olho.

Desta forma, foram mensuradas as seguintes apoliproteinas sanguineas:
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apolipoproteina B (apoB), a principal representante das LDLs, e apolipoproteina A
(apoA-l), a principal representante de HDL. Os niveis de apoB em pacientes sem
maculopatia, sinais leves, intermediarios e avangados de DMRI foram,
respectivamente, de 93,3, 91,8, 95,2 e 98,2 mg/dL. Mesmo nao apresentando
significancia, os valores encontrados mostraram que o colesterol sérico elevado
esta associado a doencga avancgada.

Em relagdo as HDLs, os valores encontrados para os mesmos grupos
supracitados foram 147,4, 148,6, 141,0 e 144,9. Esses dados enfatizam que
niveis mais altos de apoA-I estdo relacionados aos sinais iniciais da doenga ou a
auséncia da doenca degenerativa macular, sugerindo o efeito protetor dessas
lipoproteinas. O colesterol total medido nos mesmos grupos foi, respectivamente,
de 201, 198, 194 e 203. Sendo assim, concluiu-se que altos niveis lipidicos
podem desempenhar importante papel no desenvolvimento inicial da DMRI
(DASHTI, et al., 2006).

2.1.1.3 Tabagismo

O tabagismo é considerado o fator de risco mais importante para o
desencadeamento da DMRI (SMITH et al., 2001; VINGERLING et al., 1996). A
correlacéo entre o tabagismo e a DMRI avangada, ou seja, atrofia geografia e
neovascularizagao, ja foi descrita (TAN et al., 2007). A fisiopatogenia nao foi
totalmente elucidada, porém supbe-se que o cigarro diminua os niveis
plasmaticos de antioxidantes, afetando de forma indireta o metabolismo
coriorretiniano (STRYKER et al., 1988). Ha estudos sugerindo que o tabagismo
promove aterosclerose dos vasos da coroide, levando a atrofia geografica (AG) e
a neovascularizagéo sub-retiniana (NVSR) (VINGERLING et al., 1996).

Foi comprovado que a nicotina, isolada ou em associacdo a fatores de
crescimento, pode provocar neovascularizagédo da coroide (SUNER et al., 2004).
Outro estudo corroborou tais achados confirmando que o cigarro causa danos ao
EPR, formacédo de drusas, lesdo da membrana de Bruch (MB) e consequente
crescimento de neovasos sub-retinianos (BAILEY et al., 2004). Acredita-se que tais

alteragcbes sejam provocadas pelo efeito direto da nicotina, que ativa mediadores
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pré-inflamatérios (SASTRY; HEMONTOLOR, 1998). Sabe-se também que
tabagistas podem apresentar redugdo no gene complementar fator H (CFH), que
esta associado a alto risco de degeneracdo macular (ESPARZA-GORDILLO et al.,
2004).

Outro estudo salientou que o tempo de exposi¢ao ao tabaco, seja ele de
forma ativa ou passiva, bem como a carga tabagica, sdo de muita importancia no
aumento do risco de desenvolvimento e incidéncia da doenga. Fumantes ativos
ou ex-fumantes ha menos de 20 anos apresentam mais risco de desenvolver a
doencga do que aqueles que cessaram o tabagismo ha mais de 20 anos ou que
nunca fumaram (KHAN et al., 2006).

2.1.1.4 indice de massa corporal (IMC)

O indice de massa corporal (IMC), que avalia o grau de obesidade, é
calculado dividindo-se o peso, em Kilogramas, pela altura, em metros, ao
quadrado. O componente inflamatério, muitas vezes associado a obesidade e as
doencas cardiovasculares, pode ser o elemento comum entre o IMC e a DMRI.

Pesquisa prospectiva que dividiu o IMC em trés categorias, <25, 25-29 e
>30 Kg/m?, demonstrou que elevado IMC aumenta o risco de progressao da
DMRI. Risco relativo de 2,32 para IMC entre 25 e 29 Kg/m?; de 2,35 para IMC
superior a 30 Kg/m?; e IMC inferior a 25 Kg/m? n&o apresentaram associagao com
DMRI (SEDDON et al., 2003). Outro estudo prospectivo de caso-controle realgou
que o aumento do IMC estava associado a DMRI neovascular (AGE-RELATED
EYE DISEASE STUDY RESEARCH GROUP, 2000). Entretanto, em outro relato

nao foi observada tal associacdo (SMITH et al., 2001).

2.1.1.5 Circunferéncia abdominal

O padrdao de distribuicdo de gordura corporal estabelece diferengas

prognosticas mais importantes que o indice de massa corporal (IMC) para

doencas cardiovasculares e sindrome metabdlica. Sabe-se que individuos que
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apresentam circunferéncia abdominal aumentada (>102 cm para homens e >80
cm para mulheres) tém distribuicdo adiposa mais visceral, com risco de doengas
cardiovasculares e sindrome metabdlica. Individuos com DMRI precoce ou
intermediaria, com distribuicdo de gordura visceral aumentada, tém elevado risco
de evoluir para DMRI avancada (SEDDON et al., 2003).

2.1.1.6 Indice cintura/quadril (ICQ)

O ICQ ¢é definido pela divisdo do perimetro abdominal (entre a ultima
costela e a crista iliaca) pelo perimetro do quadril (nivel dos trocanteres femorais).
indice acima de 0,8, em mulheres e de 0,9 em homens esta correlacionado com
melhor distribuicdo de gordura visceral, em detrimento da periférica, ou seja, alto
risco de doenga cardiovascular e sindrome metabdlica. A associacado entre esse
fator e DMRI também esta vinculada ao componente inflamatério. Estudo
associou aumento da gordura visceral e risco de DMRI precoce e evolugédo da
DMRI intermediaria para a avancada (SEDDON et al., 2003).

2.1.1.7 Hipertenséo arterial sistémica (HAS)

Ja se constatou que a HAS influencia na circulagcdo da coroide
(METELITSINA et al., 2006). Existem publicagcbes afirmando que o controle da
HAS pode diminuir o risco de DMRI (HYMAN et al., 2000; van LEEUWEN et al.,
2003). Associagdes entre DMRI neovascular e niveis tenséricos elevados e
pressdo arterial diastdlica (PAD) acima de 95 mmHg ja foram detectadas em
estudos populacionais de caso-controle, assim como a diminuicdo esteve
associada a redugado da DMRI inicial (HYMAN et al., 2000; van LEEUWEN et al.,
2003). O aumento da presséo arterial sistolica (PAS) e da pressao de pulso eleva
o risco de desenvolver drusas e outros sinais da DMRI inicial e exsudativa (AGE-
RELATED EYE DISEASE STUDY RESEARCH GROUP, 2000). Porém, estudo
envolvendo trés grandes ensaios clinicos n&o correlacionou a HAS com a DMRI
(SMITH et al., 2001).
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2.1.2 Fatores modificaveis da DMRI antiaterogénicos

2.1.2.1 Redutores dos niveis séricos de colesterol

McCarty et al. (2001) avaliaram 2.594 pacientes com mais de 40 anos
durante cinco anos, acentuando que aqueles em uso de medicagdes redutoras do
colesterol desde o inicio do experimento apresentaram risco quatro vezes mais
baixo de progressado da degeneracdo macular do que aqueles que nao fizeram
uso.

Coorte populacional acompanhou 12.588 individuos entre 45 e 65 anos. A
utilizacdo de drogas redutoras de colesterol diminuiu significativamente o risco
relativo de desenvolver a DMRI. No entanto, preconizou-se que estudos
adicionais sdo necessarios para documentar o mecanismo responsavel por essa
associacao (McGWIN; XIE; OWSLEY, 2005).

Caso-controle que avaliou 18.007 pacientes com diagnostico de DMRI e
86.169 controles verificou que o risco relativo de uso de estatinas e DMRI foi de
1,32 sem ajustes e de 0,93 quando feitos ajustes para idade, sexo, habitos de
vida, aterosclerose, hiperlipidemia, doencas cardiovasculares, entre outros. Desta
forma, parece nao haver diferenca estatistica entre os grupos em uso de drogas
redutoras de colesterol por menos de cinco anos. Entretanto, acima de cinco anos
de uso de estatinas registrou-se diminuigdo do risco de DMRI, sugerindo, assim,
certo fator protetor contra o desenvolvimento de neovascularizagédo (SMEETH et
al., 2005).

2.1.2.2 Dieta

Reconhecidamente, a dieta € um dos meios mais eficientes para a atuacao
preventiva no desenvolvimento da DMRI. Dietas ricas em nutrientes antioxidantes,
zinco e peixe ou acidos graxos 6mega 3 (w-3) estdo associadas a baixas taxas de
DMRI. Foi recomendado o uso de vitamina E através do consumo de gréaos
(cereais, trigo, cevada), 6leo vegetal, ovos e nozes, enquanto que o zinco esta

presente nos graos, laticineos, carne vermelha, aves e peixes. Cenoura, couve,
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repolho e espinafre sdo os principais suplementos do beta-caroteno, enquanto a
vitamina C é encontrada em frutas citricas, pimenta verde, brécolis e batatas. A
luteina e zeaxantina estdo presentes em frutas e legumes. Van Leeuwen et al.
(2005) afirmam que consumir alimentos contendo tais nutrientes & mais
importante que suplementos nutricionais.

Em contrapartida, a ingestdo de alimentos com alto indice glicémico (IG)
possibilita o desenvolvimento de DMRI 2,71 vezes mais que o consumo de dieta
com baixo indice glicémico (frutas, cereais, verduras, paes integrais) (CHIU et al.,
2006). A ingestéo total de gordura também estd associada a alto risco de
desenvolvimento da doenca, enquanto que o consumo de peixe quatro vezes por
semana ou mais exibiu baixo risco de DMRI. A relacéo inversa ndao aconteceu
com a ingestdo aumentada de &cido linoleico. Os autores concluiram que a
ingestao total de gorduras tem alta influéncia na génese da DMRI e que o acido
linoleico, acido graxo duplamente insaturado, promove mais dano oxidativo
macular (CHO et al., 2001).

Outro estudo revelou que a alta ingestdo de gordura vegetal aumenta 2,2
vezes a possibilidade de desenvolvimento de degeneragdo macular. Registrou-se
significativa associagdo entre DMRI e gorduras saturadas (p=0,04),
monoinsaturadas (p<0,001) e gorduras poli-insaturadas (p=0,009). Porém, a
relacédo entre ingestdo de gordura animal e DMRI ndo adquiriu significancia
estatistica. Considerou-se, entdo, que uma dieta que substitua carboidratos por
gordura vegetal esta positivamente associada ao risco de degeneragdo macular.
Apurou-se também que o acido linoleico eleva acentuadamente o risco da doenca
(p=0,004). Entretanto, a ingestao de acidos graxos do tipo w-3 teve agao contraria
a do &cido linoleico, ou seja, diminuiu o risco de DMRI. A ingestao regular de peixes
mostrou protecdo contra a DMRI, mas apenas nos individuos com baixo consumo
de acido linoleico. Desta forma, o estudo concluiu que ndo apenas a ingestéo total
de gorduras, mas também dietas baseadas em certos tipos de gorduras podem
aumentar o risco de DMRI, enquanto outras podem diminui-lo (SEDDON et al.,
2001).

O consumo de w-3 diminui o risco de DMRI e a ingestdo de peixes pelo
menos uma vez por semana pode reduzir 40% o risco da doenga precoce.

Relatou-se, ainda, que participantes cujo consumo de peixe excedeu trés vezes
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na semana tiveram retardo do risco da doenga tardia. Por outro lado, a ingestéo
de altas doses de acido linoleico foi relacionada ao aumento do risco de DMRI.
Participantes do grupo de menos consumo total de gorduras apresentaram risco
70% mais baixo de doenga precoce que aqueles que ingeriram alta quantidade. A
pesquisa concluiu que dieta rica em w-3 proveniente dos peixes reduz o risco do
desenvolvimento da DMRI, tanto precoce quanto tardia (CHUA et al., 2006).

A relagao inversa entre alta ingestdo de gorduras do tipo poli-insaturadas
w-3 e DMRI do tipo neovascular ja foi verificada. Resultado semelhante foi
encontrado com o alto consumo de peixes, seja ele assado ou frito. Porém, dietas
ricas em acido araquidénico (acido graxo poli-insaturado n-6) aumentaram
significativamente o risco de DMRI neovascular, provavelmente por ser precursor
de mediadores inflamatoérios. Assim, como os outros artigos, esse também
concluiu que o consumo de peixes e alimentos ricos em w-3 diminui o risco de
degeneragdo macular avangada, particularmente da forma neovascular
(SanGIOVANNI et al., 2007).

2.1.2.3 Atividade fisica

Estudo reportou que a pratica esportiva regular reduz o avango da DMRI
precoce e intermediaria para a tardia em aproximadamente 25%, ao comparar

com pessoas que nao praticam (SEDDON et al., 2003).

2.2 Constatagoes experimentais e laboratoriais dos efeitos da

hipercolesterolemia

Alteracoes esclerais e coroideanas em coelhos, provocadas pela dieta rica
em colesterol, ja foram referidas na literatura (QUEIROZ; VIANA; SILVA, 1958;
COGAN; KUWABARA, 1959). Experimento que consistiu na administragao diaria
de 0,75% de colesterol e 2,5% de colesterol a coelhos durante seis meses
detectou presenca de depdsitos lipidicos na superficie interna da coroide, assim

como células espumosas (histiocitos) e goticulas de lipidios no tecido conectivo.
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Ponderou-se sobre a possibilidade de redugcédo na circulagdo sanguinea ocular
provocada pela hipercolesterolemia (JANES, 1964).

Em modelo animal com camundongo C57BL/6J, foi demonstrado que a
administracdo de dieta altamente gordurosa (15% gordura total e 1,25%
colesterol) durante 30 semanas provoca alteragbes na MB, como espessamento,
buracos na lamina elastica e acumulos de particulas microscopicas densas.
Também foram informadas alteracbes no EPR como vacuolos citoplasmaticos e
acumulos de goticulas de lipidios no citoplasma das respectivas células (MICELI
et al., 2000).

Outro estudo mencionou alteragbes do EPR e membrana de Bruch em
olhos de camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica durante 25
semanas. Foram realizadas avaliagdes eletrorretinograficas, histolégicas, a
microscopia eletrdnica de transmissdo e imuno-histoquimicas. A microscopia
enfatizou que o grupo apolipoproteina E (apoE-C) teve significativa redugéo no
numero de células nas camadas nucleares internas e externas. A microscopia
eletrbnica de transmissdo dos camundongos apoE-deficiente destacou
condensagao da cromatina nuclear e vacuolizacdo perinuclear das células da
camada nuclear interna. A MB encontrava-se mais espessa, com a lamina
elastica desorganizada e descontinua. A imuno-histoquimica registrou-se
diminuicdo ou auséncia de imunorreatividade para anidrase carbonica Il e
calretinina nas camadas retininas dos ratos apoE-deficientes. E importante
ressaltar que camundongos normais submetidos a dieta hipercolesteolémica
(C57-C) manifestaram alteragbes em todos os quesitos (eletrorretinografia,
microscopia eletrénica de transmissdo e imuno-histoquimica), o que comprova
que a ingestao desse tipo de dieta tem potencial para provocar no camundongo
alteracdes similares a DMRI humana (ONG et al., 2001).

