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RESUMO

INTRODUGCAO: a degeneragado macular relacionada a idade (DMRI) &€ uma
doenca ocular degenerativa. Alguns dos fatores causais desta doenga sao
compartiihados pela doenga aterosclerética, sendo a origem de ambas
relacionadas a alteragées inflamatoérias. OBJETIVO: avaliar, por meio de técnicas
histomorfométricas e imunohistoquimicas a eficacia do candesartan na prevengéo
de alteracdes degenerativas na esclera e coréide de coelhos submetidos a dieta
hipercolesterolémica. METODOS: foram estudados 34 coelhos new zealand,
divididos em trés grupos: grupo dieta normal (G1), grupo dieta
hipercolesterolémica a 1% (G2) e grupo dieta hipercolesterolémica a 1%
acrescida de candesartan (G3). Os coelhos foram pesados e submetidos a
dosagem sérica de colesterol total (CT), colesterol de alta densidade (HDL),
triglicerideos e glicemia de jejum. Estes dados foram coletados no inicio do
experimento e no 42° dia (eutanasia). A esclera e a coréide foram submetidas a
analise histomorfométrica com hematoxilina-eosina e também a analise
imunohistoquimica com o anticorpo monoclonal anti-VEGF, sendo analisadas
pelo exame de morfometria de cores. RESULTADOS: em relagdo ao peso néo
houve diferenca estatistica entre os grupos no 42° dia. Houve diferenga
estatistica no CT do G1 em relagao ao G2 (p<0,001), do G1 em relacdo ao G3
(p<0,001) e do G3 em relacdo ao G2 (p<0,001). Nado houve diferenga nas
variaveis triglicerideos e glicemia de jejum. Na analise histomorfométrica da
esclera do G1 nao houve diferenga entre o inicio e o final do estudo, ja na esclera
do G2 houve diferenga do G1 (p 0,008) e do G3 (p 0,032), sem diferenga entre G1
e G3 (p 0,472). A corbide nos trés grupos ndo apresentou diferenga. A analise
imunohistoquimica da esclera e cordide com o anti VEGFR-1 demonstrou
diferenga entre 0 G1 e G2 ( p<0,001) e entre G1 e G3 (p 0,001), ndo se obteve
diferenca entre G2 e G3 ( p 0,377). CONCLUSAO: no modelo utilizado, os
achados permitem concluir que a dieta hipercolesterolémica provoca alteragbes
degenerativas em escleras de coelhos. A utilizagdo de candesartan resultou em
atenuacéo do espessamento das escleras, entretanto, nao foi efetiva em prevenir
a infiltragdo de macréfagos e histiécitos assim como o acumulo de VEGF.

Descritores: Aterosclerose. Degeneragdao macular relacionada a idade.
Colesterol. Esclera e cordide . Candesartan.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: age-related macular degeneration (AMD) is a
degenerative eye disease. Some of the causal factors of this disease are common
to atherosclerotic diseases and the origin of both diseases is related to
inflammatory changes. OBJECTIVE: To evaluate by histomorphometric and
immunohistochemical techniques, the efficacy of candesartan in preventing
degenerative changes in sclera and choroid of rabbits submitted to
hypercholesterolemic diet. METHODS: Studies were conducted on 34 New
Zealand rabbits divided into three groups: (G1) the normal diet group, (G2) the
hypercholesterolemic 1% diet group, and (G3) the hypercholesterolemic 1% plus
candesartan diet group. The rabbits were weighed and subjected to a total serum
cholesterol (TC), high-density cholesterol (HDL), triglycerides and fasting glucose.
This data was collected at baseline and on the 42" day (euthanasia). The sclera
and choroid were subjected to histomorphometric analysis with hematoxylin-eosin
and also to immunohistochemical analysis with the monoclonal anti-VEGF
antibody and were analyzed by the color morphometric exam. RESULTS: There
was no statistical difference in weight between the groups on the 42" day. There
was a statistical difference in the TC of G1 compared to G2 (p <0.001), of G1
compared to G3 (p <0.001) and of G3 compared to G2 (p <0.001). There was no
difference in the ftriglycerides variables and fasting glucose. In the
histomorphometric analysis of the sclera of G1, there was no difference from the
beginning to the end of the study. However, the sclera of G2 was different to that
of G1 (p 0.008) and that of G3 (p 0.032) with no difference between G1 and G3 (p
0.472). The choroid in the three groups showed no difference. The
immunohistochemical analysis of the sclera and choroid with anti VEGFR-1
showed a difference between G1 and G2 (p <0.001) and between G1 and G3 (p
0.001), with no difference between G2 and G3 (p 0.377). CONCLUSION: in the
model used, the findings showed that the hypercholesterolemic diet causes
histomorfomometric and immunohistochemical abnormalities of the sclera and that
the use of candesartan was effective in attenuating changes in the thickness of the

