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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo investigar os principais efeitos da linhaca na
retina, coroide e esclera de coelhos submetidos a dieta hipercolesterolémica. A
metodologia de trabalho que norteou a pesquisa observou os passos a seguir.
Coelhos New Zealandforam organizados em trés grupos: O grupo 1 (G1) recebeu
nas 8 semanas de experimentacdo a dieta padrao Nuvital®, acrescida a 0,5 % de
colesterol proveniente do ovo liofilizado. O grupo 2 (G2) recebeu nas primeiras 4
semanas a dieta padrao Nuvital®, acrescida a 0,5 % de colesterol proveniente do ovo
liofilizado e, a partir da quinta até a oitava semana, foram acrescidos além da dieta
hipercolesterolémica, 8g/kg de peso/coelho de farinha de linhaga. Por sua vez, o
grupo 3 (G3) recebeu desde a primeira semana a dieta padréo Nuvital®, acrescida a
0,5% de de colesteral proveniente do ovo liofilizado e também 8g/kg de peso/coelho
de farina de linhaca.Foi realizada a dosagem sérica de colesterol total, LDL
colesterol, HDL coleterol, triglicerideos e feito a pesagem dos coelhos no inicio do
experimento € no momento da eutanasia. Ao final do experimento os olhos foram
submetidos & analise morfométrica,e imunohistoquimica com o anticorpo Oxido
Nitrico Sintetase (NOS). Entre os principais resultados apontados pela pesquisa
podem ser apontados que a dieta hipercolesterolémica acrescida de farinha de
linhaga provocou diminuigdo significativa nos niveis do Colesterol Total, LDL-C,
HDL-Centre o inicio e o final do estudo (p<0,05). Na avaliagcdo imunohistologica que
utilizou o anti-corpo monoclonal anti-NOS foi observado diminuicdo importante na
expressdo do NOS na cordide e retina entre os grupos (p<0,05), portanto houve
diferengca estatistica entre os grupos estudados. Como conclusdo o estudo
demonstrou a propriedade hipolipemiante da farinha de linhaga que pode contribuir

para a prevencao das doengas degenerativas da cordide e retina tais como a DMRI.

Descritores: Linhaca. Hipercolesterolemia. Degeneracdo Macular.Oxido Nitrico
Sintetase.



ABSTRACT

The present study aims to investigate the main flaxseed effects on the retina, choroid
and sclera of rabbits fed on a hypercholesterolemic diet. The research methodology
was grounded on the following procedures. New Zealand rabbits were divided into
three groups: group 1 (G1) was fed, in the eight experimental weeks, the Nuvital®
standard diet supplemented by 0,5 cholesterol from lyophilized egg. Group 2 (G2)
was fed the Nuvital®standard diet supplemented by 0,5 cholesterol from lyophilized
egg in the first 4 weeks, and from week 5 to week 8, besides the
hypercholesterolemic diet, 8g/kg weight/rabbit of flaxseed flour were added. Group 3
(G3), since week 1 of the experiment, was fed the Nuvital® standard diet,
supplemented by 0,5 cholesterol from lyophilized egg and the 8g/kg weight/rabbit of
flaxseed flour. The rabbits’'weight and serum dosages of total cholesterol, LDL
cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides were calculated at the beginning of the
experiment and at euthanasia time. At the end of the experiment, the eyes underwent
a morphometric and immunohistochemical analysis with the Nitric Oxide Synthases
(NOS). Among the main results obtained by the research is the finding that the
hypercholesterolemic died enriched by the flaxseed flour induced a significant
decrease in the total cholesterol, LDL-C and HDL-C levels between the beginning
and the end of the experiment (p<0,05). The immunohistochemical analysis with the
anti-NOS monoclonal antibody presented an important decrease in the NOS
expression in the choroid and retina between the groups (p<0,05), revealing a
significant difference among them. The findings suggest that the hypolipemiant
property of the flaxseed flour may contribute to prevent degenerative diseases of the

choroid and retina such as ARMD.

Key-words: Flaxseed. Hypercholesterolemia. Macular Degeneration. Nitric Oxide

Synthases.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 — Preparo da ragdo com ovo liofilizado ...........ccooeeiiiiiiiiiiiiiiie, 16
Figura 2 — Puncao intra-cardiaca de sangue para analise bioquimica..................... 17
Figura 3 — Enucleag&o do olho esquerdo do coelho ............cccccciiiiiiiiiiiiininiiiieieee 18

Figura 4 — Demonstra a divisdo do globo ocular do coelho em 5 areas para a
metodologia da morfometria.............oovviiiiii s 20
Figura 5 — Fotomicrografia que demonstra a coréide (seta branca) e esclera (seta
preta) corados com Hematoxilina-eosina (HE). A faixa preta demonstra como foi feita
a medida da espessura da esclera em micrémetros e a faixa branca demonstra o
MESMO PAra @ COTOIAR. .. .ouuuiiiii et e e e et e e e e e e e e e e e e ea e eeaaaaees 21
Figura 6 — Imunohistoquimica com anti-NOS na retina e cordide de um coelho do
experimento. A seta demonstra areas imunocoradas pelo anticorpo em castanho
LTSt B | o PP 23
Figura 7 — Fotomicrografia de coelho hipercolesterolémico ndo tratado com linhaga
que demonstra a cordide (seta branca) e esclera (seta preta) corados com
Hematoxilina-eosina (HE). A dupla seta vermelha demonstra os histiocitos
ESPUMOSOS NA ESCIEIA ...cevviiiiieiiiie e et e e e e e e e et e e e e e ann e 34
Figura 8 — Fotomicrografia de coelho hipercolesterolémico tratado com linhaca que
demonstra a coréide (seta branca) e esclera (seta preta) corados com Hematoxilina-
eosina (HE). A dupla seta vermelha demonstra os histidécitos espumosos na esclera,
0S quais sdo menos numerosos que aqueles dos coelhos tratados com este
101 (=Tt =TU) o o SRR 35
Figura 9 — Fotomicrografia de coelho n&o hipercolesterolémico que demonstra a
coroide (seta branca) e esclera (seta preta) corados com Hematoxilina-eosina

(HE).Observe que ndo ha histiocitos espumosos na esclera.............ooooeeeveiiiiiiccnns 35

Grafico 1 — Média dos pesos nos grupos no inicio, 15° dia e 22° dia do experimento

.................................................................................................................................. 25
Gréfico 2 — Colesterol Total: avaliagao inicial e final entre 0os grupos ....................... 28
Grafico 3 — LDL-C: avaliacdo inicial e final entre 0S grupos .........cccoceeeevviieeeiiinnnnnnnn.. 30
Gréfico 4 — HDL-C: avaliacao inicial e final entre 0s grupos .............cccoeeeeiiiiieiecnnns 32
Grafico 5 — Triglicerideos: avaliagao inicial e final entre 0s grupos..........ccccccvvvuunnn... 33
Grafico 6 — Médias da espessura da Esclera entre 0S grupos ...........ccccovvvevvvviennnnnn.. 37

\Y



Grafico 7 — Médias da espessura da Coroéide entre os grupos

Gréfico 8 — Médias das areas coradas pelo NOS nos grupos.

Quadro 1 — Demonstrativo do Delineamento Experimental ....

VI



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Analise comparativa da média dos pesos dos coelhos nos trés grupos..24

Tabela 2 — Variavel peso: avaliagao inicial e final entre 0s grupos ..........ccccccvvuennnn.. 24
Tabela 3 — Médias dos pesos dos grupos no 15° dia 22° dia do experimento .......... 25
Tabela 4 — Médias dos niveis de Colesterol Total............oevvvviiiiiiiiiiiiiiii, 26
Tabela 5 — Colesterol Total: analise dos grupos dois @ dOiS ........ccccvvvviiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 27
Tabela 6 — Colesterol Total: avaliagao inicial e final entre os grupos..............cccc....... 27

Tabela 7 — Médias do LDL-C inicial, final e a diferenca entre os dois nos trés grupos

.................................................................................................................................. 28
Tabela 8—-LDL-C: comparagao entre 0os grupos dois a dois ........cccceeeeeevvrieieirennnnnnnnn. 29
Tabela 9 — LDL-C: avaliagéo inicial e final entre 0S grupos........cccccccvvvvvviiiiiiinninnnnn. 29

Tabela 10 — Médias do HDL-C inicial, final e a diferenca entre os dois nos trés

o U oo 1= S 30
Tabela 11-HDL-C: comparagéo entre 0os grupos dois a doiS........cccceeevvvvvvevrvnnnnnnnnnn. 31
Tabela 12 — HDL-C: avaliagao inicial e final entre 0S grupos .............cceovvvvevvvvennnnnnn.. 31

Tabela 13 — Médias do Triglicerideos inicial, final e a diferenca entre os dois nos trés
(o U] oo 1= S 32
Tabela 14-Triglicerideos: avaliagao inicial e final entre 0s grupos..........ccccccvvvvunnnnn.. 33

Tabela 15 — Médias das espessuras nas variaveis Esclera e Coro6ide entre os grupos

.................................................................................................................................. 36
Tabela 16-Médias da imunohistoquimica nos grupos com a utilizagdo do marcador
N O S ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e a e 38
Tabela 17 — Variavel NOS: analise comparativa entre os grupos dois a dois ........... 38

VI



ACAT
ALA
ApoE
AREDS
CEUA
CT
DART
DMRI
EPR
EUA
G1

G2

G3
GFAP
HAS
HDL-C
HMGA
HE
ICAM-1
IMC
LDL-C
LSD
MCP-1
NECP
NO
NOS
PCR
PUCPR
SDG
TG
VCAM-1

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

- Acil-Coenzima colesterol transferase

- Acido a-linolénico

- Apolipoproteina E

- Age-Related Eye Disease Study

- Comisséo de Etica no Uso de Animais

- Colesterol Total

- Diet and Reinfarction Trial

- Doenga Macular Relacionado a Idade

- Epitélio Pigmentar da Retina

- Estados Unidos da América

- Grupo Um

- Grupo Dois

- Grupos Trés

- Anti-glial Fibrillary Acidic Protein

- Hipertenséao Arterial Sistémica

- High Density Lipoprotein Colestherol

- Acido hidroximetilglutarico

- Hematoxilina-eosina

- Molécula de Adeséo Intercelular-1

- indice de Massa Corpoérea

- Low Density Lipoprotein Colestherol

- Least Significant Difference

- Proteina de Quimioatragdo dos Monocitos-1
- Third Report of the National Cholesterol Education Program
- Oxido Nitrico

- Oxido Nitrico Sintetase

- Proteina-C Reativa

- Pontificia Universidade Catolica do Parana
- Lignana Secoisolariciresinol

- Triglicerideos

- Molécula de Adesao da Célula Vascular-1

VI



SUMARIO

O LV 5.T0 ] 01U 031 o T 1
0 1 1 I Y 3
3 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ss s eess e e s e sssssessssssssssssasssssenns 4
3.1 A DOENCA MACULAR RELACIONADA A IDADE (DMRI).......cccevieeeeeereeenn. 4
3.2 HIPERCOLESTEROLEMIA E A DOENCA MACULAR RELACIONADA A IDADE
(DIMIRI) ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaaaeaeeeeaaeeeaaaaaaeaaaaaaaaaaaaaaanannnnnns 6
3.3 A ADICAO DE ALIMENTOS FUNCIONAIS NO PROCESSO
ATEROSCLEROTICO ... .ottt 9
3.4 PAPEL DA SEMENTE DE LINHACA NA PREVENCAO DA DOENCA MACULAR
RELACIONADA A IDADE (DMRI).....covivieie oot 11
4 METODO.......coiieererceareresasesessasssesssssesasssesasssesassse s st sesssssssssssssenssnssensassesssansnes 14
4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ...t 14
4.1.1 Ambiente de EXperimentagao ......cccccccceeeiiiiiiiiirecemnssssssss s e ssssssssssss s e eeennns 15
4.1.2 Animais Utilizados .........cccooiiiiiiiiiiniiieeeeeeeeerrrr s 15
4.1.3 Preparo de Ragao Suplementar ............cccccoimimmimemmcnniininnisnnssssssssssssssssssennns 16
4.1.4 Normas Adotadas..........ccciiiiiiiiiiiiiiniissssssesss s 17
4.2 PROCEDIMENTOS ... ..o eeeees 17
4.2.1 Coleta de SANQUE .......ccccciiiiiiiiiiiiiiessse e 17
4.2.2 Anestesia e Procedimento CirlrgiCo..........cccccmmemmmmmmmmmmmnnnnsssnssssssssssseseenenn 18
4.3 AVALIACOES HISTOLOGICAS ..ot 19
4.3.1 Preparo das AMOSEIas ..........cccvmrreemmmnsnisiineisnnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnns 19
4.3.2 Analise Histologica ........cccciiiiiiiiiiiiiieeee e 19
4.3.3 Analise Morfométrica (Hematoxilina-eosina).........cccccevvmrrrrrinsrsnnnnnnnnnncennnn, 20
4.3.4 Analise Imunohistoquimica da Oxido Nitrico Sintetase (NOS) .................. 21
4.4 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 23
5 RESULTADOS.......coiiiiiiiiiesirr s ssss s sssss e s smmn e e e s s a s smnnn e e e s nn s 24
5.1 VARIAVEL PESO ...ttt ettt 24