Outro trabalho analisou os efeitos ultraestruturais da retina em coelhos
submetidos a dieta hipercolesterolémica. Coelhos new zealand foram distribuidos
em dois grupos: controle (GO; n=10), alimentados com dieta padrao durante oito
meses; hipercolesterolémicos (G1; n=10), alimentados com dieta enriquecida com
colesterol 0,5% por oito meses. Os olhos foram avaliados a microscopia eletrénica
de transmissao e imuno-histoquimica (anti-glial fibrillary acidic protein, GFAP). Em

comparagao com GO, o G1 exibiu alteragdes em todas as camadas retinianas,
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que foram mais intensas nas areas com lesao do EPR. No G1, a MB encontrava-
se mais espessa devido a existéncia de particulas nas camadas colagenas; o
citoplasma do EPR mostrou corpos densos, debris de membranas celulares,
vacuolos e acumulos de lipidios; foram detectadas areas de necrose e apoptose
em diferentes camadas da retina; células de Muller e astrocitos foram reativos
como exemplos de apoptose e necrose; algumas células de Muller preencheram
0s espacos vazios deixados por neurbnios degenerados em todas as camadas
retinianas; alguns nucleos das células de Miller estavam deslocados para a
camada de fibras nervosas (CFN); astrécitos perivasculares epirretinianos
continham gotas de lipidios; a camada de fibras nervosas da retina apresentava
poucos astrécitos e a membrana basal dos capilares na CFN era mais espessa.
Esse estudo demonstrou que o excesso de colesterol provoca alteragdes
ultraestruturais na retina de coelhos, similares aquelas observadas na DMRI
humana. Sendo assim, concluiu-se que a dieta rica em lipidios pode ter o
potencial de induzir a doenga retiniana (TRIVINO et al., 2006).

A andlise das alteracbes coroideanas ocorridas com dieta
hipercolesterolémica, assim como eventual reversibilidade do quadro, foi o objetivo
de um estudo experimental. Coelhos foram distribuidos em trés grupos: GO, dieta
normal; G1A, dieta enriquecida, colesterol 0,5% por oito meses; e G1B, dieta igual
a do G1A seguida por dieta normal durante seis meses. Os olhos foram submetidos
a avaliacdo sob microscopia eletrénica de transmissdo. Observaram-se goticulas
de colesterol na supracoroide comprimindo as camadas vasculares e provocando
hipertrofia das células endoteliais e musculares lisas vasculares. Verificou-se que a
espessura da supracoroide encontrava-se aumentada nos coelhos submetidos a
dieta hipercolesterolémica, devido a abundéancia de fibras colagenas. Constatou-se
maior quantidade de lipidios nos espacos intervasculares da coroide dos coelhos
hipercolesterolémicos. Concluiu-se que a normalizagdo do colesterol sérico nao é
suficiente para reverter dano vascular induzido pelo colesterol e que essas
alteragbes poderiam provocar isquemia crénica, induzindo a degeneragao retiniana
(SALAZAR et al., 2007).

A expressdao aumentada do VEGF ja foi relatada em camundongos
transgénicos com deficiéncia do receptor LDL, submetidos a dieta

hipercolesterolémica. Apds dois meses de dieta enriquecida com colesterol,



37

percebeu-se que o EPR, a camada plexiforme externa e segmentos internos dos
fotorreceptores encontravam-se imunorreativos ao VEGF. Foram descritos
também acumulos de lipidios na MB (RUDOLF et al., 2005).

O papel da apoE no transporte reverso do colesterol no EPR foi analisado
utilizando-se culturas primarias de células do EPR de doador humano. Os exames
de enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) e western blotting mostraram
que as células do EPR secretam apoE das superficies basal e apical. Nesse
relato foi formulada a hipotese de que a apoE secretada pelas células do EPR
interage com HDL. Desta forma, percebeu-se que a apoE desempenha fungéo no
transito de lipidios do EPR para a coriocapilar (ISHIDA et al., 2004).

Utilizando também cultura de células do EPR de doador humano, foi
realizado experimento para determinar se a HDL pode estar envolvida no
transporte reverso de colesterol das células do EPR. Os lipidios, radiomarcados
previamente, originados da fagocitose dos segmentos externos dos
fotorreceptores, sao transportados através do EPR por efluxo, pela superficie
basolateral dessas células. Esses lipidios estavam ligados preferencialmente a
HDL, de baixo e alto peso molecular. Encontrou-se também que as
apolipoproteinas A1 (apoA-1) estimulam o efluxo de lipidios em aproximadamente
50%. Devido ao peso molecular da apoA1, que é de 28 Kda (Kilodalton), deduziu-
se que essa apolipoliproteina pode exercer importante papel em atravessar a MB
de pessoas idosas, facilitando a remocgao de lipidios do EPR e MB. Esse estudo
também destacou os efeitos antioxidantes da HDL e sugeriu que o transporte
reverso do colesterol podera vir a ser alvo terapéutico para o estagio inicial da
DMRI (ISHIDA et al., 2006).

Em culturas primarias de células do EPR humano revelou-se expresséo
acido ribonucleico mensageiro (mRNA) para receptor scavenger-B1 (SR-B1) e
receptor scavenger-B2 (SR-B2) por meio dos exames de reagdo em cadeia da
polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR), western blotting e imuno-
histoquimica. Foi feita analogia entre a fagocitose dos segmentos externos dos
fotorreceptores, realizada pelas células do EPR, e a fagocitose de células
apoptéticas e apolipoproteinas, realizada pelos macréfagos. Nas duas
circunstancias, a absorgédo de lipidios foi realizada via scavenger receptor. Tais

achados sao importantes, pois salientam o papel e 0 mecanismo de acido dos
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fotorreceptores na absorgéo de lipidios oxidados, sugerindo que a regulagdo dos
scavengers receptor (CD36, SR-Bl e SR-Bll) pode ser fundamental na
patogénese da DMRI. Desta forma, essa investigagdo também contribuiu para
demonstrar a similaridade entre a fisiopatogenia da doenga aterosclerdtica e a
doenca degenerativa da macula (DUNCAN et al., 2002).

2.3 Glitazonas

O receptor gama ativado pelo proliferador de peroxissomo € membro de
uma superfamilia de 48 receptores intranucleares, incluindo os hormdnios
esteroides e tireoidianos. Formam heterodimeros com o receptor X retinoide para
exercer efeitos de transcricdo genética, regulando a expressao génica em
resposta a ligantes especificos (BERGER; MOLLER, 2002; PAKALA et al., 2004).
Existem trés diferentes isoformas de PPARs: PPAR alfa, PPAR beta/delta e
PPAR gama (CHAWLA et al., 2001a).

O PPAR alfa é expresso predominantemente no figado, coragéo, musculos
e parede vascular. Sua ativagao facilita a oxidagado de acidos graxos e estimula a
expressao de multiplos genes que regulam a concentragdo de lipoproteinas.
Apresenta efeito anti-inflamatério, assim como previne ou retarda a aterosclerose
em animais e seres humanos. Os fibratos, utilizados para tratamento de
hipertrigliceridemia, sdo seus principais agonistas (BARBIER et al., 2002).

O PPAR beta/delta é expresso predominantemente na pele, cérebro e
tecido adiposo. Mesmo sendo demonstrada experimentalmente sua participacao
no metabolismo do colesterol HDL, a atividade do PPAR beta/delta € pouco
conhecida (BERGER; MOLLER, 2002; TAN et al., 2001).

O PPAR gama é expresso abundantemente no tecido adiposo. E
encontrado também nas células beta-pancreaticas, figado, musculo-esquelético,
rins, epitélio colénico e nas células da parede vascular arterial (PATEL et al.,
2006). Na parede arterial, o PPAR gama esta presente nas células musculares
lisas, células endoteliais e macrofagos (PAKALA et al., 2004; WILLSON;
LAMBERT; KLIEWER, 2001). A expressao tecidual dos PPARs gama ocorre entre

as diferentes espécies de animais, porém as diversidades de distribuicdo entre os
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animais e os humanos devem ser observadas (DESVERGNE; WAHLI, 1999).

Em 1995, quando as glitazonas foram reconhecidas como agonistas do
PPAR gama, iniciaram-se muitos estudos experimentais e clinicos. A primeira
droga dessa classe de medicamentos a ser aprovada nos Estados Unidos foi a
troglitazona (nome da medicagdo: Rezulin®, empresa: Warner-Lambert).
Administrada para tratar o diabetes tipo 2, foi retirada do mercado americano no
ano de 2000 por causar hepatotoxicidade. As duas drogas representantes dessa
classe de medicamentos, disponiveis atualmente para o uso clinico, liberadas
pela Food and Drug Administration (FDA) em 1999, séo a rosiglitazona (nome da
medicacdo: Avandia®, empresa: GlaxoSmithKline) e a pioglitazona (nome da
medicag&o: Actos® — empresa: Takeda/ Abbott) (YKI-JARVINEN, 2004).

Uma das pricipais caracteristicas das glitazonas é a indu¢do do aumento
da sensibilidade insulinica. A primeira teoria que tentou explicar essa acgao foi
denominada hipétese do roubo dos acidos graxos. Essa teoria sugere que o
estimulo direto dos agonistas do PPAR gama promove transformacdo de pré-
adipdcitos em adipdcitos e consequente acumulo de gordura dentro do tecido
adiposo, o que ocasiona aumento da massa de tecido adiposo subcutaneo. Deste
modo, a gordura acumula-se em local apropriado, poupando os demais tecidos
dos efeitos deletérios do excesso de acidos graxos (PICARD; AUWERX, 2002). A
segunda hipotese atribui aos agonistas do PPAR gama a regulagédo da expresséo
de varios genes (QUADRO 1) (BERGER et al., 2003; BERGER; MOLLER, 2002),
sendo considerada, assim, efeito indireto dessa droga sobre a sensibilidade
insulinica. Neste sentido, ganha destaque o aumento da produgdo da
adiponectina, uma adipocitoquina produzida exclusivamente pelos adipdcitos, que
além de reduzir a resisténcia insulinica apresenta também propriedades
antiateroscleroticas (YKI-JARVINEN, 2004).
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QUADRO 1
Efeitos indiretos da ativacdo PPAR gama
LOCAL ATIVIDADE EFEITO
Figado Diminui inflamacao | Reduz proteina C reativa

Musculo-esquelético

Captagao de glicose

Aumenta GLUT-4, aumenta fosfatidil 3-
quinase
Diminui PDK-4

Tecido adiposo

Diferenciacao de

adipaocitos

Aumenta transformacéao de pré-

adipdcitos em adipdcitos

Captacéo e
armazenamento de

acidos graxos

Aumenta a proteina-1 transportadora de
acido-graxos, Aumenta a acil-coenzima

A sintetase

Lipdlise intravascular

Aumenta a lipoproteina lipase

Captagao de glicose

Aumenta IRS-1, aumenta IRS-2,
aumenta fosfatidil 3- quinase, aumenta
GLUT-4, aumenta CAP, aumenta GyK

Outras

Aumenta adiponectina, diminui 11beta-

hidroxiesteroide deidrogenase-1

Parede vascular

Moléculas de adesao

Vasoconstricao

Diminui VCAM-1, diminui ICAM-1

Diminui endotelina

Efluxo de colesterol

Aumenta ABCA-1, aumenta SR-B1

Outras

Diminui Interleucina-6, diminui MMP-9,
diminui MCP-1, aumenta eNOS, diminui
iINOS, diminui PAI-1

GLUT - insulina sensivel transportador de glicose, PDK-4 — piruvato deidrogenasequinase-4, IRS -
substrato do receptor de insulina, CAP — CBL proteina associada, GYK — glicerol quinase, VCAM-
1 - molécula de adeséo vascular-1, ICAM-1 — molécula de adesao intercelular-1, ABCA-1 - ATP
ligante cassete-1, SR-B1 — scavenger receptor -B1, MMP-9 — matriz metaloproteinase-9, MCP-1 -
proteina de quimiotaxia de mondcitos-1, ENOS — 6xido nitrico sintetase endotelial, INOS — 6xido
nitrico sintetase induzivel, PAI-1 - inibidor do plasminogénio ativado-1.

2.4 Estimulagao do receptor gama ativado pelo proliferador de peroxissomo

(PPAR gama) e aterosclerose

O PPAR gama esta presente nas principais células da parede arterial,
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incluindo células endoteliais, células musculares lisas, mondcitos e macréfagos
(LAW et al., 2000; MARX et al, 1998a; RICOTE et al., 1998a). Lesdes
aterosclerdticas em humanos também expressam o PPAR gama nas células
musculares lisas e macréfagos (MARX et al., 1998b; PAKALA et al., 2004).
Mondcitos apresentam PPAR gama, porém observa-se superexpressao quando
0s mesmos se transformam em macrofagos (MARX et al., 1998b).

O tratamento com as glitazonas diminui os marcadores de atividade
aterosclerdtica nas placas, sugerindo efeito adicional além do controle metabdlico
(MINAMIKAWA et al., 1998).

Pesquisadores confirmaram que a ativacdo do PPAR gama inibe a
expressao e a atividade da metaloproteinase-9 (MARX et al., 1998b), assim como
a expressao das moléculas de adesdao VCAM-1 e ICAM-1 pelas células
endoteliais vasculares (JACKSON et al., 1999; PASCERI et al, 2000).
Comprovou-se, também, que a ativacdo do PPAR gama reduz a migragéo
transendotelial dos monécitos pela diminuicdo da expressdo do MCP-1 e dos
receptores CCR2 (HAN et al., 2000).

Os agonistas PPAR gama podem ativar o scavenge receptor em
macrofagos, chamado de CD 36, que estimula a fagocitose do colesterol LDL
oxidado, levando a expressiva formagao de células espumosas (CHAWLA et al.,
2001a; TONTONOZ et al., 1998). Esse processo € considerado um pro-
aterogénico da ativagdo PPAR gama. Porém, o mesmo €& compensado pelo
estimulo a maior saida do colesterol da célula a partir da ativagdo de enzimas
responsaveis pela via reversa de metabolismo do colesterol. Isto ocorre com base
na expressao de ATP ligante cassete subfamilia A 1 (ABCA1) e ATP ligante
cassete subfamilia G 1 (ABCG1), que promove a remogédo do colesterol LDL
oxidado da parede vascular arterial (ZHANG; CHAWLA, 2004).

A ativagdo PPAR gama atenua a resposta imune celular pela redug¢ao da
expressao do complexo de histocompatibilidade do tipo 2, induzida pelo
Interferon-y. Desta forma, ocorre inibicdo da ativagéo e proliferacéo dos linfécitos
T CD4+ (KWAK et al., 2002).

A rosiglitazona administrada na dose de 3 mg/kg/dia por oito semanas
exerceu efeitos vasoprotetores sobre a disfuncdo endotelial em coelhos

hipercolesterolémicos, mostrando-se, desta forma, ser uma droga antioxidante e
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vasodilatadora (TAO et al., 2003).

Até 2006 achava-se que o tratamento com as glitazonas poderia resultar
em varios efeitos independentes da redugédo da glicemia e que essa classe de
droga teria o potencial de reduzir o risco cardiovascular. Acreditava-se que os
agonistas do PPAR gama melhorariam a sensibilidade a insulina, além dos efeitos
diretos pleiotrépicos imunomoduladores, anti-inflamatorios e antiateroscleréticos,
podendo ter impacto favoravel na prevencdo da doenca cardiovascular,
especialmente quando associada ao diabetes mellitus tipo Il. Aguardava-se até
entdo a conclusdo de estudos clinicos sobre a reducdo de eventos
cardiovasculares com o uso de glitazonas em pacientes diabéticos e nao-
diabéticos (HODIS et al., 2006; HSUEH; BRUEMMER, 2004; RiOS-VAZQUEZ et
al., 2006). Em 2007, uma metanalise de 42 estudos com rosiglitazona em
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 evidenciou significativo aumento do risco
de infarto do miocardio (43%) e aumento nao-significativo do risco de morte por
causa cardiovascular para o grupo em uso da rosiglitazona (NISSEN; WOLSKI,
2007).