5.2 COMPARAGCAO ENTRE GRUPOS EM RELACAO AS VARIAVEIS DE PERFIL
LIPIDICO E COMPARACAO ENTRE AS DUAS AVALIACOES (INICIAL E FINAL)

DENTRO DE CADA GRUPO ...ttt e e e e e eeeennnnes 26
5.2.1 Variavel Colesterol Total...........ccccouiiiiiimmmmiemeecciiiiiiir s essssssssses 26
5.2.2 Variavel Lipoproteina de Baixa Densidade ...........ccccmmmmmemnnncciiiiniiinnnnnennennnns 28

IX



5.2.3 Variavel Lipoproteina de Alta Densidade......cc..ccoorremmiiimmreeciiirrecencreeeeennnan. 30
5.2.4 Variavel Triglicerideos ...........uuummmmmmmmmmmmimimiiiiiiii s 32
5.3 COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS EM RELACAO AS VARIAVEIS
COROIDE E ESCLERA ANALISADAS PELA MORFOMETRIA: E DA COROIDE E
RETINA ANALIZADAS PELA IMUNOHISTOQUIMICA..........coeoveeeeeeeeeeeeeeee. 34
5.3.1 Histopatologia das lesdes coriorretinoescleroidais em Coelhos
hipercolesterolémicos tratados com linhaga.............cccooovimimiiiicccccii e, 34
5.3.2Analise morfométrica da esclera e da cordide ...........cceeeeevviiiiiiicicccccccccenee 36

5.3.3 Variavel Area Imunocorada com utilizagdo do anticorpo anti- Oxido

Nitrico Sintetase (NOS).........coi 38
B DISCUSSAOD .....coeereeireereiere e seeas e sss e s ssesesssse e sasae s sassessssssessssssssssssneasssnssnns 40
6.1 DIETAS HIPERCOLESTEROLEMICAS E MODELOS EXPERIMENTAIS.......... 40
6.2 EFEITO DA SEMENTE DE LINHACA NAS VARIAVEIS BIOQUIMICAS

AN A LS A D A .. bbbt 41

6.3 EFEITO DA SEMENTE DE LINHACA NA PREVENGCAO DA LESAO
ATEROSCLEROTICA E, POR SIMILARIDADE, NA PREVENSAO DAS LESOES

NOS VASOS DA CORIOCAPILAR, NOS OLHOS COM DMRI........c.cccovvvieeennn.. 46
p 030 ] [od I U L7V 20N 49
REFERENCIAS........cooiuiititicetiaesiesssesssssessssssessssessssssessassssssssssssssssssssssasssssssssssnssnns 50
ANEXO A- PARECER DE PROTOCOLO E PESQUISA DO COMITE DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS DA PUC-PR.......ccoireerimrecceesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 60



1. INTRODUGAO

Das doencas degenerativas da retina, a doenga macular relacionada a idade
(DMRI) é a mais comum.”

Existem duas formas da doencga degenerativa macular: a formaexsudativa ou
umida, de progressao rapida, que € causada pela neovascularizagéo da cordide e a
forma atréfica ou seca, de instalagdo lenta, que é caracterizada pela presenca de
“drusas” com progressao para atrofia da retina e coroide.”

A DMRI afeta mais de 1,75 milhbes de pessoas na sua forma avangada nos
Estados Unidos da América (EUA), sua incidéncia aumenta dramaticamente com a
idade e devido ao rapido envelhecimento da populagdo neste pais, este numero
podera aumentar para aproximadamente trés milhdes de pessoas até 2020. Atinge
aproximadamente outros 7,3 milhdes de pessoas nos EUA na sua forma inicial.”

A obesidade, tabagismo, Hipertensao Arterial Sistémica (HAS), aterosclerose,
exposicao a luz solar e hipercolesterolemia sdo alguns dos fatores de risco
modificaveis da DMRI. O fator de risco ndo modificavel desta doencga seria a idade e
a maior expressdo génica de proteinas inflamatérias que estdo relacionadas a
patogénese da DMRI."

A DMRI pode ser apresentada nas duas formas inflamatorias ja descritas,
porém mais comumente na forma seca. Nesta doenca, a patogénese do processo
inflamatério ocorre principalmente por dois motivos: (a) acumulo intracelular de
lipofucsina nas células fotorreceptoras da retina e (b) depdsito extracelular de
lipoproteinas, conhecidos como “drusas”, na membrana de Bruch e no epitélio
pigmentar da retina (EPR), sendo que estas “drusas” contém componentes pro-
inflamatdrios como as proteinas da cascata do complemento.?

Existem diversas semelhancgas fisiopatoldgicas e epidemiologicas entre a
DMRI e a aterosclerose, ambas doengas realcionadas a hipercolesterolemia. Em
primeiro lugar, parece haver uma semelhanga na estrutura histopatoldgica e

bioquimica entre a placa aterosclerética e as “drusas” da retina, encontradas na



DMRI. Ha também semelhangas consideraveis no envolvimento da disfuncao
endotelial e do estresse oxidativo celular na patogénese destas duas doencgas. Além
disso, temos o envolvimento do sistema do complemento na exarcebagdo da
resposta inflamatéria, a qual contribui para o aparecimento e desenvolvimento
dessas duas doen<;as.2’3 O sistema do complemento tem um importante papel na
geracéo de “drusas” de retina (forma seca) e na neovascularizagao coroidal (forma
umida) na DMRI, bem como no dano endotelial, ativacdo e formagédo das placas
ateroscleréticas arteriais.*

Ja que o estresse oxidativo tem um papel importante na patogénese da
DMRI, a maior concentragao/ativagéo de enzimas envolvidas neste processo, como
a oxido nitrico sintetase (NOS), parece exercer papel de manutencéo e progressao
das lesées na DMRI, bem como a menor concentragao do oxido nitrico (NO) por
este mesmo mecanismo (aumento da expressdo da NOS) esta diminuida na DMRI.®
Sendo assim, agbes que possam diminuir sua expressao ou atividade podem, por
sua vez, pode ter um papel protetor na progresséo desta doenca.

A semente de linhagca é considerada um alimento funcional por conter
substancias biologicamente ativas como a lignana, as fibras e o acido graxo alpha-
linolénico os quais apresentam efeitos cardioprotetores e de diminuicdo das placas
ateroscleroticas por diminuir a expressdo de proteinas pré-inflamatorias.®'® Sendo
assim, apesar de estudos controversos acredita-se que este efeitoprotetor também
estenda-se a DMRI como demonstrado numa revisdo de literatura realizada em
2008."" Neste trabalho tentamos demonstrar os beneficios da utilizacdo da semente
de linhaca na atenuacdo das alteragbes inflamatorias coriorretinianas provocadas

pela hipercolesterolemia, especialmente no que tange a expressédo da NOS.



2. OBJETIVO

Analisar, na esclera, coroide e retina os principais efeitos anatomopatologicos
do acréscimoda semente de linhagca na dieta de coelhos hipercolesterolémicos,
sendo que o objetivo principal foi investigar a sua agao hipolipemiante e a expressao

imunohistoquimica da 6xido nitrico sintetase nesta regiéo.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A DOENGA MACULAR RELACIONADA A IDADE

Existem duas formas de DMRI: (1) a seca ou atréfica e (2) a exsudativa ou
neovascular. (1) A DMRI seca é a forma mais comum da doenga e responde por
90% do total de casos. A lesdo classica na DMRI seca compdem-se de lesdes
pequenas amareladas chamadas “drusas” que leva ao desenvolvimento de atrofia
geografica. (2) A DMRI exsudativa ou neovascular é a forma da doenca menos
comum, porém mais grave do que a forma seca da doenca e corresponde a
aproximadamente 10% do total das DMRI, sendo responsavel por 90% de toda a
cegueira causada pela doenca.™

Existem 3 tipos de drusas [moles, duras e as mistas]. Drusas moles séao
amareladas, palidas, grandes, com margens mal definidas, que ocorrem em pessoas
com mais de 55 anos e sdo as que evoluem para atrofia geografica e séo vistas na
progressdo para DMRI. As drusas duras sdo pequenas, pontiformes, bem
delimitadas, que ocorrem em mais em jovens, e geralmente ndo levam a
progressao para DMRI. As drusas mistas, por sua vez, sdo uma mistura das duas.
As “drusas” e sua progressao para a atrofia geografica corioretiniana da regido da
macula central pode provocar perda visual grave '

O processo inflamatério gerado pelas drusas pode ocasionar uma
neovascularizagcdo da coroide, atravésdo desenvolvimento de novos vasos
sanguineos anormais abaixo do EPR e é isto que caracteriza aforma exsudativa ou
neovascular da degeneracdo macular. Esses vasos anormais podem sangrar e
eventualmente causar cicatrizes namacula, resultando em profunda perda da visao
central, denominada cicatriz disciforme, também vista na DMRI."2

Sendo assim, na progressdo da DMRI, as drusas moles aumentam em
numero, tamanho e confluéncia, evoluindo, eventualmente, para degeneragao

macular seca (com atrofia corioretiniana geografica) ou exsudativa (com



neovascularizagao e cicatriz disciforme). Se, além disso, aparecerem pigmentos na
retina, o risco de desenvolver degeneracdo macular relacionada a idade, aumenta
consideravelmente.'?

Em geral, o risco de desenvolver DMRI [seca ou exsudativa] & fortemente
dependente da idade e da fase da da degeneragdo macular. Portanto, uma pessoa
que apresenta grande numero de drusas moles e alteragbes pigmentares,oferece
risco elevado de desenvolver a DMRI nos préximos cinco anos."?

Além disso, numa retina normal, o risco de desenvolver maculopatia precoce
[i[dade inferior a 60 anos] nos proximos cinco anos sera de 0,7%, mas,tal risco
aumenta em 22,5% se o individuo tiver mais de 80 anos de idade.”Sendo assim,
aproximadamente 10% dos pacientes entre 66 e 74 anos de idade terdo alguma
forma de DMRI. A prevaléncia aumenta para 30% em pacientes com 75 a 85 anos
de idade.™

Havendo degeneragdo macular em um olho, aumenta-se o risco de
desenvolver a degeneragdo no outro olho também. O risco de o outro olho
desenvolver degeneracado macular foi relatado em 55% no Age-Related Eye Disease
Study (AREDS) e em 38,7% no ‘the Rotterdam Elderly Study’."™

O tabagismo é o fator de risco modificavel mais consistente estabelecido para
a DMRI. Ha uma associagéo significativa entre tabagismo e degeneragéo macular. O
risco de degeneracdo macular é de duas a trés vezes maior em fumantes
comparados com aos nao fumantes.™

Ha evidéncias de que a probabilidade de desenvolver a degeneracdo macular
ird reduzir, se o paciente parar de fumar. Depois de um ano de parar de fumar, a
probabilidade de desenvolver a degeneracdo macular ira reduzir-se em 6,7%.
Depois de mais cinco anos sem fumar, o risco € reduzido em mais outros 5%, e,
ap6s mais 5 anos sem fumar, o risco de desenvolver degeneragdo macular podera
diminuirem mais 4.2%. O efeito protetor de parar de fumar parece ser um pouco
mais pronunciado nos primeiros anos ap6s a parada.’®

A degeneracdo macular e, consequentemente, a DMRI, parece ser hereditaria
em algumas familias. Em parentes de primeiro grau que tém degeneragdo macular,
a probabilidade de desenvolver esta doenca é de cerca de 2,5 vezes.'® Pessoas que
tém parentes de primeiro grau com estagio avancado da doenca, desenvolvem
degeneragdo macular numa taxa aumentada em uma idade relativamente precoce.

O risco de desenvolver os ultimos estagios de degeneragédo macular € de 50% para



pessoas que tém um parente com degeneracdo macular, versus 12% para as
pessoas que nao tém parentes com esta doencga, ou seja, um risco quatro vezes
maior.'’

Em relacdo a exposicdo a luz solar, outro fator de risco modificavel, um
estudo mostrou que pessoas que ficam ao sol no verao por mais de 5 horas por dia
tém uma probabilidade duas vezes maior de desenvolver degeneracdo macular
precoce [drusas moles ou aumento da pigmentac&o da retina], e consequentemente
DMRI. Nos individuos que tém alta exposicéo solar, a probabilidade de desenvolver
degeneragdo macular precoce é consideravelmente reduzida pelo uso de chapéus
ou 6culos de sol.™

No que corresponde ao risco cardiovascular, dados ja publicados mostram
que individuos com hipertensédo arterial sisttmcia (HAS) previamente controlada
[presséo arterial menor que 160/95 mmHg] e individuos com HAS n&o controlada
[presséo arterial maiorque 160/95 mmHg] foram aproximadamente duas a trés vezes
mais propensos a desenvolver degeneragdo macular exudativa, e
consequentemente DMRI, do que individuos com pressao arterial normal.®

Ainda, segundo um outro estudo,a doencga cardiovascular possui correlagao
significativa com o desenvolvimento da DMRI.Pessoas com HAS aumentaram em
1,5 vezes a probabilidade de desenvolver degeneracdo macular exudativa em
comparagao com os individuos sem hipertensao.>

A correlacéo entre a hipercolesterolémica e a DMRI sera descrita adiante.

3.2 HIPERCOLESTEROLEMIA E A DOENGA MACULAR RELACIONADA A
IDADE (DMRI).

Hipercolesterolemia é uma condigdo comum na populacdo dos paises
industrializados e nos paises em desenvolvimento.? A alteragio do metabolismo do
colesterol esta envolvida na patogénese de muitas doencgas cardiovasculares e
neurodegenerativas.’>?'Ha estudos demonstrando que o desequilibrio da
homeostase do colesterol também possa contribuir para o desenvolvimento da

DMRI.%*?® Uma caracteristica que chama a atencdo, comum a todas as doencas



degenerativas corioretinianas, sdo os depdsitos de lipidios contendo colesterol
abaixo do EPR.?*?%

Foi propostoque a DMRI apresenta mecanismo patogenético comuma doenca
cardiovascular. Em ambas as doencas observam-se acumulo excessivo de
colesterol esterificado.?® Estudos epidemioldgicos parecem suportar esta hipétese.
Foi relatado que o consumo exagerado de gordura saturada e colesterol esta
relacionado com risco maior de desenvolvimento da fase inicial da DMRI. Foi
observado neste mesmo estudo que a ingestdo de determinados tipos de gorduras
podem aumentar o risco de progressao para a DMRI.?

Outros estudos tém demonstrado a relacdo da doenga cardiovascular e
DMRI, apesar de alguns autores n3o terem observado tal correlacso.?®3* Mesmo
que haja multiplos outros fatores de risco que estdo relacionados com a DMRI,
existem fortes evidéncias que a hipercolesterolemia contribui em muito para o
desenvolvimento das doencgas degenerativas da coriorretina, tais como a DMRI.

Em um estudo realizado em 2000, foi demonstrado emum modelo animal de
camundongo, que a administracao de dieta altamente gordurosa [15% gordura total
e 1,25% colesterol] durante 30 semanas, provocaram alteracdes na membrana de
Bruch como espessamento, buracos na lamina elastica e acumulos de particulas
microscopicas densas, quando comparadas com camundongos que receberam dieta
normal. Também foram verificadas alteragbes no EPR como vacuolos
citoplasmaticos e acumulos de goticulas de lipidios no citoplasma.**Em outros
estudos também foram demonstrados alteragdes retinianas em camundongos como
resultado de dieta altamente gordurosa.>®

Em estudo realizadoem 2001, foram demonstradas alteragbes no EPR e
membrana de Bruch em olhos de ratos submetidos a dieta hipercolesterolémica.
Avaliagbes eletroretinograficas, histoldégicas, microscopia eletrénica de transmisséo
e imuno-histoquimicas foram realizadas em 4 grupos de ratos, em que um grupo de
ratos normais foi submetido a dieta normal (C57-R), outro grupo deratos normais foi
submetido a dieta hipercolesterolémica (C57-C), outro grupo de ratos apresentando
deficiéncia de apolipopreoteina foi submetido a dieta normal (apoE-R) e o quarto
grupo de ratos também apresentando deficiéncia de apolipoproteina foi submetido a

dieta hipercolesterolémica (ApoE-C).*®



Observou-se, quando submetidos a eletroretinografia, ratos ApoE-C
apresentaram aumento significativo das ondas “a’e “b” quando comparados com o
grupo C57-R, havendo redugéo da amplitude do potencial oscilatorio.*®

A microscopia eletrbnica revelou que o grupo ApoE-C teve redugéo
significativa no numero de células nas camadas nucleares interna e externa. A
aplicacdo da microscopia eletrbnica de transmissdo nos ratos ApoE-deficiente
também revelou condensacao da cromatina nuclear e vacuolizagdo perinuclear das
células da camada nuclear interna e a membrana de Bruch encontrava-se mais
espessa e sua lamina elastica desorganizada e descontinua.*®

Com a imunohistoquimica foram observadas diminuicdo ou nao
imunoreatividade para anidrase carbdnica Il e calretinina nas camadas retininas dos
ratos ApoE-deficientes. E importante frisar que ratos normais submetidos & dieta
hipercolesteolémica(C57-C) demonstraram alteracdes em todos o0s quesitos
[eletroretinografia, microscopia eletrénica de transmissdo e imunohistoquimical, o
que comprova que a ingestao deste tipo de dieta tem potencial para provocar no rato
alteracdes similares 8 DMRI humana.*®

Em 2005, demonstrou-se em modelo experimental que a dieta
hipercolesterolémica, assim como a hipertensdo ocular induzem a formacdo de
Oxido Nitrico Sintetase (NOS-2).Por sua vez, o exame imunohistoquimico das
camadas retinianas de ratos que tiveram dieta normal n&do apresentou NOS-2,
enquanto que ratos que ingeriram dieta hipercolesterolémica demonstraram
presenca de NOS-2 na camada de fotorreceptores, plexiforme interna e de células
ganglionares.®’

Num estudo realizado em 2006, analisou-se efeitos ultraestruturais da retina
em coelhos quando submetidos a dieta hipercolesterolemica. Coelhos New Zealand
foram divididos em dois grupos: o grupo dos coelhos controle (GO; n=10)foi
alimentado com dieta padrdao durante 8 meses; e outro grupo, o dos
hipercolesterolemicos (G1; n=10) foi alimentado com dieta enriquecida com
colesterol 0,5% por 8 meses.>®

Os olhos foram avaliados a microscopia eletrobnica de transmissao e
imunohistoquimica Anti-glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP). Fazendo a comparagao
entre os grupos GO e G1, verificou-se alteracdes em todas as camadas retinianas
nos do grupo G1, que foram mais intensas em areas onde EPR encontrava-se

alterado.®®Em G1a membrana de Bruch era mais espessa como resultado de



particulas aumentadas nas camadas colagenas,em que o citoplasma do EPR
demonstrou corpos densos, debris das membranas celulares, vacuolos e numerosos
acumulos de lipidios, necrose e apoptose foram detectados em diferentes camadas
da retina. Células de Muller e astrécitos foram reativos para apoptose e necrose,
algumas células de Muller preencheram os espagos vazios deixados por neurdnios
degenerados em todas as camadas retinianas, alguns nucleos das células de Muller
foram deslocados para a camada de fibras nervosas, astrocitos perivasculares
epiretinianos continham gotas de lipidios, a camada de fibras nervosas da retina
apresentavam poucos astrécitos e a membrana basal dos capilares nesta camada
apresentou-se mais espessa.Este estudo demonstrou que o excesso de colesterol
induz a alteragbes ultraestruturais da retina em coelhos similares aquelas da DMRI
humana, sendo que a dieta de lipidios poderia ter o potencial de induzir ou prevenir
a doenca retiniana.*®

Sendo assim, na dieta hipercolesterolémica, o aumento da ingestdao de
gordura parece estar associado ao aumento do risco de degeneragcdo macular em
humanos e, consequentemente, ao aumento do risco de desenvolvimento de
DMR|.23’26‘27

3.3 A ADICAO DE ALIMENTOS FUNCIONAIS NO PROCESSO
ATEROSCLEROTICO E NA DMRI.

A aterosclerose € uma doenga inflamatéria crénica que ocasiona disfungao
endotelial, acometendo a camada intima das artérias. Este processo ocorre
lentamente ao longo de décadas.>**

O processo aterosclerotico inicia-se com dano ao endotélio, acarretado pelo
excesso de lipoproteina de baixa densidade - colesteral (LDL-C) na corrente
sanguinea. ApoOs a lesdo endotelial inicial, ha recrutamento leucocitario e infiltracao
do LDL-C. Dentro do endotélio, o LDL-C sofrera agdo de radicais livres e de
macrofagos, desencadeando assim, um processo inflamatério especifico mediado

pela exacerbacdo da secrecdo de varias substancias pro-inflamatérias.*®
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Este dano ocasiona menor produgdo de &xido nitrico, responsavel pela
inibicdo da inflamacao, da trombose e do crescimento, e proliferacdo das células
musculares lisas.*

Ha, também, a expressdo das moléculas de adesédo leucocitaria: molécula de
adeséo intercelular-1 (ICAM-1) e molécula de adesado da célula vascular-1 (VCAM-
1), que promovem a adesdo de mondcitos, macrofagos e plaquetas circulantes.
Dessa forma, tem inicio a reacdo inflamatoria e a produgéo de citocinas, como a
proteina de quimioatracdo dos mondécitos-1 (MCP-1), que dirige a migragédo dos
mondcitos e macréfagos para a parede vascular.®

Nesta sequéncia fisiopatogénica, o LDL € incorporado a parede vascular e
fagocitado pelos macrofagos para formar macréfagos espumosos.*

A fagocitose € aumentada quando o LDL é oxidado pelo superéxido produzido
pelos leucocitos. As células espumosas saturadas de lipideos se rompem na parede
vascular para formar estrias gordurosas. As células musculares lisas vasculares
migram da média para a intima, onde, através da proliferacdo, formam uma
neointima com aumento da produgdo da matriz extracelular, o que ocasiona o
desenvolvimento da placa aterosclerotica.**

A teoria do modelo vascular proposto em nosso estudo baseou-se na
similaridade encontradoa entre o processo aterosclerotico e o de formacgéo de
drusas na DMRI. Sabe-se que a aterosclerose € um processo reconhecidamente
inflamat6rio, onde ha deposicdo de LDL-colesterol 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 cordide, situada entre a
parede escleral progressivamente enrijecida e o conteudo ndo compressivel do
globo. A diminuicdo do fluxo sanguineo da corbéide e o aumento da resisténcia
tendem a elevar a pressao hidrostatica da coriocapilar aumentando o vasamento e a
deposigcao de proteinas extracelulares e lipidios, particularmente no pélo posterior,
formando depoésitos basais na membrana de Bruch, conhecidas como drusas, que
sd0 as primeiras manifestgdes clinicas da DMRI.*°

Tanto em ensaios clinicos como em modelos experimentais, demonstrou-se
que a inclusdo de alimentos funcionais na dieta promove melhoria nos fatores de
risco vinculados as doencas aterosclerdticas, como a hipercolesterolemia.*®*® Ja

que se acredita que o processo degenerativo da cordide tem similaridade com a
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doenca aterosclerética, a administracéo destes nutracéuticos poderia ter também um

papel protetor nesta doenca.