No entanto, outro estudo mostrou dados inconclusivos a respeito de risco
de hospitalizagdo ou mortes de origem cardiaca. Nesse relato, ndo foi observado
aumento representativo do risco de mortalidade ou morbidade cardiovascular nos
pacientes que receberam rosiglitazona, na comparagado com o0 grupo que recebeu
drogas hipoglicemiantes convencionais - metformina e sulfonilureias (HOME et al.,
2009). No momento, aguarda-se a conclusdo de outros estudos clinicos para

avaliarem-se os efeitos cardiovasculares da rosiglitazona.

2.5 Glitazonas E DMRI

A forma exsudativa da DMRI, caracterizada pela neovascularizacdo sub-
retiniana, € a principal causa de perda visual grave abrupta da doenga (CIULLA;
DANIS; HARRIS, 1998; LEE; WANG; ADAMIS, 1998). Na DMRI exsudativa
ocorre crescimento de canais neovasculares a partir da rede vascular da coroide
para o espaco sub-retiniano. Esses neovasos permitem o vazamento de plasma

e/ou sangue, resultando em lesao irreversivel dos fotorreceptores retinianos (LEE;
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WANG; ADAMIS, 1998). Essa alteracao vascular pode ter inicio com a ativacao e
migragao das células do EPR, normalmente quiescentes, para dentro do estroma
da lesdo neovascular (LOPEZ et al., 1996). Estudos identificaram importante
papel do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) na patogénese da
membrana neovascular sub-retiniana e confirmam que a célula do EPR ativada é
a maior fonte de citocinas angiogénicas (KLIFFEN et al., 1997; KVANTA et al.,
1996; SHEN et al., 1998; WELLS et al., 1996).

Em 2000, Murata et al. realizaram um estudo para determinar o efeito
antigiogénico dos agonistas do PPAR gama nas células envolvidas na
patogénese da neovascularizagao coroidal in vitro e no modelo experimental in
vivo, em olhos de ratos e macacos. Troglitazona e rosiglitazona foram usadas
para avaliar os respectivos efeitos no EPR, proliferagcdo de células endoteliais
coroidenas e formacao de vasos a partir de células endoteliais coroidenas em
resposta ao VEGF. A neovascularizagdo coroideana, induzida pela
fotocoagulagéo, foi avaliada por angiofluoresceinografia e exame histoldgico apés
a injecao intravitrea de troglitazona em olhos de ratos (15 experimentais/ 15
controles/ nove queimaduras por olho) e olhos de macacos (dois experimentais/
dois controles/ sete queimaduras paramaculares por olho). Observou-se que o
PPAR gama foi expresso em ambos, EPR e células endoteliais coroidenas.
Sendo assim, ligantes desse receptor exerceram significativa inibicdo da
proliferacdo e migracado induzida pelo VEGF em ambos os tipos celulares e na
formacdo de vasos a partir de células endoteliais coroidenas. As membranas
neovasculares nos ratos foram marcadamente inibidas pela injegao intravitrea de
troglitazona. Angiograficamente, registrou-se pouco vazamento. Histologicamente,
as lesbes apresentaram-se mais finas. Achados similares foram encontrados em
olhos de macacos. Aparentemente, ndo ocorreram efeitos adversos na retina
adjacente ou nos olhos dos controles. Os autores concluiram que a inibi¢do da
angiogénese coroidena, induzida pelo VEGF in vifro e neovascularizagdo
coroidena in vivo, pelos ligantes do PPAR gama, pode também ocorrer na DMRI
exsudativa de seres humanos.

Até o presente momento, a agao farmacolégica dos agonistas do PPAR
nao foi testada como inibidora das anormalidades encontradas na retina, EPR e

membrana de Bruch nos casos de DMRI seca.
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3 OBJETIVOS

Demonstrar que anormalidades na esclera, coroide e retina ocorrem
precocemente ao administrar-se dieta rica em colesterol a coelhos.

Demonstrar que essas anormalidades podem ser inibidas ou atenuadas
com o uso de agonista do receptor gama ativado pelo proliferador de

peroxissomo (PPAR gama) - rosiglitazona.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Desenho do experimento

Para a realizacao deste estudo, o protocolo foi apresentado e aprovado
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Hospital Angelina Caron e
Universidade Federal de S&do Paulo, sob o parecer n° 0806/07, de 20 de julho de
2007 (ANEXO A).

O experimento foi realizado em coelhos new zealand tratados com ragéo
enriquecida com colesterol Sigma-Aldrich 95%® na concentracéo final de 1% por
duas semanas e posteriormente alimentados com ragao na concentracao final de
0,5% por mais quatro semanas, para elucidar a hipotese de que a dieta
hipercolesterolémica provoca anormalidades precoces na esclera, coroide e retina
e que a estimulagdo do PPAR gama, com o uso de rosiglitazona em diferentes
momentos, pode atenuar tais anormalidades. Foram definidos quatro diferentes
grupos de coelhos, identificados no QUADRO 2. A FIG. 2 mostra o desenho do

projeto.
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QUADRO 2

Demonstrativo do delineamento experimental

Grupos | Quantidade Procedimentos

de animais

GC 06 Animais com dieta padrao Nuvital® prépria para coelho.

G1 12 Animais com dieta padrao Nuvital® , prépria para coelho,
enriquecida com colesterol a 1% por 2 semanas e a 0,5%
por mais 4 semanas.

G2 18 Animais com dieta padrao Nuvital® , prépria para coelho,
enriquecida com colesterol a 1% por 2 semanas e a 0,5%
por mais 4 semanas + rosiglitazona 3 mg/kg/ dia a partir
da 3% semana (14°. dia).

G3 18 Animais com dieta padrao Nuvital®, prépria para coelho,

enriquecida com colesterol a 1% por 2 semanas e a 0,5%
por mais 4 semanas + rosiglitazona 3 mg/kg/ dia desde o

inicio do experimento.

GC: grupo-controle, recebeu dieta padrdao Nuvital® propria para coelho; G1: grupo dieta
colesterol; G2: grupo dieta colesterol + rosiglitazona a partir do 14°. dia. G3: grupo dieta colesterol
+ rosiglitazona comegando desde o inicio do experimento. GC recebeu dieta normal durante 6
semanas. G1, G2 E G3 foram submetidos & dieta rica em colesterol a 1% por 2 semanas, a seguir
receberam dieta rica em colesterol a 0,5% por mais 4 semanas. Afericdes realizadas: peso e
dosagem sérica de colesterol total, triglicerideos, HDL colesterol, glicemia de jejum no inicio do
experimento, no 14° dia e no 42° dia (eutanasia). Avaliagdo histoloégica qualitativa, analise
morfométrica quantitativa, analise imuno-histoquimica.
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(INici0)
GC Nuvital® (durante 42 dias)
(14° DIA)
G1 colesterol 1% colesterol 0,5% ( G1,G2 e G3)
G2 colesterol1% G2 iniciou com rosiglitazona
G3 Colesterol 1%+ rosiglitazona !
l
l
l
Histologia doenca Sacrificio do animal (42° DIA)
Morfometria (esclera e coroide)
Imuno-histoquimica (retina) Coleta de sangue
¢ Inicio do estudo
e 14 dias

e Sacrificio do animal

Rosiglitazona por gavagem oral
3 mg/kg/dia :

GC e G1 — sem rosiglitazona
G2 - rosiglitazona a partir do 14° dia
G3 - rosiglitazona do inicio ao final do experimento

Figura 2 - Desenho do projeto.

GC- Grupo controle; G1- Grupo 1 ; G2- Grupo 2; G3- Grupo 3.

4.1.1 Ambiente de experimentagcao

Os procedimentos foram realizados nas dependéncias do laboratério de
Técnica Operatoria da Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUC-PR) e no
Centro de Estudos do Hospital Angelina Caron.

Os animais foram mantidos no biotério em macroambiente com ciclos de
iluminagdo 12/12 horas, com trocas de ar e temperatura controlada entre 19 e
23°C.

Para o microambiente foram utilizadas gaiolas de metal higienizadas
diariamente. Os animais receberam durante o experimento agua, de forma ad

libitum, e ragdo especifica para a espécie, Nuvital® (Nuvital, Colombo, Brasil),
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enriquecida ou ndo com colesterol. Cada animal foi mantido em gaiola individual,
identificado com numeracao sequencial na orelha direita, que foi repetida na face

frontal da caixa.

4.1.2 Animais utilizados

Foram utilizados 54 coelhos machos albinos (Oryctolagus cunicullus) da
linhagem new zealand, provenientes do biotério da PUC-PR, com os pesos
aproximados de 2.546 g e com idade média de quatro meses.

Esses animais ficaram no biotério da PUC-PR para um periodo de

adaptacao de sete a 10 dias antes do inicio do experimento.

4.1.3 Preparo da ragao suplementar

Para a preparacdo da ragdo com concentracdo de 1% de colesterol,
administrada nas primeiras duas semanas, foram utilizados 200 g de colesterol
em p6 Sigma-Aldrich® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a 95%, dissolvidos em 800
mL de cloroférmio (Biotec®) e distribuidos em 20 Kg de racdo Nuvital®. Foram
utilizados 100 g do mesmo colesterol em po, dissolvidos em 800 mL de
cloroférmio, distribuidos em 20 Kg de ragao Nuvital®, para a preparacéo de ragao
com a concentracdo de 0,5% de colesterol, administrada nas quatro semanas
seguintes.

A racéao foi colocada em recipiente plano e largo, sendo distribuida numa
camada fina. O colesterol diluido foi regado sob a racdo, de forma homogénea. A
racao com colesterol foi preparada a cada 14 dias, esperando-se 48 horas apoés o
preparo, para adequada secagem antes de oferecer aos animais. A quantidade

diaria oferecida foi de 600 g de rag&o para cada animal (SUN et al., 2000).
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4.1.4 Preparo da rosiglitazona

A rosiglitazona foi administrada na forma de suspensédo a partir de gavagem
oral, na dose de 3 mg/kg/dia. Para isto, foram empregadas seringas com capacidade
de 1 mL de volume, uma vez ao dia, para os coelhos do grupo 2 e grupo 3.

Para o grupo 2, ela foi administrada no 14° dia e mantida até o final da
experimentagdo. Para o grupo 3, ela foi administrada desde o inicio do
experimento até o dia da eutanasia (42° dia).

Foram recebidos 15 frascos contendo 1 g cada de rosiglitazona em pé a
99,5% de pureza e a 75,1% para base livre (GlaxoSmithKline, Harmine Road,
Durham — Inglaterra), demonstrado na FIG. 3 e no ANEXO B.

As orientagdes para o preparo do medicamento foram enviadas
especificamente para este projeto de pesquisa pelo Departamento Cientifico da
GlaxoSmithKline Brasil (LEVI et al., 2003; LIU et al., 2004; MURTHY et al., 2005;
SANCHEZ-HIDALGO et al., 2005; SOROCEANU et al., 2004; TAO et al., 2003;
YUEN et al., 2003).

A medicacdo foi preparada pela farmacéutica responsavel, inscrita no
Conselho Regional de Farmacia do Estado do Parana sob o numero 4816,

designada em comum acordo entre o pesquisador e a GlaxoSmithKline Brasil.

Figura 3 - Frasco da rosiglitazona enviado pelo laboratério.

Frasco &mbar da rosiglitazona em pé a 99,5% de pureza e a 75,1%
para base livre para diminuir a penetragaso de luz e evitar a
degradagéo do produto. Preparo da rosiglitazona a 2%.
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A forma farmacéutica utilizada foi uma suspensao oral com goma xantana a
0,2% (a partir de um gel de goma xantana a 2%). Optou-se por um veiculo viscoso
em fungdo da insolubilidade da rosiglitazona em agua. As fases do preparo da

rosiglitazona estéo apresentadas no QUADRO 3.

QUADRO 3

Fases do preparo da rosiglitazona

1) Pesagem do ativo, do conservante e do gel de goma xantana.
2) Trituragdo dos pés.

3) Pesagem da glicerina para homogeneizagao dos ativos.

4) Adicao de agua.

5) Transferéncia para uma proveta graduada.

6) Completar o volume de 100 mL de agua.

7) Verificagdo do potencial de Hidrogénio (pH).

8) Transferéncia da suspenséao para frasco ambar tipo pet.

A rosiglitazona passou pelas fases em condi¢coes assépticas.

Os dados farmacotécnicos e a apresentagédo final da rosiglitazona estao
apresentados nos QUADROS 4 e 5.

QUADRO 4

Farmacotécnica para produgao de 200 mL de rosiglitazona a 2%
Rosiglitazona...............cccooiinees 49 (ndo foi aplicado o fator de correcao)
(1] 0= [ o TSP 0,15% (conservante)
gel de goma xantana a 2%.........cccccceeeeeeeeiinnins 0,2% (agente suspensor)
GlCEIINA. ..o 10 mL (agente molhante)
agua destilada e deionizada gSp.........ccoevvrereiiiiiiiiiii e 200 mL

pH final da suspensao = 3,4 (formagéo de grumos em pH de 5,0)

Apresentacao dos produtos envolvidos na elaboragao da rosiglitazona a 2%.
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QUADRO 5

Forma de apresentagéo da rosiglitazona administrada aos animais

Embalagem: frascos de 200 mL escuro tipo pet

Administragdo: em seringas de 1 mL

pH: 3,4

Fator de corregao da rosiglitazona de 75,1% de base livre = 1,3315
Dose: 3 mg/kg/dia

Concentragao da solugao: 2% de rosiglitazona

Validade da suspensdao: 14 dias sob refrigeragéo (2° - 8° C)

Dados referentes ao produto final manipulado.

Para calculo do volume a ser aplicado, considerou-se o peso do animal, a
dose de 3 mg/kg/dia para cada animal, o fator de corregdo e a suspensio de
rosiglitazona formulada a 2%.

Portanto, como exemplo, para um animal com 2.235 g foi feito o seguinte
calculo:

2.235 X 3 X 1,3315 = 8,9278 mg de rosiglitazona.

Em cada 200 mL de solugdo tém-se 4.000 mg de rosiglitazona, sendo
entdo necessarios 0,446 mL da solucdo. O QUADRO 6 exemplifica o preparo da
rosiglitazona e simula o célculo utilizado para administra-la em coelhos com

diferentes pesos.
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QUADRO 6
Preparo da rosiglitazona a 2% e exemplos dos calculos utilizados
Base livre: 75,1%

75,1 gramas de rosiglitazona -------- 100 g do sal total

0,003 g de rosiglitazona (equivale a 3 mg de rosiglitazona) ------ X

x =0,0039947 g (quantidade de sal por kg) ja aplicado fator de corregéo
Por exemplo:

Para coelhos com 3 kg: 3 x 0,0039947 = 0,0119841 g ~11,98 mg de
rosiglitazona por dia

Para coelhos com 2,5 kg: 2,5 x 0,0039947 = 0,0099867 gramas ~9,98 mg

rosiglitazona por dia

Fator de correg¢ao da droga considerando base livre a 75,1% = 1,3315
FATOR DE CORRECAO= 100/75,1

Preparo da rosiglitazona a 2% e o calculo realizado para administragdo em coelhos
apresentando diferentes pesos.

4.1.5 Administragao da rosiglitazona

A rosiglitazona, na forma de suspensdo liquida, foi administrada
diariamente aos coelhos do grupo 2 logo apds a recuperagéo anestésica, a partir
do calculo do volume a ser aspirado do frasco tipo pet de acordo com o peso do
animal, como demonstrado no item 4.1.4. Para o grupo 3, a rosiglitazona foi
administrada diariamente desde o inicio da dieta hipercolesterolémica até o final
do experimento.

A dose aplicada foi de 3 mg/kg/dia, uso do fator de corre¢édo da droga, que
€ 1,3315, e uso de suspensao de rosiglitazona a 2%.

Foram observados os seguintes cuidados: conservagao da suspensao em
geladeira a 2-8°C; seringas novas para cada animal, com o intuito de evitar a
contaminagdo da suspensao; e conteudo plenamente agitado por 60 segundos,
antes de aspirar o exato volume a ser administrado.