3.4 PAPEL DA SEMENTE DE LINHACA NA PREVENGCAO DA DOENCA
MACULAR RELACIONADA A IDADE (DMRI).

A Degeneracdo Macular Relacionada a Idade (DMRI) é uma doenca
degenerativa que afeta a regido central da retina. E a mais importante causa de
perda da visao entre pessoas idosas em paises industrializados. A prevaléncia da
DMRI tardia aumenta excessivamente com a idade, afetando 11.5% das pessoas
brancas com mais de 80 anos.*"

Comprometimento visual ocorre pela presengca de atrofia geografica,
neovascularizagdo subretiniana e ou ao descolamento do Epitélio Pigmentar da
Retina (EPR).>

Acredita-se que a fase inicial desta doenca possa estar relacionada com
acumulo de depésitos ricos em lipidios abaixo do EPR.%*** Para a DMRI foi proposto
um modelo vascular, similar a fisiopatologia da aterosclerose, demonstrando que o
acumulo de lipidios provoca aumento da resisténcia vascular da coroide.®® Isto
interferiria no alto metabolismo do EPR e conduziria ao desenvolvimento de
depositos subretinianos [drusas], anormalidades do EPR e, finalmente, diminuigdo
significativa da visdo pela atrofia geografica ou pela presenca de membrana
neovascular subretiniana.

A alteracdo do metabolismo do colesterol esta envolvida na patogénese de
muitas doencas cardiovasculares e neurodegenerativas.’®®” Ha estudos
demonstrando que o desequilibrio da homeostase do colesterol contribui para o
desenvolvimento da DMRI e da degeneragdo retiniana de inicio tardio. Uma
caracteristica que chama a atencéo, compartilhada por estas doencas retinianas, é o
acumulo de depositos de lipidios contendo colesterol abaixo do Epitélio Pigmentar
da Retina.?®°960

E importante frisar que ratos normais submetidos & dieta hipercolesteolémica,
demonstraram alteracbes em todos os quesitos [eletroretinografia, microscopia

eletrénica de transmissao e imuno-histoquimica], 0 que comprova que a ingestéao
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deste tipo de dieta tem potencial para provocar no rato alteragdes similares a DMRI
humana.>®

Atualmente muitos dos alimentos com propriedades funcionais/nutracéuticas
tém sido considerados como preventivos de lesdes aterosclerdticas e de outras
doencas cardiovasculares, principalmente por conterem em sua composi¢ao, por
exemplo, altas porcentagens de acidos graxos Omega-3, fitoesterdis, e fibras
vegetais.***°

O acido a-linolénico [acido graxo 6mega-3], que é um tipo de gordura
poliinsaturada, encontrado principalmente em peixes e no 6leo de linhaga,acredita-
se estar associadoaum efeito protetor no desenvolvimento daaterosclerose e da
degeneracdo macular e, consequentemente, da DMRI. Segundo um estudo
realizado em 2009 o tratamento comacido a-linoleicoaumentou a expressao doNOS
e de genes pro-inflamatérios tais com os da ciclooxigenase-2 (COX-2), da
prostaglandina-E e do o6xido nitrico no epitélio pigmentar da retina. Estesdados
sugerem queos acidos graxos insaturadosespecificos, particularmente o acido a-
linoleico,podeestimular as célulasdo EPRa expressargenespro-inflamatorios, que
podem contribuir para a patogénese daDMRI.®’

A semente de linhaga (Linun usitatissimum) é recomendada como um potente
alimento funcional pela ‘American Heart Association’, por possuir trés componentes
com agbes importantes: fitoestrogenos como a Lignana Secoisolariciresinol (SDG),
fiora solavel, Acido a-linolénico (Omega-3), os quais atuam como
cardioprotetores.®10:°1:62.63.64

Quando analisada a composi¢éo nutricional da semente de linhaga, observa-
se que ela é constituida por 41% de gorduras, 28% de fibra dietética, 21% de
proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais. A fonte lipidica da linhagca é
constituida em 55% por acidos a-linolénicos.®®

Os compostos lignanicos, quando ingeridos, sado capazes de promover
reducdes nos niveis séricos de colesterol plasmatico., conforme reportado por varios
autores.®%57

Num estudo experimental evidenciaram redugéo nos niveis de colesterol total
(CT) e LDL-C em filhotes de ratos alimentados com dieta enriquecida com semente
de linhaca por 90 dias, quando comparados com o grupo controle.®®

Em estudo randomizado, duplo-cego, realizado com 38 mulheres

hipercoleterolémicas no climatério, foi comprovada que a ingestdo de paes integrais
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contendo 38 gramas de linhacga, por seis semanas, foi suficiente para uma reducgéo
significativa de colesterol total (6,9%) e LDL-C (5,5%).%®

Um outro estudo em 403 mulheres com menopausa natural, observou-se que
os fitoestrégenos apresentaram efeito de protecéo cardiovascular, diminuindo o risco
de aterosclerose, especialmente nas mulheres mais idosas.®®

Foi realizado um estudo em 2003 com 76 homens portadores de dislipidemia,
os quais foram submetidos a uma dieta enriquecida com Acido a-linolénico (ALA),
durante trés meses, que revelou redugédo na inflamacao sistémica, mensurada pela
Proteina-C Reativa (PCR), quando comparados com o grupo controle (que nao
recebeu dieta enriquecida com ALA).”

A linhaca é um nutracéutico, rico em acido o-linolénico, lignana e fibras
soluveis e quedevido as suas propriedades funcionais, sabidamente € um fator de
protecao cardiovascular pela diminuigdo da hipercolesterolemia e,portanto, também
fator de protecéo neurodegenerativo pela similaridade da patogenia, podendo, deste
modo, prevenir ou minimizar as doengas degenerativas da retina como a DMRI.

Diante dos fatores supracitados, € importante para o meio cientifico e para a

populagcao em geral o estudo das propriedades funcionais da semente de linhaga.
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4. METODO

Este estudo foi realizado apds analise e aprovacao do projeto pelaComissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA),parecer nimero 681 da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana (PUCPR), no Laboratério de Cirurgia Experimental do Hospital
Angelina Caron, em convénio com a Pés-Graduagdo da PUCPR, Laboratério de
Patologia Experimental da PUCPR e Biotério Central da PUCPR.

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo experimental foi realizado ap6s a aprovagao do protocolo pela
Comissao de Etica em Pesquisa Animal das referidas Instituicdes.

O periodo do estudo foi de oito semanas, totalizando 56 dias. Os animais
foram randomizados aleatoriamente em trés grupos, com um animal em cada gaiola,
conforme o tratamento dietético recebido. O grupo 1 (G1) recebeu nas 8 semanas
de experimentagcdo a dieta padréo Nuvital® acrescida a 0,5 % de colesterol
proveniente do ovo liofilizado. O grupo 2 (G2) recebeu nas primeiras 4 semanas a
dieta padrao Nuvital® acrescida de 0,5 % de colesterol proveniente do ovo liofilizado
e, a partir da quinta até a oitava semana, foram acrescidos além da dieta
hipercolesterolémica, 8g/kg de peso/coelho de farinha de linhaga. Por sua vez, o
grupo 3 (G3) recebeu desde a primeira semana a dieta padrao Nuvital® acrescida de
0,5% de de colesteral proveniente do ovo liofilizado e também 8g/kg de peso/coelho
de farina de linhaca.

Assim sendo, foram organizados trés grupos de coelhos identificados
conforme QUADRO 1.
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Quadro 1Demonstrativo do Delineamento Experimental.

Grupos Procedimentos

G1 - dieta Ragéo padréao Nuvital® para coelhos por 8 semanas, acrescida a 0,5 % de
padréo Nuvital®. | colesterol proveniente do ovo liofilizado.

G2-0,5%de Ragcao padrao Nuvital® acrescida de ovo em pé liofilizado & 0,5% de colesterol por
colesterol e 4 semanas. A partir da 5 semana foram acrescentadas 8g/kg de peso/coelho de
linhaga a partir | farinha de linhacga, até o final do experimento.

da 5% semana.
Racao padrao Nuvital® acrescida de ovo em po liofilizado & 0,5% de colesterol e
G3 - Linhacga de 8g/kg de peso/coelho de farinha de linhaca desde a 12 semana.

desde o inicio.

Fonte: o autor, 2011
4.1.1 Ambiente de Experimentagao

Os coelhos foram mantidos no biotério em macro-ambiente, com ciclos de
iluminacdo de 12 em 12 horas, com trocas de ar e temperatura controlada de 19 a
23°C.

Para a formalizacdo de microambiente foram utilizadas gaiolas de metal,
higienizadas diariamente, em que osanimais receberam durante o experimento agua
e ragéo especificas para a espécie (Nuvital®), de forma ad libitum. Cada animal foi
mantido em uma gaiola individual, identificado com numeragado sequencial na orelha

direita, o que foi repetido na face frontal da gaiola correspondente.””’
4.1.2 Animais Utilizados

Para a realizacdo do experimento, foram selecionados 35 coelhos machos
albinos [Oryctolagus cunicullus] da linhagem New Zealand, com aproximadamente
30 dias e pesando 1,5Kg comuma média de idade de 4 meses. Os animais foram
mantidos individualmente em gaiolas de metal higienizadas diariamente.

O calculo do tamanho da amostra foi realizado com base em estudo efetuado
Bhathena et al. em 2002, com o proposito de detectar uma diferenca minima de 10%
na reducéo do colesterol entre os 3 grupos de coelhos, considerando-se um nivel de

significancia de 5% e um poder de teste de 90%."?
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4.1.3 Preparo da Ragao Suplementar

Para a alimentacdo dos coelhos, foi preparada uma dieta
hipercolesterolémica, ofertada durante todo o experimento, conforme oQUADRO 1.
Para tal foi utilizado 0,5 % de colesterol proveniente de ovo liofilizado, com o objetivo
de induzir lesbes do complexo cordide-epitélio pigmentar da retina destes animais.

A diluicao do ovo em po liofilizado foi realizada na seguinte proporgéo: 600
gramas de ovo em p6 em 500 ml de agua. A ragéo foi colocada em recipiente plano
e largo e distribuida em uma camada fina, sendo acrescida apds o ovo diluido e
armazenado sobre refrigeragdo, conforme a FIGURA 1.

Para os grupos que possuam a linhaca acrescida na dieta
hipercolesterolémica, foram utilizadas 8g/kg de peso/coelho de semente de linhaca
triturada, em média 30 gramas por coelho, adicionada logo apds a mistura da racao

padrao com o ovo liofilizado.

Figura1 Preparo da ragédo com ovo liofilizado.

Fonte: linha de Pesquisa do Dr. Dalton Bertolim Précoma, 2011.
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4.1.4 Normas Adotadas

Foram adotados os principios éticos de experimentagdo animal, preconizados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA-1997), Noémina Anatémica

Veterinaria e as normas de redacgéao de trabalhos cientificos de Vancouver.

4.2 PROCEDIMENTOS

4.2.1 Coleta de sangue

Foram coletadas amostras biolégicas de sangue de cada coelho para analise
bioquimica do colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade (LDL-C),
lipoproteina de alta densidade (HDL-C) e triglicerideos (TG).

A coleta do sangue para o perfil lipémico foi realizada por pungéo cardiaca e
apos os coelhos terem sidos anestesiados, conforme a FIGURA 2, com a ajuda do
responsavel pelo Biotério no tempo zero do estudo e no periodo pré-operatorio
(eutanasia), respeitando um jejum de 12 horas antecedentes ao exame. As
dosagens bioquimicas foram realizadas por laboratério terceirizado, de acordo com

0 método enzimatico automatizado.”>"

Figura 2 Puncéo cardiaca de sangue para analise bioquimica.

Fonte: linha de pesquisa do Dr.’DaIton Bertolim Précoma, 2011.
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4.2.2 Anestesia e procedimento cirurgico

No 56° dia, cada animal foi pesado e anestesiado. Foi realizada a anestesia
em coelhos conforme protocolo ja utilizado na linha de pesquisa como Précoma et
al.,Neto et al. e Alessi et al., utilizou-se xilazina (Coopazine®-Coopers) e a ketamina
(Vetanarcol®-Konig).”>"”

Os coelhos foram anestesiados com xilazina (Coopazine®-Coopers) na dose
de 5 mg/Kg, associada a ketamina (Vetanarcol®-Konig), na dose de 30 mg/Kg, por
via intramuscular, na regiso da coxa.’®

Apds o periodo de dois a quatro minutos, os animais foram colocados em
canaletas cirurgicas, tendo os seus quatro membros fixados pelas extremidades.
Logo apés foi colocado o campo fenestrado estéri.LEm seguida foi realizada a
enucleacao dos 2 olhos, conforme a FIGURA 3. Ap6s a enucleagédo, os animais
foram submetidos a eutanasia com dose letal de barbitirico - Tiopental sédico
(Thionembutal®), conforme resolucédo 714 de 20 de junho de 2002, do Conselho

Federal de Medicina Veterinaria.”®

Figura 3 Enucleagao do olho esquerdo do coelho.

Fonte: linha de pesquisa do Dr. Dalton Bertolim Précoma, 2011
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4.3 AVALIACOES HISTOLOGICAS

4.3.1 Preparo das Amostras

Apo6s osolhosserem lavados com formaldeido a 10%tamponado com fosfato
(pH=7,6), durante 10 minutos, foram armazenados em frascos devidamente
identificados contendo formaldeido a 10%tamponado com fosfato (pH=7,6) e
encaminhados para o Laboratorio de Patologia Experimental da PUCPR, sendo que
foram deixados fixando por no minimo 72 horas. Apds o periodo de fixagao, os olhos
foram cortados, fazendo-se a hemisseccao sagital do globo ocular. Posteriormente,
uma das hemisecgbes foi acondicionada em capsulas histolégicas e submetida ao
processamento convencional em parafina (a outra parte foi armazenada para
estudos posteriores). Estas amostras foram desidratados e embebidos em parafina,
sendo entéo confeccionado o bloco histolégico. A partir do bloco histolégico foram
confeccionadas laminas histolégicas(uma lamina para cada olho de cada um dos
coelhos) contendoum corte histologico de 5 micrometros de espessura corados com

Hematoxilina—eosina (HE) para analise histomorfométrica.
4.3.2 Analise Histologica

As laminas coradas em HE foram analisadas de maneira cega, em
microscopio medusa de 5 cabecas Olympus® BX50,, sendo observados os aspectos
das lesdes esclerocorioretinianas. Neste momento foram selecionados os cortes
histopatolégicos que seriam submetidas a analise morfométrica da regido esclero-
coroidal e a analise imunohistoquimica da regido corioretiniana. Foi selecionado um
corte histopatoldgico para cada um dos coelhos do estudo baseado na sua qualidade

e na persisténcia e ndo descolamento ou fragmentacéao da retina.
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4.3.3 Analise Morfométrica (Hematoxilina-eosina)

Os cortes selecionados, conforme descrito acima, corados pela HE foram
submetidos a analise morfométrica no Laboratorio de Patologia Experimental da
PUCPR. Esta analise foi feitade maneira cega, em microscépio medusa de 2
cabecas Olympus® BX40com camera (Dino Eyepiece camera) acoplada. Cada
lamina contendo um corte da hemissecgao do olho do coelho foi dividida em 5 areas
a partir do corpo ciliar, no sentido dos ponteiros de um relégico conforme Figura 4,
sendo que as areas de numero 1 e 5 correspondem aquelas proximas dos corpos
ciliareas, a area 3 corresponde aquela do nérvo Optico e as areas 2 e 4
correspondem aquelas entre os corpos ciliares e os nervos 6pticos.De cada uma
destas areas foram retiradas duas fotomicrografias envolvendo a esclera e a cordide
(sendo entéo 10 fotomicrografias por corte histopatolégico ou 10 fotomicrografias por
animal),utilizando-se a objetiva de 10 vezes de aumento.

Em seguida, conforme FIGURA 4, utilizando o programa Pro Image-plus® 4.5
para Windows®, foram feitas 5 medidas da espessura da esclera e 5 medidas da
espessura da coréide em cada fotomicrografia (sendo entdo 10 medidas por
fotomicrografia e consequentemente 100 medidas por corte histopatolégico ou 100
medidas por animal experimental). Essas medidas que eram fornecidas
automaticamente em micrédmetros pelo programa, foram transferidas para uma

planilha de dados do Windows Excel®.

Figura 4 — Demonstra a divisao do globo ocular do coelho em 5 &reas para a
metodologia da morfometria.

AT

Fonte: o Autor, 2011.
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Figura 5 Fotomicrografia que demonstra a cordide (seta
branca) e esclera (seta preta). A faixa preta demonstra como
foi feita a medida da espessura da esclera em micrOmetros e
a faixa branca demonstra o mesmo para a corbide (HE —
10X).

207108/ 19528 Garmen Leticia 20 0190881111922 brmp:

Fonte: o autor, 2011.

4.3.4 Analise Imunohistoquimica da Oxido Nitrico Sintetase (NOS)

No Laboratério de Patologia Experimental da PUCPR foi realizada a analise
imunohistoquimica. Para a analise imunohistoquimica da NOS utilisou-se o anticorpo
monoclonal anti-NOS (Santa Cruz biotechnology, inc) conforme orientagdes da bula.
Inicialmente a técnica foi padronizadacom um controle para o anticorpo, ja
previamente conhecido e recomendado pelo fabricante (artérias humanas com leséo
aterosclerética). Posteriormente, o anticorpo foi analisado em artérias de coelhos
hipercolesterolémicos com placas ateroscleréticas para normatizacao desta técnica
neste animal de experimentacéo e, depois disso, ainda foi testado este protocolo de
imunohistoquimica em olhos de coelhos normais. Finalmente foi aplicado o protocolo
desenvolvido nos animais submetidos a este estudo. Sendo assim, novos cortes
histopatolégicos de 5 micrdmetros foram retirados dos blocos histopatologicos ja
previamente selecionados para este estudo, para entdo se proceder a realizagao da

técnica de imunohistoquimica.
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O protocolo utilizado incluiu as etapas de deparafinizacao e rehidratacao, 1° e
2° bloqueios da peroxidase endbgena, recuperagdo antigénica, incubacdo com
anticorpo monoclonal primario (anti-NOS) na diluicdo de 1:50 e com o secundario,
revelagdo, contracoloracdo e desidratacdo, clarificagdo e montagem. Todos os
casos foram corados em ftriplicata, sendouma lamina como controle negativo, outra
como controle negativo e a lamina do experimento.

Com as laminas coradas pela técnica de imunistoquimica ja prontas foi
realizado a analise da expresséo deste anticorpo de maneira cega, em microscopio
medusa de duas cabecas Olympus® BX40 com camera (Dino Eyepiece camera)
acoplada. Cada Iamina contendo um corte da hemissec¢ao do olho do coelho foi
dividida em cincoareas conforme Figura 4.De cada uma destas areas foram
realizadas cinco fotomicrografias envolvendo a retina e a cordide imunocoradas pelo
anticorpo anti-NOS em coloragédo castanha (sendo entdo 25 fotomicrografias por
corte histopatologico ou 25 fotomicrografias por animal),utilizando-se aobjetiva de 20
vezes de aumento.

Com o programa Adobe Photoshop® CS5 foram retirados alguns artefatos que
ficaram nas fotomicrografias, que poderiam atrapalhar a morfometria destas areas.
Em seguida, conforme Figura 5, utilizando o programa Pro Image-plus® 4.5 para
Windows®, foram medidas as areas imunocoradas em castanho de cada
fotomicrografia, sendo que estas medidas eram fornecidas automaticamente pelo
programa em micrOmetros quadrados. Essas medidas foram transferidas para uma

planilha de dados do Windows Excel®.
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Figura6 Imunohistoquimica com anti-NOS na retina e coroide
de um coelho do experimento. As setas demonstram areas
imunocoradas pelo anticorpo em castanho escuro
(fotomicrografia panoramica).

Fonte: o autor, 2011.
4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram descritos por médias, medianas, valores
minimos, valores maximos e desvios padrdes. Para a comparagédo dos Grupos Um,
Dois e Trés (G1, G2 e G3) em relagao as variaveis quantitativas, foi considerado o
modelo de Analise da Variancia (ANOVA) com um fator e o teste Least Significant
Difference(LSD) para as comparag¢des multiplas.

A condicado de normalidade do experimento foi avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilks. Valores de p<0,05 indicaram a significancia estatistica. Os resultados foram

analisados com o programa computacional Statistica®8.0.
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5. RESULTADOS

5.1 VARIAVEL PESO

A analise comparativa dos pesos dos coelhos nos trés grupos nao evidenciou
diferenca significativa no inicio e no final do estudo, assim como na diferenca entre o

final e o inicio do estudo (p=0,071), como demonstrado na TABELA 1.

Tabela 1 Analise comparativa do peso (medido em gramas) dos coelhos nos 3
grupos.

Variavel Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valorde p
Paddo (G1xG2xG3)

Peso — inicial G1 11 1882 1840 1580 2550 267
G2 10 1876 1880 1620 2315 209
G3 11 2053 2140 1480 2680 345 0,268
Peso — final G1 11 2975 3050 2720 3165 165
G2 10 3154 3128 2680 3585 268

G3 11 3080 3005 2400 3700 380 0,367
Peso G1 11 1094 1120 550 1585 277
(final —inicial) | G2 10 1278 1280 985 1600 204
G3 11 1028 1015 660 1430 244 0,071

Fonte: 2011.

Na TABELA 2 s&o apresentados os valores de p das comparagdes entre os
pesosda avaliacdo inicial e da avaliagado final, dentro de cada grupo.A analise
comparativa entre a avaliagdo inicial e a avaliacdo final dentro de cada grupo,

mostrou diferenca significativa entre elas.

Tabela 2 Variavel peso: avaliagao inicial e final entre os grupos.

Grupo Valor de p (inicial x final)
G1 <0,001
G2 <0,001
G3 <0,001

Fonte: 2011.
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A média dos pesos corporais inicial entre os coelhos do grupo controle G1 e
dos grupos estudo G2 e G3 ndo demonstraram diferengas estatisticas. Os grupos
estudo G2 e G3 que receberam a dieta suplementar com semente de linhaga
tiveram um ganho de peso superior quando comparados com o grupo controle nos
diferentes tempos de pesagens (p<0,05), conforme se observa na TABELA 3 e no
GRAFICO 1.

Tabela 3 Média dos pesos (medido em gramas) dos grupos no 15° dia e 22° dia do
experimento.

Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio Paddo Valorde p

Peso 15 dias | G1 11 2197 2115 1855 2845 285

G2 10 2236 2185 1870 2905 270

G3 11 2614 2640 1970 3350 388 0,008
Peso 22 dias | G1 11 2454 2405 2250 2940 207

G2 10 2518 2485 2110 3070 292

G3 11 2832 2730 2100 3650 438 0,026
Fonte: 2011.

Grafico 1 Média dos pesos (medido em gramas) dos grupos no inicio, 15° dia,
22° dia e final do experimento.
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Fonte: 2011.
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5.2 COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS EM RELACAO AS VARIAVEIS DE
PERFIL LIPIDICO E COMPARAGCAO ENTRE AS DUAS AVALIACOES (INICIAL E
FINAL) DENTRO DE CADA GRUPO

Inicialmente, para cada uma das variaveis: a avaliagao inicial, a avaliacao final
e a diferencga entre as duas avaliagbes testou-se a hipotese nula de que as médias
sao iguais nos 3 grupos, versus a hipotese alternativa de que pelo menos um dos
grupos tem média diferente dos demais. No caso de rejeicdo da hipotese de
igualdade dos 3 grupos, estes foram comparados dois a dois.