Cada animal foi gentilmente imobilizado e a suspensao foi introduzida na
cavidade oral através de uma seringa com capacidade de volume para 1 mL. A

seringa foi introduzida pelo menos 3 cm na boca do animal para liberar a
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medicacao, conforme a FIG. 4.
Esse procedimento foi feito diariamente, as 9:00 horas da manha, apds a

pesagem do animal, para avaliar o volume a ser administrado.

Figura 4 - Administracédo da rosiglitazona a 2%.

A) Introdugao da seringa com capacidade para 1 mL para o inicio da gavagem oral.
B) Finalizagdo do procedimento de gavagem oral com introdugédo de pelo menos 3 cm da seringa
na boca do animal.

4.1.6 Aferigoes
4.1.6.1 Peso

O peso, expresso em gramas, foi avaliado diariamente em balanca de
precisdo eletrbnica e comparado no inicio experimento, chamado de periodo

basal, no 14° dia e imediatamente antes da eutanasia (42° dia).
4.1.6.2 Glicemia

A glicemia, expressa em miligramas por decilitros, foi dosada pelo método
enzimatico colorimétrico automatizado (Architec® Abbott) no inicio experimento,
chamado de periodo basal, no 14° dia e imediatamente antes da eutanasia (42°

dia). A unidade foi expressa em miligramas por decilitros
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4.1.6.3 Lipideos

Os colesterois total e HDL e os triglicerideos, expressos em miligramas por
decilitros, foram dosados pelo método enzimatico colorimétrico automatizado
(Architec® Abbott) no inicio do experimento, chamado de periodo basal, no 14° dia

e imediatamente antes da eutanasia (42° dia).

4.1.6.4 Analise da esclera, coroide e retina

Para as avaliacbes desse modelo experimental foram adotadas as
afericdes histologicas de forma quantitativa morfométrica, qualitativa e imuno-

histoquimica.

4.1.7 Normas adotadas

Foram adotados os principios éticos de experimentacdo animal
preconizados pela Associagdo para Pesquisa em Visdo e Oftalmologia (ARVO),
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA-1997), Nomina Anatdmica
Veterinaria e as normas de redacdo de trabalhos cientificos da Pontificia

Universidade Catdlica do Parana, dirigida para teses de Doutorado.
4.2 Procedimentos
4.2.1 Anestesia
Apds 12 horas de jejum, os coelhos foram anestesiados com xilazina
(Coopazine®-Coopers) na dose de 5 mg/Kg associada a ketamina (Vetanarcol®-

Kdnig) na dose de 3,5 mg/Kg, por via intramuscular na regido da coxa direita.

ApoOs periodo de cinco minutos, coletou-se sangue para avaliagao
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laboratorial.

4.2.2 Coleta de amostras

4.2.2.1 Sangue

No inicio da dieta, momento chamado basal, no 14° dia e imediatamente
antes do momento da eutanasia, foram colhidos 5 mL de sangue através de
puncdo da veia marginal auricular magna, sob anestesia geral, com injecao
intramuscular de ketamina 5 mg/kg e xylazina 35 mg/kg, para as dosagens
plasmaticas de lipideos e glicemia. Soroteca com 500 microlitros de cada animal

foi congelada para andlises futuras.

4.2.3 Retirada dos globos oculares

Os globos oculares foram imediatamente enucleados apds a eutanasia dos

animais. A técnica consistiu na realizagdo de peritomia limbica conjuntival,

isolamento e sec¢ao de musculos extraoculares, com tesoura. Apds, foi realizada

delicadamente a secgao do nervo 6ptico com tesoura.

4.3 Avaliacoes histopatolégicas

4.3.1 Preparo das amostras

4.3.1.1 Fixagao dos espécimes

Os animais foram sacrificados no 42° dia com inje¢do endovenosa de 5 mL

de pentobarbital e os olhos imediatamente fixados em paraformaldeido a 4%

(Merck, Darmstadt, Alemanha) a 4°C, em 0.1 M fosfato / ph 7.4 por quatro horas.
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4.3.1.2 Analise histologica

Os dois olhos de cada animal (total de 108) foram removidos e submetidos
a fixacado, porém somente um foi escolhido para o estudo de forma aleatéria.
Depois da fixagcdo, os espécimes foram avaliados macroscopicamente, sendo
feita seccéo coronal no nivel do nervo éptico, dividindo-se os globos oculares em
duas metades (superior e inferior). A metade inferior foi estocada para estudos
posteriores. E a outra foi submetida a desidratagéo, diafanizagdo e impregnagao
em parafina, com histotécnico marca Leica® modelo TP 1020 (Leica, Wetzlar,
Alemanha). Para a confec¢ao dos blocos de parafina (total de 108), utilizou-se o
inclusor Leica®, modelo EG1160. Esses blocos foram cortados com micrétomo
marca Leica®, modelo RM2145, a 5 p, para obtenc&o dos cortes histolégicos (total
de 108). Os cortes foram pescados em lamina de vidro com albumina, corados
com hematoxilina-eosina e montados com laminula de vidro de 24 x 90 mm
Entellan, Merck® (Merck, Darmstadt, Alemanha).

As 108 laminas coradas em hematoxilina-eosina foram analisadas sob o
ponto de vista morfolégico qualitativo, sendo selecionados 54 cortes histologicos,
um para cada animal do estudo, com qualidade técnica adequada para a

realizacdo da analise quantitativa.

4.3.1.3 Analise histomorfométrica quantitativa da esclera e coroide

Para a analise quantitativa da coroide foram avaliados os cortes corados
em hematoxilina-eosina previamente selecionados. Com a ajuda da objetiva de 4x
e caneta de retroprojecdo azul, o globo ocular hemisseccionado foi dividido,
manualmente, em 10 segmentos iguais (de pars plana a pars plana contralateral).
A seguir, capturou-se uma imagem por segmento (total de 10 imagens capturadas
em cada um dos 54 olhos analisados) com microscopio Olympus BX50 (Olympus,
Tokyo, Japao) acoplado a camera Sony (Sony Corporation, Tokyo, Japao) e

software Image Proplus® (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, EUA) (FIG. 5).
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Figura 5 — Resumo do sistema para aquisi¢ao das imagens.

Microscépio Olympus® bx 50 com cdmara Sony® e programa para
morfometria Image Proplus 4,5®.

Em cada imagem capturada foram realizadas quatro medidas
morfométricas lineares, no software Image Proplus®, para avaliar a espessura da
coroide e da esclera nos 10 segmentos (40 medidas em cada uma das 54 |aminas
avaliadas). Finalmente, foram realizadas as médias das quatro medidas de cada
um dos 10 segmentos em cada um dos 54 espécimes analisados e,
posteriormente, para efeitos de anadlise estatistica, os 10 segmentos foram
agrupados em duas regides: proxima do disco optico (segmentos A e B),
denominada regido posterior; e mais préxima da pars plana (zonas C, D e E),
denominada regido periférica (FIG. 6). A unidade de medida foi expressa em

micrometro.
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Figura 6 — Esquema dos locais de mensuragao morfométrica

da esclera e da coroide.
PP- Pars plana; NOt- Nervo 6ptico; Zonas A,B,C,D,E.

4.3.1.4 Analise imuno-histoquimica da retina

Os cortes histologicos foram desparafinizados e reidratados, sendo feito
posteriormente o bloqueio da peroxidase enddgena. Foram lavados em &gua
deionizada e incubados em camara umida a 95°C por 20 minutos para
recuperacgao antigénica. Novo bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado. Os
cortes foram cobertos com anticorpo primario monoclonal produzido em
camundongo, denominado calretinina, da marca Dako®, clone DAK CALRET 1
(diluicdo envision 1:200). Outro anticorpo primario monoclonal utilizado foi o
GFAP, também produzido em camundongo, da marca Dako®, sendo o clone GF2
(diluicdo 1:300). Os espécimes foram incubados em uma camara umidificada
selada por 24 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, foram recobertos
com anticorpo secundario, polimero marcado-HRP anticamundongo Envision®
System (DakoCytomation, Inc., Carpinteria, EUA) e incubados a temperatura
ambiente por 30 minutos. Foram, entdo, submetidos ao gotejamento de substrato

misto recém-preparado DAB (DakoCytomation, Inc., CA, EUA). E novamente
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foram incubados por trés a cinco minutos. Os cortes foram contracorados com
hematoxilina de Mayer e depois montados.

Controles positivos e negativos foram usados em todas as marcagodes e as
laminas foram primeiramente analisadas por um observador, sem conhecimento
prévio do grupo de identificagdo (de maneira cega). Nessa andlise foi anotada a
existéncia ou ndo de positividade nos dois marcadores escolhidos (anticalretinina
e GFAP).

Nos casos em que se constatou positividade para o marcador
anticalretinina, foram feitas duas analises quantitativas. Na primeira, foram
contadas todas as células ganglionares positivas em cinco campos consecutivos,
com objetiva de 40x em microscopio de cinco cabegas BX50 Olympus®. Na
segunda analise quantitativa, foram marcadas as areas positivas pelo método da
morfometria de cores. Esse método consistiu em analisar a area da reacéao
positiva. Para tanto, foram capturadas imagens de 10 campos consecutivos, em
objetiva de 40x, com camera Olympus BX50, modelo DXC-107A, e software
Image Pré-plus. O software permitiu que as areas positivas fossem selecionadas
e coloridas por um observador e depois calculou automaticamente os dados de
area da reacdo positiva. Esses dados foram enviados ao programa Microsoft
Excel (Redmond, WA) em forma de planilha, para analise estatistica. A variavel
area total refere-se a somatéria de todas as areas positivas em cada um dos 10
campos analisados. A unidade de medida foi expressa em micrOmetro ao
quadrado. Foram considerados positivos ao anticorpo anticalretinina (CR) as

células e elementos celulares que adquiriram coloragao castanha.

4.4 Analise estatistica

Para a comparagdo dos grupos em relagdo as variaveis do estudo que
atenderam a condi¢cao de normalidade, foi usada a analise de variancia com um
fator (Analise de Variancia - ANOVA) e o teste LSD ( Método da diferenca
minima significativa) para as comparagdes multiplas. As variaveis esclera e
coroide foram submetidas a transformacéao logaritmica. Para a comparagao dos

grupos em relagao as variaveis que nao atenderam a condigao de normalidade, a
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comparagao entre os grupos foi feita usando-se o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis. A condicdo de normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de

Shapiro-Wilks. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.
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5 RESULTADOS

5.1 Peso e variaveis laboratoriais

Para cada uma das variaveis do controle metabdlico, testou-se a hipotese
nula de que os resultados eram iguais para os quatro grupos versus a hipétese
alternativa de que pelo menos um dos grupos tinha resultados diferentes dos
demais.

Na TAB. 1 observam-se as variaveis: peso, glicose, colesterol total, HDL e
triglicerideos no momento basal. Ndo havia diferencas significativas entre os
grupos em relagdo aos niveis de glicose, colesterol total, HDL e triglicerideos.
Porém, ressaltou-se diferenga significativa em relagdo a variavel peso entre os
grupos. A comparagao dos grupos dois a dois demonstrou significativo aumento
do peso do G1 em relagédo ao GC (p=0,009) e ao G2 (p=0,003).
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TABELA 1
Peso (em gramas) e variaveis laboratoriais (em miligramas por decilitros) no

momento basal

Desvio- | Valor
padrao de p

Variavel Grupo| N Média | Mediana | Minimo | Maximo

Peso GC 6 2359,67 23185 1973 2813 361,16
G1 12 2804,75 2789 2300 3350 344,60
G2 18 2426,61 2400 1900 3016 311,40
G3 18 2593,78 2556 2034 3304 322,17 0,012°

Glicose GC 6 107,33 106 92 130 13,88

G1 12 123,00 123,5 92 148 17,05

G2 18 122,11 126 80 149 18,49

G3 18 116,50 114,5 99 141 11,58 0,167 °
Colest T GC 6 44,50 42,5 29 67 15,04

G1 12 41,50 39 24 63 12,81

G2 18 48,67 51 22 77 18,50

G3 18 39,50 38,5 18 69 13,59 0,337°
HDL GC 6 22,33 21,5 17 29 4,27

G1 12 24,08 24,5 17 32 5,21

G2 18 23,56 23,5 14 40 7,29

G3 18 20,72 19 12 36 6,19 0,305°
Triglicerideo GC 6 60,67 57,5 47 78 11,31

G1 12 68,25 55 40 124 28,07

G2 18 84,72 85,5 28 135 32,46

G3 18 92,11 79,5 34 228 46,37 0,119°

(*) ANOVA, p<0,05
(b) Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05.

A TAB. 2 demonstra as variaveis: peso, glicose, colesterol total, HDL e

triglicerideos no 14° dia.



63

TABELA 2
Peso (em gramas) e variaveis laboratoriais (em miligramas por decilitros) no 14°
dia

Variavel |Grupo| N Média | Mediana | Minimo | Maximo I;zz\:;%' VaI;: de
Peso GC 6 237417 2330 1980 2820 360,23
G1 12 2851,33 2788 2374 3390 332,44
G2 18 2548,44 2548 2014 3034 259,38

G3 18 2760,61 2800 2094 3360 305,87 0,005°
Glicose GC 6 106,83 105 95 125 11,34
G1 12 303,00 302,5 192 435 82,32
G2 18 253,11 262 156 392 65,46

G3 18 164,11 156,5 105 263 38,29 <0,001°
Colest T GC 6 43,00 41,5 27 65 13,99
G1 12 600,25 726 165 853 258,94
G2 18 404,83 366,5 170 811 180,57

G3 18 358,50 361,5 56 762 21543 <0,001°
HDL GC 6 23,00 22,5 19 29 3,41
G1 12 24,50 25 16 30 3,94
G2 18 27,11 27,5 14 41 6,50

G3 18 48,22 48,5 6 98 23,22 <0,001°
Triglicerideo GC 6 60,50 58 50 75 9,69
G1 12 79,75 62 45 142 35,13
G2 18 81,44 52 30 216 60,90

G3 18 113,78 91 31 338 82,09 0,433°

(*) ANOVA, p<0,05

(b) Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05.

Verificou-se diferenga significativa entre os grupos quanto as seguintes

variaveis: peso, glicose, colesterol total e HDL. Sendo assim, para cada uma

dessas variaveis foram feitas as comparagdes dos grupos dois a dois. Os

resultados do valor de p sdo apresentados na TAB. 3.
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TABELA 3
Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2 relativos

ao peso e variaveis laboratoriais no 14° dia

Grupos sob Peso Glicose Colest_t HDL
comparagao Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p
GC x G1 0,003 <0,001 <0,001 0,834
GC x G2 0,229 <0,001 <0,001 0,543
GC x G3 0,009 0,044 <0,001 <0,001
G1xG2 0,010 0,027 0,030 0,624
G1xG3 0,426 <0,001 0,006 <0,001
G2 xG3 0,041 <0,001 0,474 <0,001

A TAB. 4 contém as variaveis peso, glicose, colesterol total, HDL e
triglicerideos no 42° dia (dia da eutanasia).
TABELA 4
Peso (em gramas) e variaveis laboratoriais (em miligramas por decilitros)

no dia do sacrificio (42° dia)

Desvio- | Valor de
padrao p*
Peso GC 6 2383,67 2342 1990 2830 359,83

G1 12 3040,33 3084 2440 3734 434,60
G2 18 2726,22 2698 2428 3126 222,45
G3 18 2764,44 2793 2316 3386 266,17 0,001°

Variavel |[Grupo| N | Média |Mediana| Minimo | Maximo

Glicose GC 6 104,33 100 94 123 10,75

G1 12 169,75 160,5 108 247 49,96

G2 18 225,61 208 115 404 87,47

G3 18 235,67 235,5 77 447 79,92 0,001°
Colest_ T GC 6 42,50 41,5 28 66 13,97

G1 12 881,83 981 199 1046 233,16

G2 18 708,67 783,5 121 992 256,40

G3 18 684,89 665 246 1220 264,33 <0,001°
HDL GC 6 23,33 23 19 30 3,78

G1 12 25,33 26,5 13 32 5,94

G2 18 26,72 20,5 12 65 14,79

G3 18 7394 70 40 123 22,92 <0,001°
Triglicerideo GC 6 59,67 57,5 50 73 8,85

G1 12 105,75 96,5 34 213 58,08

G2 18 332,17 147 52 1355 442,86

G3 18 277,72 231 60 983 212,34 <0,001°

(*) ANOVA, p<0,05 (°) Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05.
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Para todas as variaveis analisadas houve diferenga significativa entre os
grupos. Os valores de p relativos as comparag¢des dos grupos dois a dois estédo

expressos na TAB. 5.

TABELA 5
Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2 em relagao

ao peso e variaveis laboratoriais no 42° dia

Grupos Peso Glicose Colesterol HDL Triglicerideo
sob comparacao p P p p sp
GC x G1 <0,001 0,079 <0,001 0,534 0,086
GC x G2 0,023 0,001 <0,001 0,995 <0,001
GC xG3 0,012 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
G1xG2 0,009 0,045 0,016 0,408 0,018
G1xG3 0,020 0,019 0,009 <0,001 0,001
G2 xG3 0,712 0,681 0,802 <0,001 0,173

Quando os momentos foram comparados, constatou-se estabilidade em
todas as variaveis do GC nos trés momentos (basal, 14° dia e 42° dia). Ocorreu
aumento da glicemia no G1, G2 e G3 no inicio do experimento até o 14° dia. A
glicemia continuou a aumentar no G3 do 14° dia até a eutanasia. O colesterol total
aumentou de forma acentuada nos grupos 1, 2 e 3 no momento basal até a
eutanasia. A HDL do G3 teve aumento expressivo no momento basal até a
eutanasia, sendo que os demais grupos mantiveram-se praticamente estaveis. Os
triglicerideos também sofreram aumento nos grupos G1, G2 e G3 no momento

basal até a eutanasia.

5.2 Morfometria da esclera e coroide

Para cada uma das variaveis - esclera, coroide e complexo
esclerocoroideano - testou-se a hipétese nula de que as médias eram iguais para
0s quatro grupos versus a hipétese alternativa de que pelo menos um grupo tinha

média diferente da dos demais.
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5.2.1 Morfometria da esclera

Na TAB. 6 acompanham-se os valores da morfometria da esclera nos

quatro grupos.

TABELA 6

Morfometria da esclera em micrémetros

Desvio- | Valor

Grupo N | Média | Mediana| Minimo | Maximo padrio | de p*
GC 6 223,66 226,66 188,93 246,75 24,58

G1 12 278,88 258,72 212,69 378,45 50,41

G2 18 263,13 269,04 206,39 330,20 35,26

G3 18 24852 24116 191,38 333,60 45,09 0,044

(*) ANOVA, p<0,05.

Como se detectou diferenca significativa entre os grupos, foi realizada a
comparagao dois a dois. Na TAB. 7 sao apresentados os valores de p dessas

comparacgoes.

TABELA 7
Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2

em relagcdo a morfometria da esclera

Grupos sob comparagao Valor de p
GC x G1 0,010
GC x G2 0,038
GC xG3 0,207
G1xG2 0,377
G1xG3 0,054
G2 x G3 0,233

O GC mostrou-se significativamente mais adelgagado que os grupos G1 e

G2 (p<0,038). O GRAF. 1 demonstra a diferenca entre os grupos.
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Grafico 1 - Comparacgao entre os grupos relativa a morfometria da esclera.

Na FIG. 7 encontra-se acentuada quantidade de histidcitos e fibras

colagenas presentes na esclera do animal do G1.
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Figura 7 - Exame histopatologico da esclera e coroide nos quatro grupos para a

realizacdo da morfometria.

Histomorfometria da esclera e coroide. A. Complexo esclerocorioretiniano de coelho do grupo-
controle apresentando raros histiécitos na esclera. A coroide (flecha vermelha) apresenta
espessura regular. B. Complexo esclerocorioretiniano de coelho do grupo 1. A esclera é mais
espessa devido a acentuado numero de histidcitos e fibras colagenas. A coroide tem espessura
irregular, com areas espessadas (flecha vermelha) e éareas adelgagadas. C. Complexo
esclerocorioretiniano de coelho do grupo 2 com histiécitos na parede escleral. A coroide mantém
sua irregularidade (flecha em vermelho). D. Complexo esclerocorioretiniano de coelho do grupo 3
com raros histiécitos na esclera. A coroide apresenta espessura mais regular (flecha vermelha).
E= esclera; C= coroide; RS= retina sensorial. * Indica histiécitos.

5.2.2 Morfometria da coroide

A TAB. 8 mostra a morfometria da coroide nos quatro grupos.
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TABELA 8

Morfometria da cordéide em micrOmetros

Desvio- Valor

Grupo N Média | Mediana | Minimo | Maximo padrio de p*
GC 6 1543 15,52 14,42 16,21 0,72

G1 12 19,89 20,09 14,52 24,48 2,64

G2 18 18,95 17,82 14,07 28,99 3,93

G3 18 17,60 16,24 12,35 32,18 4,53 0,038

(*) ANOVA, p<0,05.

Como houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos, foi

realizada a comparacao dois a dois. Na TAB. 9 comparam-se os valores de p.

TABELA 9
Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2

em relagcdo a morfometria da coroide

Grupos sob comparagao Valor de p
GC x G1 0,010
GC x G2 0,035
GC xG3 0,223
G1xG2 0,396
G1xG3 0,047
G2 x G3 0,191

A coroide do G1 mostrou-se significativamente mais espessada que o
grupo-controle e G3 (<0,04). A espessura da coroide do G2 foi significativamente

maior do que a do GC (p=0,03). O GRAF. 2 ilustra a diferenga entre os grupos.
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Grafico 2 - Comparagao entre os grupos relativa a morfometria da coroide.

A FIG. 7 mostra areas

principalmente nos grupos 1 e 2.

5.2.3 Morfometria da esclera + coroide

irregulares de espessamento de coroide,

A morfometria da esclera e coroide nos quatro grupos pode ser observada

na TAB. 10.
TABELA 10
Morfometria da esclera + coroide em micrémetros

Grupo N Média | Mediana | Minimo | Maximo 222\:;; Valgi de
Controle 6 239,09 242,12 205,14 262,17 24,33
G1 12 298,78 276,68 235,77 402,92 51,35
G2 18 282,08 290,11 222,89 359,19 36,44
G3 18 266,11 258,92 204,22 357,89 47,94 0,039

(*) ANOVA, p<0,05.
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A comparagao dois a dois foi feita tendo em vista que se detectou
significativa diferenca estatistica entre os grupos. A TAB. 11 apresenta os valores

de p das comparacoes.

TABELA 11
Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2

em relagcdo a morfometria da esclera + coroide

Grupos sob comparagao Valor de p
GC x G1 0,008
GC x G2 0,040
GC xG3 0,191
G1xG2 0,305
G1xG3 0,048
G2 x G3 0,274

A esclera e a coroide do G1 mostraram-se significativamente mais
espessadas que os grupos controle e 3 (p<0,048). A espessura de ambas no G2
foi significativamente maior que no GC (p=0,040). O GRAF. 3 ilustra a diferencga
entre os grupos.
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Grafico 3 - Comparagéao entre os grupos relativa

a morfometria da esclera + coroide.

Elevado numero de histiocitos e fibras colagenas foi enfatizado na parede

escleral dos animais do grupo 1, seguidos em ordem decrescente pelos grupos 2,

3 e controle (FIG. 7).

5.3 Andlise da imuno-histoquimica com o anticorpo anticalretinina

5.3.1 Células ganglionares imunorreativas a anticalretinina

A TAB. 12 mostra o numero de células ganglionares imunorreativas a

anticalretinina, nos quatro grupos.
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TABELA 12
Numero de células ganglionares imunorreativas

a anticalretinina (total dos cinco campos)

Desvio- Valor

Grupo N Média | Mediana | Minimo | Maximo padrdo de p*
Controle 6 12,00 10,5 1 26 9,49
G1 12 20,67 19,5 5 43 10,04
G2 18 16,67 12 1 60 15,19
G3 18 9,94 6,5 1 36 8,50 0,023

O resultado do teste estatistico indicou a rejeicdo da hipotese nula no nivel
de significancia de 5%. Desta forma, houve diferenga entre os quatro grupos. Na

TAB. 13 séo apresentados os valores de p nas comparagdes dos grupos 2 a 2.

TABELA 13
Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2 em relagao

as células ganglionares imunorreativas a anticalretinina

Grupos comparados Valor de p
GCe G1 0,056
GCe G2 0,495
GCeG3 0,634
Gl1e G2 0,085
G1eG3 0,002
G3e G3 0,105

Poucas células ganglionares foram imunorreativas no GC. No G1, as
células ganglionares imunorreativas foram vistas em numero mais elevado, porém
sem relevancia estatistica quando comparado com o GC. O G3 teve baixo
numero de células ganglionares imunorreativas na comparagdo com o grupo 1,
com significancia estatistica (p=0,002). O GRAF. 4 mostra essa diferenga entre os

grupos.
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Grafico 4 - Comparacgao entre os grupos relativa ao numero de células

ganglionares imunorreativas a anticalretinina.

Percebeu-se que algumas células ganglionares estavam deslocadas para a
camada plexiforme interna e camada nuclear interna nos quatro grupos. As

células imunorreativas adquiriram a cor castanha (FIG. 8).
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Figura 8 — Imuno-histoquimica da retina com o anticorpo anticalretinina.

Imuno-histoquimica com o anticorpo anticalretinina. A. Retina de coelho do grupo-controle.
Algumas células ganglionares com imunorreatividade a anticalretinina estdo deslocadas para as
camadas plexiforme e nuclear interna (flechas vermelhas). B. Retina de coelho do grupo 1.
Algumas células ganglionares encontram-se deslocadas para as camadas plexiforme e nuclear
interna (flecha vermelha). Observa-se forte imunorreatividade de algumas dessas células. Na area
em destaque, na camada plexiforme interna, ha células e elementos celulares densamente
imunorreativos pelo anticorpo monoclonal anticalretinina (flecha preta). C. Retina de coelho do
grupo 2. Raras células ganglionares sdo imunorreativas a anticalretinina (flecha vermelha). D.
Retina de coelho do grupo 3. Raras células ganglionares impregnam-se pela anticalretinina (flecha
vermelha). CCG, camada de células ganglionares; CPI, camada plexiforme interna; CNI, camada
nuclear interna; CPE, camada plexiforme externa; CNE, camada nuclear externa; CF, camada de
fotorreceptores.

5.3.2 Morfometria de cores com o anticorpo anticalretinina

Para esta variavel testou-se a hipotese nula de que os resultados eram
iguais nos quatro grupos versus a hipotese alternativa de que pelo menos um dos
grupos tinha resultados diferentes dos demais. A TAB. 14 contém estatisticas

descritivas por grupo, assim como os valores de p.
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TABELA 14

Area total retiniana imunorreativa ao anticorpo anticalretiniana em micrémetros

ao quadrado

Variavel Grupo n Média Mediana | Minimo [ Maximo 223\:;(: Y;:I%r
Area total GC 5 98,23 9420 30,44 139,61 4342
G1 12 1479,01 1273,45 972,12 3341,89 665,73
G2 18 503,62 422,55 41,60 1348,31 363,34

G3 18 507,90 394,16 128,54 1347,84 316,24 <0,001

Devido a diferenca significativa entre os grupos, foi realizada a comparagao

dois a dois. Na TAB. 15 sao apresentados os valores de p dos testes estatisticos.

TABELA 15

Valores de p das comparagdes dos grupos 2 a 2

em relagdo a morfometria de cores com o anticorpo anticalretinina

Grupos comparados

Area média soma

GC x G1
GC x G2
GC xG3
G1xG2
G1xG3
G2 x G3

<0,001
0,001
0,002
<0,001
<0,001
0,834

O grupo-controle apresentou células e elementos celulares reativos a

anticalretinina, embora com numero significativamente mais baixo que os demais

grupos (p<0,001). A imunorreatividade do G1 foi marcantemente mais acentuada

do que nos demais grupos (p<0,001). Foi possivel identificar expressivo numero

de células e elementos celulares imunorreativos a calretinina no G1, mesmo sem

a técnica de morfometria de cores. Verificou-se também no G1 representativa

imunorreatividade das camadas plexiforme interna e nuclear interna (GRAF. 4).

Nao foi possivel realizar tal anadlise em uma das Iaminas do grupo-controle devido
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a problemas técnicos durante a preparacdo. Consequentemente, somente cinco
olhos do GC foram analisados com a técnica de morfometria de cores.
A diferenca da imunorreatividade de células e elementos celulares entre os

grupos esta demonstrada no GRAF. 5.
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Grafico 5 - Comparagao entre os grupos relativa
a area total retiniana imunorreativa a anticalretinina.
5.4 Analise da imuno-histoquimica com o anticorpo GFAP
TABELA 16
Imunorreatividade retiniana ao GFAP
Reacao Controle G1 G2 G3

Negativa 6 12 18 18

100,00% 100,00% 100,00% 100,00%

Positiva 0 0 0 0

0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Total 6 12 18 18
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Todos os animais, segundo a TAB. 16, tiveram reagdo negativa ao
anticorpo GFAP. Nas comparagdes dos grupos controle x G3, G1 x G3 e G2 x G3

nao se salientou diferenca estatisticamente significativa (p=1).
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6 DISCUSSAO

6.1 Modelo utilizado

Neste estudo experimental foram utilizados coelhos submetidos a dieta rica
em colesterol com o objetivo de demonstrar que a hipercolesterolemia provoca
anormalidades anatdbmicas precoces da esclera, coroide e retina. A rosiglitazona,
administrada em dois momentos diferentes em coelhos hipercolesterolémicos,
teve o intuito de preservar histologicamente essas estruturas. O primeiro
momento foi do grupo 2, que recebeu o agonista do PPAR gama a partir do 14°
dia. O segundo momento foi o do grupo 3, que recebeu a medicagcdo desde o
inicio do experimento. O grupo-controle, com dieta normal para o coelho durante
todo o experimento, e o grupo 1, com dieta hipercolesterolémica durante todo o
experimento, serviram de referéncias para comparar, pela primeira vez, os
achados histopatolégicos da esclera, coroide e retina provocados pela dieta rica
em colesterol, no periodo de seis semanas, com a atenuacdo de eventuais
anormalidades morfolégicas com a administragao da rosiglitazona.

Ao escolher coelhos para esta pesquisa, foram ponderadas as vantagens
desse animal sobre os demais, que incluem mais disponibilidade, baixo custo (em
relagdo a camundongos transgénicos deficientes dos receptores para o colesterol
LDL ou apoliproteina E) e a caracterizagao genética mais definida (KANTOR et
al., 1999; WILENSKY et al., 1995). Do ponto de vista arterial, a dieta
hipercolesterolémica induz rapidamente a disfungdo endotelial e a resposta
semelhante a aterogénese, servindo como bom modelo para as doengas
cardiovasculares (POST; BORST; KUNTZ, 1994; SUN et al., 2000). Sob este
aspecto, coelhos foram também utilizados como modelo para avaliar a resposta
antiaterosclerética dos agonistas do PPAR gama, permitindo obter informagdes
referentes aos aspectos bioquimicos, morfolégicos, imuno-histoquimicos de
marcadores inflamatorios e de resposta vasodilatora (SEKI et al., 2005; TAO et
al., 2003). Por isto, a utilizacdo de coelho neste estudo ganhou preferéncia em
relagdo a outros animais. Sabe-se também que niveis séricos normais de

colesterol variam de 25 a 60 mg% em contraste com o ser humano, que
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apresenta variagdo de 100 a 200 mg%. Sendo assim, o sistema metabdlico do
coelho pode ser facilmente sobrecarregado com simples dieta diaria
hipercolesterolémica, tornando os experimentos mais viaveis e reprodutiveis
(COGAN; KUWABARA, 1959; SUN et al., 2000). Este fato foi constatado no
presente relato. O colesterol do G1 passou de 41,50 mg% para aproximadamente
600 mg% em 14 dias e, finalmente, no momento da eutanasia, chegou a
aproximadamente 881 mg%. Nos grupos 2 e 3 ocorreu também significativo
aumento do colesterol no momento basal até o 42° dia, em relagdo ao GC.