Em seguida, dentro de cada grupo, testou-se a hipotese nula de que a média
na avaliagdo inicial é igual a média na avaliagéo final, versus a hipbtese alternativa

de médias diferentes.
5.2.1 Variavel Colesterol Total

Os niveis de Colesterol Total no inicio do estudo foram semelhantes entre os
3 grupos, porém houve diferenca significativa entre os grupos em relagdo aos niveis
de colesterol total no final do estudo, assim como na diferenga entre o inicio e o final

do estudo, como demonstrado na TABELA 4.

Tabela 4 Médias dos niveis de Colesterol Total (mg/dl).

Variavel Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valordep
Paddo (G1xG2xG3)

Colesterol G1 11 75,8 63,0 33,0 138,0 36,7
Total — inicial G2 10 735 74,5 43,0 131,0 25,3

G3 1 61,7 66,0 31,0 91,0 14,9 0,442
Colesterol G1 11 6423 666,0 36,0 1057,0 3924
Total — final G2 10 731,6 754,0 192,0 1047,0 258,9

G3 11 3217 2940 106,0 686,0 215,3 0,009
Colesterol G1 11 566,5 603,0 3,0 972,0 3727
Total - G2 10 658,1 696,0 147,0 967,0 250,4
(final —inicial) | G3 11 260,0 228,0 51,0 619,0 208,6 0,009

Fonte: 2011.

Na analise comparativa dos grupos dois a dois, ndo se evidenciou diferencga

significativa do Colesterol Total inicial e final entre os grupos G1 e G2,



27

entretanto,houve diferencga significativa quando comparados os grupos G1 e G3; e
G2 e G3, demonstrados na TABELA 5.

Tabela 5 Colesterol Total: analise dos grupos dois a dois.

Valor de p
Grupos -
comparados Coleste_rol total .leergn_gg
- final (final — inicial)

G1xG2 0,501 0,471

G1xG3 0,018 0,018

G2 xG3 0,004 0,004
Fonte: 2011.

Houve aumento acentuado dos niveis de Colesterol Total no final do estudo
em todos os grupos, sendo que no G3 essa variacdo foi menor em relagdo aos
outros grupos, conforme a TABELA 6 e a GRAFICO 2.

Tabela 6 Colesterol Total: avaliagéo inicial e final entre os grupos.

Grupo Valor de p (inicial x final)
G1 0,001
G2 <0,001
G3 0,002

Fonte: 2011.
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Grafico 2 Colesterol Total (mg/dl): avaliagao inicial e final entre os grupos.
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5.2.2 Variavel Lipoproteina de Baixa Densidade

Os niveis de LDL-C no inicio do estudo foram semelhantes entre os 3 grupos,

porém houve diferenca significativa entre os grupos em relagao aos niveis de LDL-C

no final do estudo, assim como na diferengca entre o inicio e o final do estudo
(p<0,05), segundo TABELA7.

Tabela 7 Médias do LDL-C (mg/dl) inicial, final e a diferenca entre os dois nos trés

grupos.
Variavel Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valorde p
Padao (G1xG2xG3)
LDL-C- inicial | G1 11 34,8 14,7 1,3 97,0 33,7
G2 10 30,6 28,5 6,8 83,0 21,7
G3 11 12,8 13,2 0,6 22,7 6,6 0,085
LDL-C —final G1 11 605,4 613,8 8,3 1017,4 390,11
G2 10 694,8 724,3 163,8 1014,0 2551
G3 11 294,0 270,6 79,8 649,4 211,4 0,010
LDL-C G1 11 570,6 586,8 7,0 971,4 370,2
(final — inicial) G2 10 664,2 707,8 157,0 958,0 246,0
G3 11 281,1 2574 75,5 626,7 206,9 0,011

Fonte: 2011.
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Na analise comparativa dos grupos dois a dois ndo se evidenciou diferenca
significativa do LDL-C inicial e final entre os grupos G1 e G2, entretanto, houve
diferenca significativa quando comparados os grupos G1 e G3 e G2 e G3, como
observado na TABELA 8.

Tabela 8 LDL-C: comparagao dos grupos dois a dois.

Grupos Valor de p
comparados LDL-C- final | Diferenca(final -inicial)
G1xG2 0,496 0,457
G1xG3 0,020 0,024
G2 xG3 0,004 0,004
Fonte: 2011.

Houve também um aumento acentuado dos niveis de LDL no final do estudo

em todos os grupos,conforme demonstracdo na TABELA 9 e no GRAFICO 3.

Tabela 9 LDL-C: avaliacao inicial e final entre os grupos.

Grupo Valor de p (inicial x final)
G1 <0,001
G2 <0,001
G3 0,001

Fonte: 2011.
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Grafico 3 LDL-C (mg/dl): avaliagéo inicial e final entre os grupos.

LDL colesterol

Média; média + dp; média + ep

1200

1000 Inicial
—_ @ Final

800
° 600 / :
@ 7’
Ao /
n ’ -
[}]
E // II -
S 400 , K
o / ’
-l / 7

I/ II
200 ,' - ’ Y
7’ z
// 7 //
’ i Ju
o %s, =2 .
G1 G2 G3
GRUPO
Fonte: 2011.

5.2.3 Variavel Lipoproteina de Alta Densidade

Os niveis de HDL-C no inicio do estudo foram semelhantes entre os 3 grupos,

porém, houve diferenca significativa entre os grupos em relagao aos niveis de HDL-

C no final do estudo, assim como na diferenga entre o inicio e o final do estudo,como

demonstrado na TABELA 10.

Tabela 10 Médias do HDL-C(mg/dl) inicial, final e a diferenca entre os dois nos trés

grupos.
Variavel Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valordep
Paddo (G1xG2xG3)
HDL-C - inicial G1 11 213 25,0 50 33,0 9,3
G2 10 20,3 20,0 11,0 28,0 4,7
G3 11 24,4 24,0 13,0 33,0 5,8 0,381
HDL-C — final G1 11 23,7 22,0 15,0 46,0 8,8
G2 10 19,1 20,0 12,0 28,0 4,6
G3 11 150 14,0 8,0 21,0 3,8 0,010
HDL-C G1 11 2,5 3,0 -15,0 21,0 11,7
(final — inicial) G2 10 -1,2 -1,0 -16,0 11,0 7,8
G3 11  -94 -11,0 -17,0 2,0 6,6 0,014

Fonte: 2011.
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Na analise comparativa dos grupos dois a dois n&o se evidenciou diferencga
significativa do colesterol HDL-C inicial e final entre os grupos,como demonstra a
TABELA 11.

Tabela 11 HDL-C: comparagao dos grupos dois a dois.

Valor de p
Grupos = —
comparados | HDL-C- final fferenca (final -
inicial)
G1xG2 0,099 0,362
G1xG3 0,003 0,005
G2xG3 0,142 0,047
Fonte: 2011.

N&o houve alteragéo significativa dos niveis de HDL-C no final do estudo nos
grupos G1 e G2, porém, houve grande diminuicao nos niveis de HDL-C no final do
estudo no grupo G3, demonstrados na TABELA 12e no GRAFICO 4.

Tabela 12 HDL-C: avaliagao inicial e final entre os grupos.

Grupo Valor de p (inicial x final)
G1 0,504
G2 0,640
G3 0,001

Fonte: 2011.
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5.2.4 Variavel Triglicerideos

GRUPO
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Os niveis de triglicerideos foram semelhantes entre os 3 grupos, tanto no

inicio quanto no final do estudo, e também na diferenca entre o inicio e o final do

estudo, como demonstra a TABELA 13.

Tabela 13 Médias do Triglicerideos (mg/dl) inicial, final e a diferenca entre os dois

nos trés grupos.

Variavel Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valordep
Paddo (G1xG2xG3)

Triglicerideos - inicial | G1 11 98,5 89,0 54,0 198,0 40,6

G2 10 1122 126,0 54,0 144,0 31,2

G3 11 161,0 123,0 72,0 326,0 88,1 0,050
Triglicerideos — final G1 11 65,6 58,0 31,0 113,0 26,2

G2 10 88,5 79,5 46,0 149,0 37,3

G3 11 638 58,0 29,0 120,0 31,9 0,166
Triglicerideos G1 11 -32,8 -23,0 -156,0 38,0 48,8
(final — inicial) G2 10 -23,7 -24,5 -79,0 45,0 454

G3 11 -9772 -70,0 -297,0 17,0 98,3 0,166

Fonte: 2011.
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Houve significativa diminuigdo dos niveis de triglicerideos no final do estudo
no grupo 3, demonstrado na TABELA 14 e no GRAFICO 5.

Tabela 14 Triglicerideos: avaliagao inicial e final entre os grupos.

Grupo Valor de p (inicial x final)
G1 0,0497
G2 0,133
G3 0,008
Fonte: 2011.

Grafico 5 Triglicerideos (mg/dl): avaliagédo inicial e final entre os grupos.
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5.3 COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS EM RELAGAO AS VARIAVES COROIDE
E ESCLERA ANALISADAS PELA MORFOMETRIA;E DA COROIDE E RETINA
ANALISADAS PELA IMUNOHISTOQUIMICA

5.3.1 Histopatologia das lesées coriorretinoescleroidais em Coelhos

hipercolesterolémicos tratados com linhaga

Os coelhos hipercolesterolémicos do estudo (tratados ou ndo com linhaga)
apresentaram, basicamente, do que se pode observa em microscopia convencional
em laminas coradas ao HE, depésitos de histiécitos espumosos na esclera, logo
abaixo da cordide como demonstra a FIGURA 7 e 8, sendo que estes depésitos nao
sdo vistos na esclera de coelhos nao hipercolesterolémicos conforme se vé na
FIGURA 9.

Figura 7- Fotomicrografia corte histolégico do olho do coelho
hipercolesterolémico ndo tratado com linhagca que demonstra a coroide
(seta branca) e esclera (seta preta) corados com Hematoxilina-eosina (HE).
A dupla seta vermelha demonstra os histidcitos espumosos na esclera.

Fonte: o Autor, 2011.
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Figura 8 - Fotomicrografia de coelho hipercolesterolémico tratado com
linhaca que demonstra a cordide (seta branca) e esclera (seta preta)
corados com Hematoxilina-eosina (HE). A dupla seta vermelha demonstra
os histidcitos espumosos na esclera, 0s quais S80 menos humerosos que
aqueles dos coelhos tratados com este nutracéutico.

Fonte: o Autor, 2011.

Figura 9 - Fotomicrografia de coelho nao hipercolesterolémico que
demonstra a cordide (seta branca) e esclera (seta preta) corados com
Hematoxilina-eosina (HE).Observe que ndo ha histiécitos espumosos na
esclera.

Fonte: o Autor, 2011.
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5.3.2 Analise morfométrica da esclera e da coroide

Uma vez que as lesdes subjetivamente observadas na histopatologia
convencional com laminas coradas ao HE estavam situadas basicamente na esclera
subcoroideana com o acumulo de histiécitos espumosos e, uma vez que este
acumulo poderia aumentar a espessura destas camadas, procedemos a analise
morofométrica da espessura da esclera e da coroide para determinar, de modo mais
objetivo, possiveis diferengas entre os grupos do estudo.

Para cada uma das variaveis coroide e esclera, testou-se a hipétese nula de
que as médias sdo iguais nos trés grupos, versus a hipdtese alternativa de que pelo
menos um dos grupos tem média diferente dos demais.

Na TABELA 15 sao apresentados analises estatisticas descritivas das
variaveis de acordo com 0s grupos e os valores de p dos testes estatisticos que
demonstra ndo haver diferencas estatisticamente significativas entre os grupos,
também observadas nos GRAFICOS 6 e no GRAFICO 7.

Tabela 15 Médias da espessura em micrometros nas variaveis Esclera e Cordide
entre os grupos.

Variavel | Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valor
Padrao de p*
Esclera G1 11 441,6 448,5 305,1 533,8 60,5
G2 10 461,5 452,0 399,9 542,2 49,1
G3 11 4527 419,3 381,4 703,5 91,7 0,819
Cordide G1 11 32,5 31,9 13,5 48,7 8,9
G2 10 30,7 30,4 21,3 45,4 6,5
G3 11 33,2 33,4 22,7 48,0 7,9 0,754

*ANOVA com um fator, p<0,05



37

Grafico 6 Médias da espessura em micrometros da Esclera entre os grupos.