Do ponto de vista ocular, varios estudos experimentais foram realizados
em coelhos com o objetivo de demonstrar que a dieta rica em colesterol provoca
anormalidades da esclera, coroide e retina. Tais estudos caracterizaram-se pela
administracdo de dieta rica em colesterol a 0,5% durante o periodo minimo de
seis meses (RAMIREZ et al., 2006; SALAZAR et al., 2007; TRIVINO et al., 2006).
No presente experimento, a dosagem de colesterol administrada foi mais alta que
em outros relatos nas duas primeiras semanas (colesterol 1%), porém igual a dos
demais estudos nas ultimas quatro semanas (colesterol 0,5%). Essa dosagem de
colesterol permitiu, nesta pesquisa, obter alteracdes da esclera, coroide e retina
nesse periodo (seis semanas). Esse fato ganha importancia em nosso meio
cientifico, pois ficou evidenciado que as alteragdes na parede ocular de coelhos,
assim como nas artérias (SUN et al., 2000), podem ser obtidas em curto espago
de tempo, facilitando os experimentos e reduzindo os custos das pesquisas.

E importante lembrar que, apds a enucleacdo de coelhos, a retina se
mantém integra histologicamente por até 15 minutos. Periodos superiores a este
provocam anormalidades degenerativas dessa estrutura anatdémica (JOHNSON;
GRIERSON, 1976). Sendo assim, apds a eutanasia dos animais os olhos foram
removidos imediatamente e submetidos a pronta fixagdo, com o intuito de se
obterem dados fidedignos.

A escolha da rosiglitazona como agonista do PPAR gama foi adotada pelos
varios estudos experimentais envolvendo essa modalidade de droga na
prevencao da aterosclerose (ALESSI et al., 2008; FRANCA NETO et al., 2008;
LEVI et al., 2003; LIU et al., 2004; MURTHY et al., 2005; SANCHEZ-HIDALGO et
al., 2005; SOROCEANU et al., 2004; TAO et al., 2003; YUEN et al., 2003).

Outro fator que influenciou nesta decisado foi o fornecimento do produto
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pela empresa farmacéutica GlaxoSmithKline, responsavel pela comercializacao.
Os tramites burocraticos foram preenchidos para a solicitagdo junto a empresa no
Brasil e diretamente na matriz localizada na Inglaterra. Para isto, foi enviado o
projeto de pesquisa, assim como a apresentacdo das caracteristicas dos
pesquisadores e do local onde a pesquisa seria realizada. Desta forma,
recebemos 15 frascos da rosiglitazona em pé, possibilitando sua preparacéo e
utilizagdo na forma de suspensdo, com goma xantana a 0,2%, administrada aos
animais por gavagem oral na dose diaria de 3 mg/kg/dia, sob orientagéo
farmacéutica especializada e de acordo com a metodologia aplicada em estudos
experimentais prévios (LIU et al., 2004; MURTHY et al., 2005; SANCHEZ-
HIDALGO et al., 2005; SOROCEANU et al., 2004; TAO et al., 2003). Todas as
fases de execucgado deste estudo contaram com a participagdo do investigador
principal, usando critérios rigidos de padronizagao técnica e de afericbes. Outros
agonistas do PPAR gama, tais como pioglitazona e troglitazona, estdo também
disponiveis e podem ser usados em futuros estudos.

E importante frisar que, assim como a aterosclerose, a DMRI em humanos
difere nos modelos animais. Desta forma, as respostas terapéuticas realcadas em
experimento animal muitas vezes ndo sao transponiveis para humanos devido as
peculiaridades fisiopatogénicas como, por exemplos, fenbmenos trombogénicos,
atividade inflamatéria e proliferativa do vaso, assim como caracteristicas genéticas
e fenotipicas (JOHNSON; GRIGGS; BADIMON, 1999; ZHANG; CHAWLA, 2004).

6.2 Fisiopatogenia da DMRI e o modelo utilizado

Acredita-se que a fase inicial da DMRI possa estar relacionada com o
acumulo de depésitos ricos em lipidios abaixo do epitélio pigmentario retiniano
(EPR) (ESPINOSA-HEIDMANN et al.,, 2006; PAULEIKHOFF et al., 1970;
SHERAIDAH et al., 1993). A origem desses depdésitos € atribuida principalmente
ao mau funcionamento das células do EPR (BAILEY et al., 2004; EAGLE, 1984;
HOGAN, 1972; HOLZ et al., 1994). Essas células, apos fagocitar as extremidades
dos fotorreceptores, enviam restos celulares maiores que o normal para a

coriocapilar. Esses fragmentos ndo conseguem ultrapassar a membrana de Bruch
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e se depositam sobre ela, aumentando a sua espessura, reduzindo a porosidade
e condutibilidade hidraulica (FISHER, 1987; MOORE; HUSSAIN; MARSHALL,
1995; RAMRATTAN et al., 1994; STARITA et al., 1996). Isto prejudica o acesso
de nutrientes da coriocapilar para as células do EPR e fotorreceptores e interfere
na passagem de metabdlitos do EPR para a coriocapilar (FISHER, 1987).

Entretanto, a teoria proposta neste estudo baseia-se no modelo chamado
vascular, similar a fisiopatologia da aterosclerose. A aterosclerose é um processo
reconhecidamente inflamatério, em que o colesterol LDL deposita-se na intima da
parede vascular, levando a perda da elasticidade arteriolar. Na esclera, o acumulo
de lipidios provoca aumento da resisténcia pds-capilar da rede vascular da
coroide, situada entre a parede escleral progressivamente enrijecida e o conteudo
nao-compressivel do globo (BROEKHUYSE, 1975; FRIEDMAN, 1997,
FRIEDMAN et al., 1995). A diminui¢ao do fluxo sanguineo da coroide e 0 aumento
da resisténcia tendem a elevar a presséao hidrostatica da coriocapilar, aumentando
0 vazamento e a deposicado de proteinas extracelulares e lipidios, particularmente
no polo posterior, formando depdsitos basais na membrana de Bruch e drusas.
Tais alteragbes sao consideradas manifestagdes iniciais da DMRI (AMBATI et al.,
2003; FRIEDMAN et al., 1995). Na década de 80, apds estudar o coeficiente de
rigidez escleral de 29 pacientes com DMRI, essa teoria foi solidificada
(FRIEDMAN et al., 1989). A partir desses estudos, mais atengdo foi dada ao
componente escleral na génese da DMRI. Na década de 90, um relato
demonstrou, por meio de ecodoppler colorido, diminuicdo da velocidade
sanguinea e aumento da pulsacdo da artéria central da retina e das artérias
ciliares posteriores curtas de pacientes que apresentavam DMRI (FRIEDMAN et
al., 1995).

Outro estudo, realizado na mesma década, avaliou o fluxo sanguineo
coroideano na regiao foveolar. Foi utilizada a dopplerfluxometria a laser para
demonstrar que o fluxo sanguineo na regido foveolar em pacientes com DMRI era
menor que no grupo-controle. Esse efeito foi atribuido principalmente a diminuigéo
do volume sanguineo (GRUNWALD et al., 1998). Esses estudos salientaram a
diminuicdo do fluxo sanguineo da coroide em pacientes com DMRI, sugerindo
etiologia isquémica no desenvolvimento dessa doencga.

E importante ressaltar que existem varios relatos que constataram
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angiograficamente o comprometimento da perfuséo coroideana em pacientes com
tal doenca (BOKER; FANG; STEINMETZ, 1993; CHEN et al, 1992;
PAULEIKHOFF et al., 1990; SARKS; SARKS; KILLINGSWORTH, 1988). Da
mesma forma, estudo morfométrico mostrou que a senescéncia e a DMRI
provocam espessamento da membrana de Bruch, diminuicdo da espessura da
coriocapilar, do didmetro dos vasos da coriocapilar e da espessura da coroide
(RAMRATTAN et al., 1994). Foi sugerido que essas alteragbes poderiam ser
secundarias ao espessamento escleral (FRIEDMAN, 2000).

Pesquisas posteriores em olhos de coelhos surgiram contribuindo para
melhor compreensao dessa doenca. Comprovou-se que a dieta rica em colesterol
produz alteracbes em todas as camadas retinianas, aumento da espessura da
membrana de Bruch, corpos densos no citoplasma do EPR, entre outras.
Concluiu-se que o excesso de colesterol provoca mudancgas ultraestruturais na
retina de coelhos, similares aquelas da DMRI humana (TRIVINO et al., 2006).
Outro estudo experimental observou que goticulas de colesterol na supracoroide
comprimem as camadas vasculares e provocam hipertrofia das células endoteliais
e musculares lisas vasculares, sugerindo que a dieta rica em colesterol interfere
na perfusdo sanguinea (SALAZAR et al., 2007). As FIG. 9 e 10 esquematizam a
sequéncia de eventos que ocorrem apos a deposi¢ao de lipidios na esclera e

membrana de Bruch.
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Figura 9 - Desenho esquematico demonstrando a fisiopatogénia da DMRI a partir

do enrijecimento da parede escleral provocado pelos depésitos de lipidios.

A fotografia A demonstra a presenca de LDL nas vérias estruturas oculares. A provavel migracao
de LDL dos vasos da coriocapilar para a esclera pode ser responsavel pela atracdo de mondcitos
e formacgéo de fibras colagenas, provocando aumento de espessura e enrijecimento escleral. A
fotografia B ressalta a LDL na parede escleral. O enrijecimento da esclera pode alterar o fluxo
sanguineo e pressdo vascular provocando a DMRI. Ao lado da fotografia B, observa-se um
esquema fisiopatogénico da DMRI proposto por Friedman (2000). Figura B - Titulo da fotografia:
“Os vasos sanguineos da Uvea” . Fonte: Hogan, Alvarado e Weddell (1971).
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Figura 10 - Desenho esquematico mostrando lipidios na membrana de Bruch,

responsavel pela formagao de depdsitos na membrana basal e drusas.

A fotografia A demonstra LDL nas varias estruturas oculares. A LDL proveniente da coriocapilar
pode se depositar na membrana de Bruch. Na fotografia B observam-se areas de espessamento e
adelgagamento da membrana de Bruch, assim como formagao de drusa, secundarios a presenga
de LDL nessa estrutura anatémica. Observam-se também mondcitos que séo atraidos pela LDL.
Ao lado da fotografia B observa-se esquema proposto por Friedman (2000), demonstrando o
mecanismo fisiopatogénico da DMRI a partir da deposigéo de lipidios na membrana de Bruch.

EPR. Epitélio pigmentar da retina.
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Desta forma, esses estudos serviram de suporte para avaliar-se aqui as
alteracdes precoces na esclera, coroide e retina provocadas pela dieta rica em
colesterol, assim como eventual atenuacdo dessas anormalidades pelo uso de

rosiglitazona.

6.3 Peso e variaveis laboratoriais

No momento do sacrificio, registrou-se aumento do peso dos animais dos
grupos 1, 2 e 3 em relagéo ao inicio do experimento. Ja foi demonstrado que a
ativacdo do PPAR gama favorece o ganho de peso em humanos e em modelo
animal (KELLY et al., 1999; PERSHADSINGH, 2004, SOROCEANU et al., 2004).
Embora parte desse ganho possa ser atribuida a retengdo de liquido, muitos
autores sugerem haver aumento da massa de tecido adiposo (PICARD;
AUWERX, 2002), o que explica tal resultado.

Foi constatado significativo aumento da glicemia nos grupos 2 e 3 em
relacdo ao controle. Estudos experimentais referiram que os ativadores do PPAR
gama nao afetam o nivel glicémico na hiperglicemia induzida pela dieta rica em
colesterol (CLAUDEL et al., 2001; COLLINS et al., 2001; LEVI et al., 2003). Outra
pesquisa reportou resultados similares ao nosso, cuja glicemia apresentou-se
elevada no grupo de coelhos hipercolesterolémicos tratados com agonistas do
PPAR e néo tratados (SEKI et al., 2005).

Aumento da concentragao plasmatica de LDL ja foi descrito em pacientes
diabéticos tratados com rosiglitazona (FONSECA et al., 2000; GOLDBERG et al.,
2005; NISSEN; WOLSKI, 2007). A rosiglitazona reduziu significativamente as
placas ateromatosas na aorta de camundongos apoE deficientes, diabéticos e
nao-diabéticos, segundo Levi et al. (2003), que relataram aumento do colesterol a
despeito do uso do agonista do PPAR gama. O uso de troglitazona também nao
foi efetivo em reduzir o colesterol total em camundongos geneticamente
modificados que receberam dieta altamente gordurosa (COLLINS et al., 2001). A
elevacdo do colesterol total observado nessas investigagdes, inclusive na
presente, com o uso da glitazona, provavelmente é consequéncia da hidrdlise

intensificada mediada pelo PPAR gama, de lipoproteinas ricas em triglicerideos
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circulantes (PICARD; AUWERX, 2002). A rosiglitazona também favorece o
aumento da HDL (CHIQUETTE; RAMIREZ; DEFRONZO, 2004). Desta forma, era
esperado que os animais dos grupos 2 e 3 tivessem o colesterol total elevado no
momento da eutanasia.

Houve expressivo aumento da HDL no grupo 3, que recebeu rosiglitazona
desde o inicio da pesquisa. Metanalise envolvendo 23 avaliagdes em pacientes
com diabetes melittus tipo 2, randomizados e controlados com placebo, objetivou
comparar os efeitos da pioglitazona com a rosiglitazona. Ambas as drogas
provocaram elevagdo da concentragdo plasmatica de HDL (CHIQUETTE;
RAMIREZ; DEFRONZO, 2004; GOLDBERG et al., 2005).

O aumento significativo da concentragdo plasmatica de triglicerideos
detectado nos grupos 2 e 3 em relagédo ao grupo-controle foi produzido pela dieta
rica em colesterol. Em outros trabalhos identificou-se aumento de triglicerideos
em animais que receberam dieta rica em colesterol e naqueles com dieta rica em
colesterol tratados com agonista do PPAR (CLAUDEL et al., 2001; COLLINS et
al., 2001, LEVI et al., 2003). Estudo clinico mostrou que a pioglitazona diminui a
concentragao de triglicerideos enquanto a rosiglitazona aumenta (GOLDBERG et
al., 2005). Sendo assim, o aumento sérico de triglicerideos ocorrido nos grupos

que receberam rosiglitazona coincide com dados da literatura.

6.4 Aspectos histopatolégicos da esclera, coroide e retina

A espessura da supracoréide esta aumentada em coelhos
hipercolesterolémicos devido a abundéancia de fibras colagenas (SALAZAR et al.,
2007). No presente estudo, o G1 apresentou significativo aumento da espessura
da esclera e coroide em relagdo ao GC. Tal resultado ja foi relatado previamente
(TORRES et al., 2009a). Esse aumento da espessura foi relacionado diretamente
com a elevagao de histiocitos e fibras colagenas, corroborando achados de outros
estudos (QUEIROZ; VIANA; SILVA, 1958; SALAZAR et al., 2007).