560
= Média ] Média + ep T Média + dp
540
520

500 T

480

: =

420

Esclera

400

380 e

360 e

340

G1 G2 G3
GRUPO

Fonte: o Autor, 2011.
Gréfico 7 Médas da espessura em micrémetros da Coroide entre os grupos.
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5.3.3 Variavel Area Imunocorada com utilizagdo do anticorpo anti- Oxido
Nitrico Sintetase (NOS)

Uma vez observadas as lesbes anatomopatologicas na retina pela
histopatologia convencional com laminas coradas ao HE, analisou-se a expressao
da NOS, proteina envolvida no processo inflamatorio, através da area imunocorada
com o anticorpo anti-NOS, na retina e cordide dos coelhos submetidos ao
experimento.

Na avaliagdo imunohistoquimica houve diferencas estatisticamente
significativas na medida das areas entre os grupos, o que fica ainda mais evidente
quando observada a diferenca entre os grupos G1 e G3, conforme demonstragcéo na
TABELA 16.

Tabela 16 Médias em micrometros quadrados da imunohistoquimica nos
grupos com a utilizacdo do marcador Oxido Nitrico Sintetase (NOS).

Variavel | Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valor
Padrdo dep
AreaNOS | G1 11 12029 12505 5741 18856 3932
G2 10 11934 10101 4236 24797 6239
G3 11 6867 5943 3155 11248 2555 0,022

Fonte: o autor, 2011.

Na analise comparativa dos grupos dois a dois, também observou-se

diferencas significativas entre os grupos G1 e G3 e entre os grupos G2 e G3.

Tabela 17 Variavel NOS: andlise comparativa entre os grupos dois a dois.

Grupos Valor de p
Comparados

G1x G2 0,961

G1xG3 0,018

G2 x G3 0,014

Fonte: o autor, 2011.
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No GRAFICO 7constata-se diminuicdo da area do NOS entre os grupos, o

que fica mais evidente no grupo 3 que recebeu linhaca desde o inicio do
experimento.

Grafico 7 Médias das areas em micrdbmetros quadrados coradas pelo NOS nos
grupos.
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6. DISCUSSAO
6.1 DIETAS HIPERCOLESTEROLEMICAS E MODELOS EXPERIMENTAIS

Devido a elevada prevaléncia das doencgas retinianas e dos seus possiveis
fatores de risco, é importante a reprodugao de lesdes coriorretinianas em modelos
animais. Assim, é possivel compreender a etiologia, bem como a minimizacado dos
danos fisioldgicos e tratamento dessa doenca.

Alguns modelos baseados na hipercolesterolemia induzida por via alimentar
sao os mais praticos e difundidos para o estudo da aterosclerose experimental. No
que se refere a lesdo provocada por padrbes alimentares, observa-se que ha
diversas formas de induzir nos animais alteracées no perfil lipidico semelhantes as
encontradas em seres humanos.®

No caso deste estudo, procurou-se reproduzir as alteracbes degenerativas
coriorretinianas, tomando como modelo o estudo da aterosclerose experimental
induzida pela hipercolesterolemia.®®

O padrao ouro utilizado internacionalmente para o estudo de lesdes
aterosclerdticas, consiste na adicdo de colesterol em p6 Sigma Aldrich® na racao
administrada aos coelhos por um determinado periodo de tempo. Essa metodologia
é muito empregada em estudos nacionais e internacionais.®®? Porém, limitagdes
como alto custo do produto e dificuldade na aquisi¢do, limitam a utilizacdo do
colesterol em p6 Sigma Aldrich®.

Ha varios estudos experimentais que utilizam como processo metodoldgico
para induzir a aterogénese, a adicdo a racao suplementar de alimentos ricos em
gorduras saturadas como manteiga, banha de porco e 6leo de coco e rico em
colesterol como gema de ovo.%%®

O primeiro estudo documentado utilizando gema de ovo para indugéo de
lesbes ateroscleroticas foi realizado por Ignatowski entre os anos de 1908 e 1909.
Em estudo experimental, o autor acreditou que um metabdlito téxico da proteina
animal levaria a aterosclerose. Assim, coelhos adultos foram alimentados com carne

enquanto coelhos recém desmamados com leite e gema de ovo.®
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Os resultados conclusivos demonstraram a formacgédo de aterosclerose em
ambos os grupos. Em outro estudo realizado entre 1910 e 1911, observou-se que a
gema de ovo era aterogénica e, em 1912, concluiu-se que havia um componente
nao protéico na gema que funcionava como agente aterogénico.®*

Recentemente, em um estudo experimental em coelhos cujo objetivo era o
desenvolvimento do processo aterosclerético, os autores evidenciaram que a adi¢ao
de 0,5% de colesterol proveniente do ovo liofilizado, foi capaz de induzir formagéao
de aterosclerose leve.®

Estudorealizado na PUCPR e publicado em 2011, preconizou-se a utilizacéo
de adicdo de 1% de colesterol, proveniente do ovo liofilizado, como protocolo
experimental, para inducao de leséo aterosclerotica em seu experimento.

A realizacdo de pesquisas que utilizam principalmente modelos animais de
pequeno porte, como os coelhos, apresenta diversas vantagens. Afinal, esses
animais séo de facil acesso, de baixo custo, apresentando a caracterizacéo genética
bastante definida, além do que todos os passos envolvidos na pesquisa
experimental podem ser devidamente controlados.®’

Com base nestes estudos, conclui-se que o acréscimo de 0,5% de colesterol
através da utilizacdo de ovo liofilizado na dieta de coelhos, favorece ndo sé o
surgimento da lesdo aterosclerética, bem como pelo mesmo mecanismo
fisiopatogénico alteragcdo similar no processo degenerativo coriorretiniano, que

tornou-se base para o estudo nos coelhos deste experimento.

6.2 EFEITO DA SEMENTE DE LINHACA NAS VARIAVEIS BIOQUIMICAS
ANALIZADAS

Muito se discute e se estuda na literatura cientifica sobre os potenciais efeitos
benéficos da semente de linhagca. Entre esses estudos encontra-se o sobre a
redug&o nos niveis séricos de colesterol total e na sua fragédo de LDL-C. A maioria
dos estudos sugerem que a ingestao diaria de 15 a 50 gramas/dia de semente de
linhaca seria responsavel pela redugdo do LDL-C em 8 a 15%.8%%

Pode-se observar no presente trabalho, por meio de analise comparativa dos
niveis séricos de colesterol total entre os grupos de animais estudados, que houve
aumento de colesterol total e de LDL-C nos grupos. Porém, o grupo que recebeu o

acréscimo de semente de linhaga apresentou concentragdo plasmatica final de
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colesterol total e de LDL-C em niveis inferiores e com relevancia estatistica (p<0,05).
Afinal, o grupo G1 (controle) apresentou niveis médios de colesterol total e LDL-C
inferiores aos grupos estudo G2 e G3. Esse potencial efeito redutor da semente de
linhaca & muito positivo para minimizar alteragdes coriorretinianas degenerativas.

Afinal, sabe-se que hipercolesterolemia € um dos fatores de risco para o
desenvolvimento de degeneracgdes coriorretinianas.Resultados semelhantes a esse
respeito ja foram reportados em estudos prévios.?>%%:?

Num estudo realizado em 2005,analisou-se o efeito do complexo isolado de
lignana (secoisolariciresinol) em coelhos por 8 semanas. Para tanto, os animais
foram randomizados em quatro grupos, conforme o tratamento dietético (Gl = racao
padrao; Gll = dieta padrao enriquecida com lignana; GlII = dieta hipercolesterolémica
a 0,5% e GIV = dieta hipercolesterolémica acrescida de lignana). Ao final do estudo,
observaram-se em todos os grupos estudados niveis aumentados de colesterol total
e LDL-C, fato atribuido a dieta hipercolesterolémica. Porém, o aumento na
concentracao de colesterol total e LDL-C foi reduzido no grupo IV comparado com
os outros grupos em 20% e 14%, respectivamente.®

Em 2007, demonstrou-se num estudo que a oferta de 15% de semente de
linhaca em ratos hipercolesterolémicos, previniu a progressdo da
hipercolesterolemia e produziu redugbes significativas na concentracdo sérica de
colesterol total (13,76%) e LDL-C (44%).%°

Posicionamentos controversos, ainda que em pequena escala, sao citados na
literatura com relag&o a tais resultados. Em estudo de 2006,avaliou-se o efeito da
suplementagdo de 6leo da semente de linhaca no perfil lipidico em 56 pacientes
alocados em dois grupos. Os resultados demonstraram que nao houve diferencas
nas concentragdes de LDL-C e HDL-C.** Nenhum efeito nos niveis séricos de
colesterol total foi encontrado noutro estudo de 2008, no qual os seus autores
analisaram a influéncia da semente de linhaga (40 g/dia) em 199 mulheres que
foram acompanhadas durante 12 meses.”’

Também em estudo realizado em 2005, avaliou-se o potencial efeito
hipolipidico da semente de linhaga em coelhos hipercolesterolémicos, e percebeu-se
que nado houve diferengas na concentragcéo sérica de colesterol total entre os grupos
analisados.”

Essas divergéncias podem ser atribuidas a quantidade de colesterol

adicionado a dieta, a forma e a quantidade de consumo da semente de linhaca.
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Num estudo de 2003, ressaltou-se que as melhores formas de se consumir a
semente de linhaca, de maneira a aproveitar as propriedades dos seus constituintes
funcionais é a assada, a cozida ou a triturada.®®> Também em 2003, num outro
estudo, salientou-se que a utilizagdo do gréo inteiro de semente de linhaga dificulta a
digestao e o aproveitamento das suas propriedades funcionais.?

Ainda ndo se conhece com a devida exatiddo os mecanismos pelos quais a
semente de linhaga atua na prevencao das doencgas coriorretinianas degenerativas.
Ha relatos de que os efeitos hipocolesterolémicos da semente de linhaga podem ser
atribuidos aos constituintes funcionais presentes em sua composi¢do, como a
lignana, a fibra soltvel e o acido linolénico.®"%*"

Pesquisas recentes reportam que as lignanas atuam positivamente na
contentragdo de lipideos plasmaticos, pela capacidade de modulagdo das enzimas
envolvidas no metabolismo do colesterol, por reduzirem o estresse oxidativo e pelas
propriedades antagonistas da agregacado plaquetaria.®® Em acréscimo, num estudo
de 2004, evidenciou-se que as lignanas apresentam capacidades de modular
enzimas chaves envolvidas no metabolismo do colesterol como a 7-a hidroxilase e a
acil-Coenzima colesterol transferase (ACAT).%’

Essas acgdes fisioldgicas ocorrem em virtude dos compostos presentes nas
lignanas. Afinal, as lignanas contém aproximadamente 34 a 38% de lignana
Secoisolariciresinol (SDG), 15 a 20% de &cido glicosidico e 9,6 a 11% de Acido
hidroximetilglutarico (HMGA). O SDG e o acido glicosidico apresentam propriedades
antioxidantes, enquanto que o HMGA demonstra atividade hipolipidica.?®%°

As fibras soluveis sédo potencialmente eficazes na regulagdo dos niveis
plasmaticos de colesterol total e LDL-C. Em diversos estudos, tanto em humanos
quanto em animais, tem sido relatada a acdo hipolipemiante das fibras
soltveis. %0101

A NECP “Third Report of the National Cholesterol Education Program”
evidencia que o consumo regular de fibras (20 a 30g/dia), sendo 5 a 10 gramas de
fracdo soltvel, reduz a absorcéo de gorduras saturadas e colesterol em até 7%. %2

Existem varias teorias que procuram explicar como a fibra soluvel pode
reduzir o colesterol sérico: a viscosidade natural da fibra que diminui a absor¢édo do
colesterol pelo intestino; 0 aumento na excregao dos acidos biliares nas fezes, e
como mecanismo compensatorio, o figado produz mais acidos biliares a partir da

degradacéo do colesterol.
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E, por fim, sabe-se que os propinatos produzidos na fermentacdo da fibra
soluvel pelas bactérias colbénicas sado absorvidos e convertidos em succenil-
coenzima A no figado, podendo inibir a sintese de colesterol.'®

Em 2008, ao ofertar 40 gramas/dia de semente de linhaga a mulheres
demonstrou, apés andlise de composi¢ao nutricional, que a quantidade de fibras na
semente de linhaca era de 3,6 gramas. Os autores concluiram que essa adi¢ao
infima de fibras contribuiu contribui para o aumento da excrecao de acidos biliares
associados e, por conseguinte, a uma redugédo na absorc¢ao intestinal de colesterol.
Esses fatores agregados induzem significativa recaptacéo do LDL-C circulante pelos
seus receptores.'®

Achados semelhantes foram relatados em estudo realizado em 1998, os quais
investigaram a influéncia da fibra chicoria (soluvel) nos lipidios séricos e hepaticos e
excrecao fecal em ratos. Os animais alimentados com extrato de chicéria tiveram
aumento significativo do HDL-C, diminuigdo do LDL-C e maior excreg¢ao fecal de
lipideos e de sais biliares quando comparados com o grupo controle. %

No que se refere a propriedade funcional do Omega-3 (w-3) presente na
semente de linhaga, varios estudos demonstram a associagéo inversa entre o
consumo de w-3 e os niveis séricos de colesterol total e LDL-C.'%® Os mecanismos
propostos incluem desde modificacbes favoraveis nos niveis de lipideos
plasmaticos, principalmente triglicerideos, alteracdes hepaticas do metabolismo do
colesterol, até reducao da captacéo do colesterol pelo figado.'”’