Os agonistas do PPAR gama promovem aumento da expressdo da
superficie celular de CD36, que esta relacionado com a absorg¢ao de LDL oxidada
pelos macrofagos (CHAWLA et al., 2001b; TONTONOZ et al., 1998). Portanto, a
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rosiglitazona pode ter aumentado o numero de histiocitos na coroide e esclera dos
animais pertencentes aos grupos 2 e 3. Porém, houve redugao nao-significativa
do espessamento do complexo esclerocoroideano no G2 (p=0,305) e significativa
no G3 (p= 0,048), comparados com o G1. Esse fato pode estar relacionado com o
possivel estimulo ao efluxo de colesterol promovido pela rosiglitazona. Sabe-se
que esse agonista do PPAR gama aumenta a expressdo do SR-Bl e ABCA1,
elevando, consequentemente, o nivel plasmatico da HDL (CHAWLA et al., 2001c;
CHINETTI et al., 2000 e 2001). Esses componentes estdo envolvidos no
transporte reverso do colesterol (RADER, 2003). Assim, a ativagcdo do PPAR
gama pode ter estimulado o influxo e o efluxo de lipidios dos macrofagos da
esclera e coroide, tornando essas estruturas mais adelgagadas nos grupos 2 e 3
em relagdo ao grupo 1.

A reducao de histiocitos na esclera e coroide observada nos grupos 2 e 3
em relacdo ao grupo 1 também pode ter relacdo com eventual apoptose de
macrofagos provocada pela rosiglitazona (CHINETTI et al., 1998). Outra
possibilidade que poderia explicar tal resultado é a atenuacdo da expressio de
genes inflamatorios provocada pelo agonista do PPAR gama (ZHANG; CHAWLA,
2004), reduzindo, consequentemente, o recrutamento de macrofagos para a
esclera e coroide dos animais que receberam o agonista do PPAR gama (SEKI et
al., 2005). O efeito da rosiglitazona no complexo esclerocoroideano em coelhos ja
foi relatado previamente pelo nosso grupo (TORRES et al., 2009b).

No presente estudo, o anticorpo monoclonal anticalretinina foi usado para
detectar as alteragbes precoces das células neuronais retinianas induzidas pelo
aumento do colesterol sérico. Calretinina € uma proteina ligada ao célcio 31.5 Kda
(CaBPs), pertencente a superfamilia EF-hand. E considerada uma proteina
predominantemente citosolica, embora possa ser encontrada também no nucleo
celular (DECHESNE et al., 1991). Alguns autores atribuem a calretinina o papel
de tamponador de ions calcio, sugerindo fungédo neuroprotetora (JANDE; MALER,;
LAWSON, 1981; VOGT; WERUAGA-PRIETO; CELIO, 1996). Por outro lado,
algumas pesquisas sugerem que a CR ndo exerce tal funcdo (MOCKEL;
FISCHER, 1994). Entretanto, a CR pode ser considerada sensora intracelular de
ions calcio (BILLING-MARCZAK; KUZNICKI, 1999). Esse anticorpo monoclonal ja

foi utilizado para avaliar as células neuronais retinianas em coelhos sadios
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(VOLGYI et al., 1997). No presente estudo, foi realizada a analise do numero de
células ganglionares imunorreativas ao anticorpo monoclonal anticalretinina.

E importante ressaltar que a perda desse tipo celular ja foi demonstrada na
DMRI humana (RAMIREZ et al., 1996) e correlacionada com o desequilibrio da
homeostase de Ca (2++) (ONG et al., 2001). Coelhos do G1 exibiram numero
mais elevado de células imunorreativas que o grupo-controle, porém sem
significancia estatistica (p=0,056), indicando possivel tendéncia dessas células a
sofrimento no grupo de coelhos hipercolesterolémicos. No G3, houve significativa
diminuicdo no numero de células ganglionares imunorreativas a anticalretinina em
relagdo ao G1 (p=0,002), indicando que a rosiglitazona tem o potencial de
preservar tais células. Por outro lado, a analise feita com a técnica de morfometria
de cores, na qual todas as células e elementos celulares imunorreativos foram
identificados, encontrou significativo aumento da imunorreatividade do grupo 1 em
relagdo ao GC (p<0,001). Nos grupos 2 e 3, que receberam rosiglitazona, houve
significativa reducéo da imnuorreatividade das células e elementos celulares a
anticalretinina em relagdo ao G1 (p<0,001). Isso pode ser atribuido a melhor
perfusdo sanguinea da retina sensorial dos animais dos grupos 2 e 3, cujo
espessamento do complexo esclerocoroideano foi menor que no grupo 1.

Outra hipotese é de que as glitazonas provocam apoptose de macrofagos
ou histiocitos (CHINETTI et al., 1998). Sabe-se que essas células secretam
espécies reativas de oxigénio, citocinas inflamatérias, matrix metaloproteinase e
fator tecidual (ROBERTS et al., 2003), que podem provocar dano neuronal
retiniano. Além disso, ja se evidenciou que a ativagdo do PPAR gama inibe a
producgdo de citocinas inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa)
e interleucina-6 (IL-6) (ALJADA et al., 2001; BERGER et al., 2003), assim como
atenua o fator de atividade de transcricdo (Nf-KB) em mondcitos ativados,
reduzindo subsequentemente a expressdo da forma induzivel do o6xido nitrico
sintase, gelatinase B (MMP-9) e scavenger receptor A (RICOTE et al., 1998b;
TAO et al., 2003). Destaca-se que o aumento da expressao do iNOS é citotoxico,
podendo levar a célula neuronal retiniana & apoptose (YUCEL et al., 2005). Desta
forma, o menor numero de histidcitos observado na esclera e coroide dos grupos
2 e 3 pode ter contribuido para a preservacdo do tecido retiniano daqueles

animais. Outro aspecto € que as glitazonas também induzem aumento da HDL
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(CHINETTI et al., 2001), que promove o transporte reverso do colesterol e exerce
efeito antioxidante e anti-inflamatério (ASSMANN; NOFER, 2003). No presente
estudo, o aumento significativo da HDL sérica no G3, em relagdo aos outros
grupos (p<0,001), pode ter sido responsavel pela diminuicdo do complexo
esclerocoroideano e preservacdo das células neuronais. A existéncia de calcio
dentro das células retinianas dos grupos hipercolestererolémicos pode ser
explicada também pela interferéncia na produgdo de acidos graxos poli-
insaturados (PUFA) provocada pelo aumento do colesterol sérico (RISE et al.,
2004; VREUGDENHIL et al., 1996). Em muitas espécies, dietas deficientes de
O6mega -3 ocasionaram diminui¢do do acido docosahexanoico (DHA) no cérebro e
retina, provocando dano neural e comprometimento da funcéo visual (PUSKAS et
al., 2004). A diminuicdo de PUFAs provoca aumento da fragilidade e
permeabilidade das membranas celulares, o que supostamente causaria influxo
excessivo de ions Ca++ nas células retinianas do G1.

O anticorpo monoclonal anticalretinina ja foi usado para estudar
anormalidades retinianas em camundongos geneticamente modificados, com
deficiéncia de apolipoproteina E, submetidos a dieta hipercolesterolémica por 25
semanas. Detectou-se significativa diminuicdo ou auséncia de imunorreatividade
das células retinianas nesses animais. Tal resultado foi atribuido a apoptose ou
morte celular causada pelo aumento crénico do colesterol sérico (ONG et al.,
2001). No presente estudo, os resultados foram opostos. O G1 informou
significativa imunorreatividade a anticalretinina em relagdo ao GC (p<0,001).

Enfatiza-se que em todas as avaliacdes realizadas até a presente data a
dieta rica em colesterol foi administrada no minimo por seis meses (MICELI et al.,
2000; ONG et al., 2001; RAMIREZ et al., 2006; SALAZAR et al., 2007; TRIVINO
et al., 2006; YUCEL et al., 2005). Esse tempo permitiu aos pesquisadores
detectar claramente as anormalidades morfolégicas da esclera e coroide,
enquanto que apotose, morte da célula neuronal e gliose reativa foram referidas
no tecido retiniano. No presente estudo, a deteccdo do calcio intracelular foi
fundamental, pois o tempo de hipercolesterolemia induzida foi muito mais curto
(seis semanas). Logo, somente alterag¢des iniciais, vinculadas a entrada de calcio
na célula, poderiam comprovar o dano retiniano ocasionado pela elevagcao do

colesterol sérico. Em coelhos normais, somente células ganglionares, amacrinas
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e algumas células bipolares sdo imunorreativas a anticalretinina (VOLGY!I et al.,
1997). Consequentemente, o aumento da imunorreatividade a esse anticorpo
preconiza inicio de sofrimento retiniano induzido pela hipercolesterolemia.

No presente modelo, foi observada a vigéncia de ions calcio dentro das
células neuronais retinianas, porém n&o ocorreu morte celular seguida de gliose.
Essa constatagdo pode explicar a negatividade do GFAP em todos os grupos.
Esperava-se, nos grupos G2 e G3, auséncia de imunorreatividade ao GFAP,
devido ao uso do agonista do PPAR gama. Acreditava-se, também, que se obteria
imunoreatividade ao GFAP nos animais do G1, devido a administracdo da dieta
rica em colesterol sem o tratamento com a rosiglitazona. Surpreendentemente, o
resultado também foi negativo nos animais desse grupo. Provavelmente, o
periodo de hipercolesterolemia induzida (seis semanas) foi insuficiente para
induzir morte celular retiniana, nao se verificando, portanto, a formacao de tecido
glial. Em outros estudos nos quais a hipercolesterolemia proporcionou
positividade ao GFAP para a glia de Muller e tornou as células amacrinas mais
imunorreativas, o periodo de exposicdo ao colesterol foi de, no minimo, oito
meses (RAMIREZ et al., 2006; TRIVINO et al., 2006).

Os resultados da avaliacdo imuno-histoquimica da retina sensorial de
coelhos submetidos a dieta rica em colesterol ja foram relatados previamente pelo
nosso grupo (TORRES et al., 2009c).

6.5 Consideracoes gerais

Ao verificar as alterag¢des laboratoriais nos quatro grupos, constatou-se que
as variaveis importantes neste estudo, como glicemia e triglicerideos, estavam
mais elevadas nos grupos 2 e 3 que no G1. Esses achados podem indicar que as
glitazonas atuam diretamente nos vasos coroideanos, assim como atuam
diretamente na parede arterial. Portanto, sua agéo no globo ocular, assim como
na parede arterial, provavelmente independe do controle metabdlico (CLAUDEL et
al., 2001; COLLINS et al., 2001; LEVI et al., 2003).

No presente estudo, a avaliagao experimental das anormalidades precoces

induzidas pela hipercolesterolemia e o possivel uso da rosiglitazona para atenua-
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las foram sublinhados pela histomorfometria da esclera e coroide, assim como
pela andlise imuno-histoquimica da retina. Futuros estudos analisando ATP-
binding cassette transporter A1 e o scavenger receptor Bl do EPR poderao
verificar se essa droga estimula o efluxo de colesterol da coroide e esclera para a
circulagdo coroideana, preservando, assim, a anatomia coriorretiniana.
Similarmente, a avaliacdo do NOS-2 retiniano sera importante para mostrar o
efeito da glitazona na preservagdo das células neuronais retinianas em modelo
experimental de hipercolesterolemia.

Frisa-se que as alteracbes retinianas iniciais causadas pela
hipercolesterolemia, realgcando principalmente o acometimento das camadas
internas da retina, ndo foram tado exploradas cientificamente até a presente data.
Este estudo ajuda a entender a fisiopatologia da doenga macular degenerativa e

aproxima ainda mais a DMRI da génese da doencga aterosclerotica.

6.6 Perspectivas do uso da rosiglitazona para modelo da DMRI

Com a melhoria do atendimento médico em todas as camadas sociais,
observa-se aumento da expectativa de vida global. Esse fato, considerado
extremamente positivo, acarreta obviamente alta incidéncia de doencgas
degenerativas que séo inerentes ao processo de envelhecimento. Muitas dessas
doencas podem ser evitadas ou ter sua expressao atenuada, enquanto outras
nao. A degeneragdo macular relacionada a idade, considerada uma das principais
causas de cegueira irreversivel da terceira idade, € uma doenga multifatorial.
Quanto a questao genética, recentes avangos da ciéncia criam expectativas muito
positivas. Por outro lado, fatores nutricionais, ambientais e cardiovasculares, que
estdo vinculados necessariamente a melhor qualidade de vida, tornam essa
doenca de dificil controle, principalmente nos paises em desenvolvimento. A
compreensdao de que a hipercolesterolemia pode induzir ou agravar a
degeneragdo macular, além de ser extremamente maléfica ao sistema
cardiovascular, € uma necessidade real da sociedade que esta envelhecendo.
Sendo assim, a prevencao da aterosclerose com atividade fisica, alimentacéo

saudavel e abandono do tabagismo é fundamental também para a preservagao
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da visao.

Uma vez instalada a doenga degenerativa macular, os tratamentos até hoje
propostos n&o proporcionaram, na maioria dos casos, melhora da acuidade visual
e muito menos a cura. E importante o entendimento da fisiopatogenia dessa
doenca, para que novas drogas sejam desenvolvidas e tenham melhor eficacia.
Alguns dados, ja comprovados, sdo fundamentais para esse objetivo. Entre eles,
destaca-se a hipofuncao das células do EPR, que leva ao acumulo de lipidios e
depdsitos na membrana de Bruch (EAGLE, 1984; ESPINOSA-HEIDMANN et al.,
2006; HOGAN, 1972). A partir desse fato, pode desencadear no complexo
esclerocoriorretiniano a mesma sequéncia de eventos observados na
aterosclerose. Ou seja, a presenga de LDL provoca a liberagédo de MCP-1 pelas
células do EPR e do endotelio vascular, atraindo mondcitos. Pode também haver
aumento da expressao de ICAM-1 e VCAM-1 nas células endoteliais ativadas,
recrutando monécitos para a parede vascular. Uma vez instalados na parede
vascular, os mondcitos recrutados ingerem LDL oxidada, liberando citocinas
inflamatdrias e a enzima matrix metaloproteinase, MMP-9 (RICOTE et al., 1998a).
Essa enzima degrada a matrix extracelular e tem potencial para lesar também a
membrana de Bruch, provocando, assim, a migragdo de vasos da coriocapilar
para o0 espaco subretiniano. As citocinas inflamatérias liberadas pelos
macrofagos, como TNF-alfa e interleucinas, agravam o quadro, podendo induzir
apoptose neuronal e aumento da expressdo de MMP-9 (SAREN; WELGUS;
KOVANEN, 1996). A FIG. 11 mostra a sequéncia de eventos que ocorrem na
parede vascular arterial, responsavel pela formacao da placa ateromatosa, assim

como a possivel participagao na fisiopatogenia da DMRI.
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Figura 11 — Desenho esquematico demonstrando a

formacéao da placa aterosclerdtica.

A fotografia A demonstra a presenga de LDL nas varias estruturas oculares. Destaque para LDL
nas artérias retinianas e nos grandes vasos da coroide. A fotografia B demonstra a sequéncia de
eventos originados a partir da disfungao endotelial arterial que pode ser ocasionada pela
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dislipidemia, hipertensao arterial, tabagismo, toxinas, fatores hemodindmicos, rea¢cdes imunes e
viroses, entre outros fatores. A injuria do endotélio vascular provoca a penetragdo passiva de LDL
para intima vascular e exacerbacao de moléculas de adesao vascular (P-Selectin, ICAM e VCAM)
que, junto com os ligantes de MCP-1 e seus receptores CCR2, facilitam a ativagdo de mondcitos e
adesao ao endotélio (passo 1). A LDL apds absorvida pelo endotélio sofre agdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e é convertida em mm-LDL (LDL oxidada minimamente modificado) e
Ox-LDL (LDL extensivamente oxidada). Ao atravessar o endotélio, os mondcitos difereciam-se em
macrofagos (passo 2). Esses macréfagos absorvem LDL oxidada através de scavenger receptors
(CD36 e SR-A), formando os histidcitos (passo 3). Os histidcitos expressam citocinas inflamatérias
(fator de necrose tumoral, interleucinas e interferon), enzimas (cisteina proteinases, serina
proteinases e metaloproteinases) e fatores de crescimento (fator de crescimento derivado de
plaguetas — PDGF, fator de crescimento derivado do endotélio — VEGF e fator de crescimento
similar a insulina — IGFs) que ao lado de citocinas liberadas pelas células T ativadas promovem
processo inflamatério, proliferacdo e migragao de células musculares lisas e células endoteliais
para dentro da intima. Esse esquema demonstra a formagao da placa ateromatosa. A ocorréncia
desses eventos em vasos da retina e coroide poderiam ajudar a desencadear ou agravar a DMRI
(SAHA et al., 2009, p. 110).

Inicialmente, é necessario observar que, além dos macrofagos, as células
do EPR também expressam CD36 (FINNERMANN; SILVERSTEIN, 2001),
apoliproteina E (apoE) (ISHIDA et al., 2004), scanvenger receptor Bl (SR-BI)
(DUNCAN et al., 2002), ATP ligante cassete subfamilia A 1 (ABCA1) (STEWART
et al., 2003) e apoA1, a principal lipoproteina da HDL (ISHIDA et al., 2006), que
estdo reconhecidamente envolvidos no transporte reverso do colesterol (RADER,
2003). Assim, os casos de DMRI inicial com altera¢cdes do EPR e/ou drusas na
regiao macular cuja possibilidade de avanco da doenca é significativa, o eventual
uso topico de agonista do PPAR gama, na forma de colirio ou injetado no espago
subtenoniano, pode ter sua indicacdo. Ao aumentar a expressido de CD36
(TONTONOZ et al., 1998), ha, teoricamente, mais influxo de lipidios, originados
da fagocitose das extremidades dos fotorreceptores para as células do EPR. O
aumento da expressdo do SR-Bl e ABCA1, provocado pelas glitazonas
(CHINETTI et al., 2000 e 2001), facilita o efluxo da LDL oxidada das células do
EPR. A consequente elevacdo da apoA1, também produzida pela glitazona
(CLAUDEL et al., 2001), possibilita a passagem de lipidios pela membrana de
Bruch para a coriocapilar.

Destaca-se que a idade impde progressivo espessamento da membrana
de Bruch, provocando reducdo da condutibilidade hidraulica, diminuindo 10 vezes
a permeabilidade macromolecular na nona década de vida, ao comparar-se a
primeira década (MOORE; HUSSAIN; MARSHALL, 1995). Normalmente,

proteinas com peso molecular acima de 200 Kda atravessam a MB, porém, na
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terceira idade, a permeabilidade limita-se a proteinas compreendidas entre 100 e
200 Kda. Sabe-se que o peso molecular da apoA1 é de aproximadamente 28
Kda. Desta forma, nascentes das particulas de HDL, tal como HDL pré-beta,
podem ser importantes na remogéo de lipidios do EPR e MB na terceira idade
(ISHIDA et al., 2006). Apos transpor a membrana de Bruch, os lipideos entram na
coriocapilar e seguem o fluxo normal para o figado. Entdo, o uso de agonista do
PPAR gama teoricamente teria a possibilidade de estabilizar ou até mesmo
provocar a regressao das alteragdes iniciais da DMRI.

Nos casos de DMRI exsudativa, eventual injegao intravitrea de agonista do
PPAR gama pode provocar regressao da neovascularizagdo sub-retiniana, como
ja demonstrado experimentalmente (MURATA et al., 2000). E importante lembrar
que essa droga nao apresenta somente a propriedade antiVEGF, como informado
naquele estudo. Inicialmente, os agonistas do PPAR reduzem a liberagdo de
MCP-1 das células endoteliais vasculares, inibindo a adesdo de macréfagos na
parede dos vasos (SEKI et al., 2005). Ap6s remover cirurgicamente a membrana
neovascular sub-retiniana de 10 olhos, verificou-se expressao de MCP ++ para
+++ no EPR (GROSSNIKLAUS et al.,, 2002). Os agonistas do PPAR gama
poderiam, assim, inibir a expressao do MCP-1 no EPR, reduzindo o recrutamento
de mondcitos e inibindo a neovascularizagao subretiniana.

Outro trabalho analisou a evolugcdo da membrana neovascular sub-
retiniana induzida pela fotocoagulacdo, em camundongos normais e em
camundongos geneticamente deficientes de moléculas de adesé&o leucocitaria
CD-18 e ICAM-1. O tamanho da MNSR nos camundongos deficientes de CD18 e
ICAM-1 foi significativamente menor que nos camundongos normais (SAKURAI et
al., 2003b). Sabe-se que os agonistas do PPAR gama inibem a expressao de
ICAM-1 e VCAM-1 em células endoteliais ativadas, reduzindo significativamente a
instalacdo de mondcitos e macrofagos na parede arterial, inibindo, assim, a
formagdo de placas ateroscleréticas (PASCERI et al., 2000). Desta forma ao
impedir o recrutamento de macréfagos no local da lesdo, a partir da redugao da
expressédo de ICAM-1 e VCAM-1, pode-se obter também regressido da
neovascularizagao sub-retiniana.

Estudos experimentais realizados em camundongos utilizaram clodronato

liposomal, depressor farmacologico seletivo de macroéfagos, com o intuito de
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avaliar o comportamento da MNSR induzida pela fotocoagulagéo. Tais pesquisas
referenciaram que a depressao generalizada de macrofagos provoca diminuigéo
do tamanho e impregnacédo da membrana neovascular (ESPINOSA-HEIDMANN
et al., 2003; SAKURAI et al., 2003a). Como citado anteriormente, os agonistas do
PPAR gama, além de impedir o recrutamento de macrofagos, tém o potencial de
provocar apoptose dessas células (CHINETTI et al., 1998), o que possibilitaria a
regressado da neovascularizagao sub-retiniana.

Uma vez instalados, os macréfagos ou histiécitos produzem citocinas ou
mediadores inflamatérios como TNF-alfa e interleucinas, que promovem, pelos
menos em parte, a angiogénese na MNSR ao estimular a producédo de VEGF
pelas células do EPR (OH et al., 1999). Ja se confirmou que os agonistas do
PPAR gama inibem a liberacdo desses mediadores inflamatérios (CHINETTI et
al., 1998; RICOTE et al., 1998a), podendo contribuir para a regressao dos
neovasos coroideanos.

Outra investigacéo visou a avaliar a presenga de matriz metaloproteinase
nas MNSR removidas cirurgicamente de cinco olhos humanos. Registrou-se a
presenca de MMP-2 nas formacdes neovasculares e MMP-9 na membrana de
Bruch, demonstrando-se que a matrix metaloproteinas esta envolvida no
progressivo crescimento da MNSR (STEEN et al., 1998). E importante lembrar
que a ativagdo do PPAR gama reduz a liberacdo de matrix metaloproteinase
(MARX et al., 1998b), podendo, assim, inibir a formacdo de neovasos sub-
retinianos.

Outro relato enfatizou prevencdo na formacdo de MNSR, induzida pela
fotocoagulagdo, em camundongos deficientes geneticamente da expressao de
PAI-1. Ao evidenciar a atividade pro-angiogéncia de PAI-1 na formagdo da MNSR,
os autores identificaram o inibidor 1 de ativador de plasminogénio como eventual
alvo terapéutico no combate a DMRI umida (LAMBERT et al., 2001). A exposigéo
as tiazolidinedionas inibiu a expressao do PAI-1 em células endoteliais humanas e
em pré-adipécitos (ZIRLIK et al., 2004), por isso, esse tipo de droga teria condigédo
de promover a regressdo da neovascularizagdo sub-retiniana por essa
abordagem.

Outro estudo investigou os efeitos do N-monomethyl-l-arginine (L-NMMA),

um inibidor do NOS nao especifico, em 3 modelos de neovasularizagdo ocular. A
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adminstragdo de L-NMMA causou significativa inibicdo da neovascularizagao de
coroide em olhos de ratos submetidos a ruptura da MB com fotocoagulagéo.
Esses dados significam que o NO sintetizado pelo NOS-2 (induzivel) é um
importante estimulador da neovascularizagao de coroide e que a reducdo de NO
por meios genéticos ou farmacolégicos € uma boa estratégia de tratamento da
MNSR. Sabe-se que a deficiéncia de eNOS suprime a neovascularizacao
retiniana, mas ndo a coroideana, enquanto que a deficiéncia de nNOS (neuronal)
ou o NOS-2 (induzivel) suprime a neovascularizagdo coroideana, mas nao a
retiniana (ANDO et al., 2002). A ativagdo do PPAR-gama promove aumento da
expressao de eNOS. O NO liberado preserva o endotélio vascular e previne a
aterosclerose (BERGER et al., 2003; SUN et al., 2000). Os agonistas do PPAR
gama também reduzem a expressado de iNOS (LIU et al., 2004; RICOTE et al.,
1998b). Neste caso, a redugdo do NO teria efeito benéfico por suprimir a
neovasculariuzag¢ao coroideana, diminuindo a possibilidade de apoptose celular e
peroxidaco lipidica retiniana (HU; van ELDIK, 1996; TAO et al., 2003; YUCEL et
al., 2005). Logo, essa classe de medicamento poderia teoricamente ser utilizada
no tratamento da DMRI exsudativa, por reduzir a expressao do iNOS.

Evidentemente, existe um longo caminho a ser percorrido para a utilizagéo
dessa droga em olhos humanos. Inicialmente, nos casos de uso tdpico, ha
necessidade de se observar a penetrabilidade da droga nos meios oculares, bem
como a toxicidade. O estudo experimental que utilizou essa modalidade de droga
para avaliar regressao de neovasos subretinianos salientou ndo haver toxicidade
ao ser injetada intravitrea (MURATA et al., 2000). Quanto ao uso sistémico,
existem no momento varios questionamentos. Sabe-se que a rosiglitazona foi
lider de vendas nos Estados Unidos, correspondendo a 20% das prescrigdes de
medicamentos para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2. Apés a metanalise
realizada por Nissen e Wolski em maio de 2007, que encontrou 43% mais de risco
de infarto do miocardio em relacdo a outras medicagdes para tratamento de
diabetes mellitus (NISSEN; WOLSKI, 2007), houve inseguranga quanto ao uso
dessa droga.

Se sistemicamente o uso dessa substancia pode ser questionado por
aumentar a mortalidade, a adminstragao tépica, na forma de colirio ou injetado na

camara vitrea, deve ser refletida de forma aprofundada, visto que a absorcao e
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consequente concentracio sistémica seria muito menor.

Finalmente, os agonistas do PPAR gama, a partir de seus efeitos
antioxidantes, anti-inflamatérios e antiangiogénios, desempenham importante
papel no tratamento da doenga aterosclerdtica. Devido a similaridade
fisiopatogénica entre a doenga aterosclerética e a DMRI, essas drogas podem ser

nova opgao no tratamento da DMRI seca ou exsudativa.
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7 CONCLUSOES

e A dieta hipercolesterolémica administrada diariamente foi capaz de
provocar anormalidades precoces na esclera, coroide e retina de coelhos.
No complexo esclerocoroideano foi observado aumento significativo
espessura devido a abundancia de histiocitos e fibras colagenas. Na retina,
observou-se significativo aumento da imunoretavidade ao anticorpo anti-
calretinina.

e A rosiglitazona, um agonista do receptor gama ativado pelo proliferador de

peroxissomo, demonstrou ser efetiva na atenuacao dessas anormalidades.
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limo(a). Sr(a). 3

Pesquisador(a) ROGIL JOSE DE ALMEIDA TORRES

Co-Investigadores: Cristina Muccioli (orientadora), Mauricio maia, Dalton Précoma

Disciplina/Departamento: Oftaimologia da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital S&o Paulo

Patrocinador: Recursos Préprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Avallagdo das alteragGes precoses coriorretinianas ocorridas em coelhos
hipercolesterolémicos tratados com agonista de ppar gama rosiglitazona estudo
comparativo e controlado histolégico histomorfométrico e imunohistoquimico”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Experimental, categoria B.

RISCOS ADICIONAIS PARA Q PACIENTE: ndo se aplica.

OBJETIVOS: Demonstrar através de exames histologicos, histomorfométricos e imuno-histoquimicos que alteragbes
degenerativas na membrana de Bruch, EPR e retina sensorial, em clhos de coelhos, apds administragao didria de
alta dosagem de colesterol. Demonstrar através de exames histologicos, histomorfométricos e imunchistoquimicos,
em olhos de coelhos, que a estimulacdo de receptores gama do peroxissomo ativado ocular, promovida pela
administragdo sistémica de rosiglitazona, & capaz de inibir as alterages degenerativas da membrana de Bruch, EPR
e retina sensorial ocasionadas pela hipercolesterolemia..

RESUMO: Estudo com 34 coelhos New Zealand. Anestésico: xilazina. Analgésico: flunixin. Eutandsia: dose letal de
barbitdrico. O experimento sera realizado na cidade de Curitiba, no Hospital Angeiina Caron, com coelhos new
Zealand. Serdo constituidos 3 grupos: grupa controle- 3 coelhos com dieta normal por 8 semanas ; grupo G1 (n=14)
recebera dieta com colesterol a 1% por 2 semanas e posteriormente com ragéo colesterol a 0,5% por 4 semanas;
grupo G2 (n=14) recebera ragao com colesterol a 1% por 2 semanas e a sequir a 0,5% por 4 semanas, e receberd
rosiglitazona 3mg/kg/dia. Somente um olho serd escolhido para o estudo histologico e morfométrico. Sera realizado
estudo imuno-histoquimico com anticorpo GFAP e calretinina..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: A Degeneragdo macular relacionada com a idade (DMRI) é uma doenga
degenerativa que afeta a regido central da retina, apresentando mecanismo patogenético comum com a doenca
cardiovascular. Este estudo visa avaliar as alteragdes degenerativas em olhos de coelhos ap6s administragao de
colesterol.. 3

MATERIAL E METODO: Estdo descritos os procedimentos a serem realizados, e os cuidados na condugao do
estudo e apresenta aprovacao do CEP local.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Fundagdo Araucaria - R$ 12 250,00.
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1. Comunicar toda e qualquer alteragéo do projeta.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. 0s dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6rgaos competentes.
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(Vs
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Universidade Federal de Séo Paulof Hospital Sdo Paulo

Rua Botucatu, 572 - 1% andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162



Anexo B - Documento referente ao recebimento da rosiglitazona

O
@Slanﬁmim Kline

REFERENCE MATERIAL CERTIFICATE

Rosigiitazone maleate

Compound Number: BRL 49653C
Catalogue number: 5533 Baich 18
Recommaended use: For quantitative assay
Purity: 99.5 % wiw

75.1 % wiw as frag base
Storags conditions: 210 8°C
Expiry period; 24 months (from date of issue of vial}
Gertificate version: 1

Authorised by: @l@ Dats:

4t 200,

1D Fullerton
‘Custorner Receipt Record
Vial number{s) Signature Receipt Date Expiry Date
(sea vial label)
I
Expiry date extended to; Signature Dale

Refarence Materiais Group, GlaxoSmithikine, Harmim Road, Bamard Castie, Co. Durham, DL12 80T, UK

Tt
Fax

Wabrslfe:

+44 (0) 1633 892487
44 {0) 1833 393010
Hltpdfiwhe. gek.cominng
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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