Ao estudar coelhos hipercolesterolémicos em 1995, verificou-se que o grupo
de animais tratados com acidos graxos w-3 apresentou elevagéo significativa do
LDL-C."® Na mesma linha de pesquisa desse protocolo experimental, também foi
observada em coelhos hipercolesterolémicos, redugéo do colesterol total e na LDL-
C.109

No presente estudo, ao analisar a concentragao plasmatica de LDL-C apéds o
periodo experimental, percebeu-se que o0s grupos estudados apresentaram
diferencas significativas entre os grupos G1 e G3 e entre os grupos G2 e G3.

Alguns estudos demonstraram que, na presenca de semente de linhacga, a
concentracio sérica de HDL-C pode aumentar ou reduzir.**"°

Em 2004, constatou-se que os niveis de HDL-C n&o sofreram nenhuma
alteracéo significativa em ambos os grupos estudados (com ou sem semente de

linhaga).”” Por outro lado, em 2005 observou-se que o complexo lignanico ofertado



45

aos coelhos foi responsavel pelo aumento no HDL-C em 24%. Essas diferengas
podem estar associadas com a concentracdo de colesterol incorporado & dieta
associada ou néo ao tempo de duracgao da oferta da dieta hipercolesterolémica.89

No presente estudo pode-se observar que a oferta da dieta
hipercolesterolémica a 0,5%, proveniente do ovo liofilizado, ndo foram observados
alteragbes significativas entres os grupos G1 e G2, mas, houve uma diminuigao
estatisticamente significativa do HDL-C entres os grupos G1 e G3 e entre os grupos
G2 e G3.

No que diz respeito as concentragdes plasmaticas de triglicerideos, observa-
se que nao houve diferencas estatisticas significativas nos grupos analisados. A
oferta de semente de linhaga utilizada nesse protocolo experimental nao foi efetiva
para promover a redugao de triglicerideos nos grupos G2 e G3.

Num estudo realizado em 2004 corrobora com esses resultados. Nesse
estudo realizado com hamsters ficou evidente que os animais que receberam o
isolado de linhagca apresentaram niveis elevados de triglicerideos similares aos
grupos que nao receberam.®’

No mesmo sentido, em 1995 constatou-se que a ingestdo de 50 g/dia de
linhaca, durante 4 semanas, nao promoveu alteracdes nos triglicerideos
plasmaticos.*® Porém, ha pesquisadores que evidenciam o efeito positivo do uso da
semente de linhaga no decréscimo dos niveis de triglicerideos.""

Esses resultados inconstantes podem ser devido a diferentes dosagens, ao
tipo e a quantidade de semente de linhaca, assim como, também, pelo modelo
animal utilizado.?%0%72112.113

No entanto, até o presente momento, ndo ha na literatura cientifica
explicagcbes plausiveis para a elevagdo dos niveis de triglicerideos, sendo assim,

fazem-se necessarias maiores investigagdes para esclarecer esse mecanismo.'™
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6.3 EFEITO DA SEMENTE DE LINHACA NA PREVENCAO DE LESAO
ATEROSCLEROTICA E, POR SIMILARIDADE, NA PREVENCAO DAS LESOES EM
VASOS DA CORIOCAPILAR, NOS OLHOS COM DMRI

Na lesdo aterosclerética e na degeneracdo coriorretiniana, mais
especificamente no nivel dos vasos da corio-capilar subrretiniana, conforme ja
estudado, observamos inicialmente lesdes na parede endotelial. O endotélio parece
ter um importante papel na resposta pré6 e anti-inflamatéria. Entre sua principal
atuacéo encontra-se a liberacdo de substancias como o Oxido Nitrico (NO).

Diversos autores apontam que o NO exerce varias fungdes associadas a
integridade da saude vascular, das quais fazem parte: a vasodilatagéo, a inibicdo da
adesao e agregacao plaquetaria, limitacdo do recrutamento vascular leucocitario,
impedimento na proliferagdo da musculatura lisa vascular e, por fim, a inibicdo da
producéo do fator tecidual.’>1"

Na presencga de fatores inflamatorios e de fatores de risco cardiovascular,
como as dietas hipercolesterolémicas, ocorre também a perda da acao protetora do
endotélio com a diminuigdo da sintese do NO pela NOS, originando aumento da
propensao a vasoconstricdo, trombose, inflamagéo e proliferagéo celular na parede
vascular, como a que ocorre na doencga aterosclerética que tomamos como modelo
para o experimento.

Ao observar a cascata de eventos envolvidos & doenga coriorretiniana
degenerativa, como, por exemplo, DMRI, verifica-se que a inclusdo da semente de
linhaga possa ser uma medida terapéutica ou preventiva dessa morbidade.

Diversos achados clinicos conferem a eficacia da utilizagdo da
secoisolariciresinol (SDG), lignana isolada da semente de linhaga, na redugéo da
aterogenicidade. Em estudo realizado em 2005, ja comentado anteriormente, com
coelhos submetidos a diferentes tratamentos dietéticos, observou-se que a
administragcdo de 40 mg/kg de peso corporal ao dia de SDG, reduziu em 34% a
formacao das placas ateroscleréticas.

Em outro estudo, o mesmo autor evidenciou que o SGD é capaz de reduzir a
formagao de lesdo aterosclerética em 75%.%

Em estudo experimental, observou-se que os hamsters que foram
suplementados diariamente com SDG, tiveram lesGes ateroscleréticas menores

quando comparadas com as do grupo controle.?’
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Estes estudos demonstraram a diminuigdo do processo aterosclerético em si,
pelo uso do composto isolado da semente de linhaga, o secoisolariciresinol(SDG),
mas, deve-se levar em consideracdo em relacdo ao processo degenerativo
coriorretiniano, n&do somente devido a similaridade existente entre esses dois
processos, bem como também pelo efeito global que certamente a
hipercolesterolemia causa no aparelho vascular de todo o corpo, incluindo tanto os
vasos da corio-capilar subrretinianos como 0s vasos coronarianos.

Num estudo de 2006 apontou-se que a composi¢céo nutricional da semente de
linhaca € composta por 45% de lipideos, dos quais o acido a-linoléico (6mega-3)
representa 55%, denotando, assim, a grande quantidade desse acido graxo
poliinsaturado nessa semente.'"”

O O6mega-3 atua na prevengao da aterosclerose, em parte pela reducdo da
trigliceridemia. Porém, evidéncias apontam que a sua atuagéo é mais significativa na
reducdo da agregabilidade plaquetaria, nos mecanismos pro—inflamatérios e no
relaxamento da parede vascular."’® Por conseguinte, contribuindo como efeito
protetor nos vasos da coriocapilar.

Um classico estudo clinico, randomizado e controlado sobre questdo do
Omega-3, foi o Diet and Reinfarction Trial (DART). O estudo demonstrou uma
reducéo de 29% na mortalidade total, em homens que se encontravam em periodo
pds infarto agudo do miocardio, que receberam diariamente, durante dois anos,
doses de 500 a 800 mg/dia de acido graxo 6mega-3.""

Em estudo de 1995 constatou-se que o consumo de 40 gramas de semente
de linhaga por 23 dias, reduziu a agregacdo plaquetaria e aumentou da

vasodilatagao, %

certamente também contribuindo para o bom funcionameno da
corio-capilar na prevencgao das doencas degenerativas coriorretinianas.

Os resultados deste demonstraram lesdo esclerocoroidal ao exame
histopatologico convencional, lesdo esta representada pela presengca de acumulos
de histiécitos espumosos na regido subcoroidal da esclera. Estes depdsitos eram
mais acentuados nos coelhos n&o tratados com linhaga quando subjetivamente
comparados aos coelhos tratados com este nutracéuticos, demonstrando uma
capacidade subjetiva de reducéo da lesao observada relacionada ao uso da mesma.
No entanto, as nossas tentativas de demonstrar objetivamente esta reducao através

da morfometria n&o tiveram sucesso, uma vez que nao foram observadas diferencas
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estatisiticamente significativas na espessura da coroide e da esclera entre os trés
grupos do estudo.

Este estudo também esteve interessado em analisar a retina destes coelhos,
que, muito embora ndo tenha tido lesdes detectaveis pela histopatologia
convencional, poderia apresentar alteragdes imunohistoquimicas. Escolhemos, para
a nossa analise imunohistoquimica, o anticorpo monoclonal anti-NOS, tendo em
vista o papel da NOS na fisiopatogenia da DMRI. Os resultados demonstram uma
diferenca na expresséo imunohistoquimica da NOS nos trés grupos, sendo que o0s
grupos tratados mostram menor expresséo da mesma. Este efeito de diminuicdo da
expressao imunohistoquimica da NOS em coelhos tratados com linhaga pode
representar uma diminuicdo geral de secrecédo de proteinas anti e pro-inflamatérias
ap6s a diminuicao dos niveis séricos de colesterol, contribuindo para a minimizagao

da progressao das lesdes associadas a hipercolesterolemia, dentre elas a DMRI.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho a semente de linhagca apresentou acado hipolipemiante,
reduzindo os niveis séricos do colesterol total e fracbes. E por meio da analise
imunohistoquimica houve no estudo diminuicdo da atividade da Oxido Nitrico
Sintetase (NOS) estatisticamente significativa secundaria a agéo hipolipemiante da
semente de linhaga através da diminuigdo do processo inflamatério. Sendo este fato
uma evidéncia dopapel da semente de linhaca na prevencdo e diminuicdo da

progressao do processo degenerativo coriorretiniano que ocorre na DMRI.
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ANEXO A- PARECER DE PROTOCOLO E PESQUISA DO COMITE DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS DA PUC-PR.

Pontificia Universidade Catélica do Parana

Nucleo de Bioética
Comité de Etica no Uso de Animais

Curitiba, 08 de dezembro de 2011.

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO: 681 — 12 versdo

TITULO DO PROJETO: Efeitos da linhaga na Coredide e retina de coelhos submetidos a dieta
hipercolesterolémica

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dalton Bertolim Précoma

EQUIPE DE PESQUISA:

Dalton Bertolim Précoma, Alessandro Soares Both

INSTITUICAO:

Pontificia Universidade Catélica do Parana

CENTRO / CURSO:

CCBS / Medicina
ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE / PESO | CATEGORIA | QUANTIDADE

Coelhos

OBS: As pecas anatémicas (globos oculares) utilizadas neste Projeto foram coletadas e
conservadas durante o Projeto de Parecer n°® 449 submetido e aprovado por este Comité.

O colegiado do CEUA em reunigo no dia 08/12/2011, avaliou o projeto e emite o seguinte
parecer: APROVADO.

Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEUA-
PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas
justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituices, cabe ao pesquisador ndo
inicia-la antes de receber a autorizagéo formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o
inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsével da instituicdo e deve ser
mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer
tempo.
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