sclera, but was not effective in reducing the immunohistochemical changes
triggered.

Keys words: Atherosclerosis. Age related macular degeneration. Cholesterol. Sclera
and choroid . Candesartan.



1 INTRODUCAO

Degeneragdo macular relacionada com a idade (DMRI) é uma doenca
degenerativa que afeta a macula, regiao central da retina que € responsavel pela
acuidade visual e visdo de cores. E a causa mais importante da perda de visdo entre
pessoas idosas nos paises industrializados'"). Existe cerca de 8 milhdes de pessoas
nos Estados Unidos em idade superior a 55 anos com achados de DMRI leve ou
moderada que estdo sob alto risco de desenvolver perda visual moderada, e
aproximadamente um milhdo desenvolvera DMRI avangada no decorrer dos 5 anos
seguintes®. No censo americano de 2000, a DMRI foi a principal causa de cegueira
entre brancos atingindo a cifra de 54,4% dos casos'®. Diagnésticos da DMRI tardia
aumentam consideravelmente com a idade, afetando uma em cada 10 pessoas
brancas com mais de 80 anos®.

A DMRI é a terceira causa de cegueira irreversivel, e espera-se que o 6nus
da mesma para o individuo e para a sociedade aumentem como resultado do
aumento da expectativa de vida e reducdo de nascimentos, o que resulta numa
populacdo mais velha. No entanto, dados publicados recentemente em estudo
populacional transversal mostrou que entre os anos de 2005 a 2008 a prevaléncia de
qualquer caso de DMRI foi de 6,5%, e de DMRI tardia de 0,8%, que foi menor que a
prevaléncia desta entidade entre os anos de 1988 a 1994, que chegou ao nivel de
9.4% em pessoas acima dos 40 anos®.

Devido ao impacto s6cio econdmico associado a sua patogénese incerta e
poucas terapias disponiveis para tratamento, muitos investigadores tém se
debrugado em estudos para identificar fatores de risco para esta patologia

Os fatores de risco podem ser divididos em genéticos, ambientais,
demograficos®, dietéticos, médicos, de estilo de vida e oculares!” 7. E podem ser
classificados como modificaveis e ndo modificaveis. Dentre os nao modificaveis

estdo idade, histéria familiar de DMRI, a coloracéo da iris e problemas de refragao.



Os fatores nos quais podemos interferir sdo o tabagismo, indice de massa corporal,
dieta, consumo de alcool, exposicdo cumulativa a luz solar e os fatores
cardiovasculares* & 9.

O acumulo de lipidios neutros na membrana de Bruch (MB) € uma grande
mudanga na coréide e retina humanas e contribui para a formagdo das lesdes
extracelulares associadas com a DMRI® ™),

Em modelo animal, a dieta hipercolesterolémica leva a anormalidade do
complexo esclero-coroideano, lesdes nas células endoteliais de capilares retinianos,
aumento de lipidios nas camadas externas da retina e alteracdes na MB'" 12,

Estudo realizado em ratos deficientes em receptor de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), tratados com dieta rica em gorduras apresentou espessamento
significativo da MB, achados histologicos similares as drusas da DMRI precoce,
enquanto ratos controle, com receptores normais de LDL ndo tiveram anormalidades
significativas da mesma‘'®, sendo que no primeiro grupo os achados histoldgicos s&o
semelhantes aos das drusas da DMRI precoce. Neste mesmo estudo nos ratos
deficientes em receptores de LDL os autores demonstraram reatividade
imunohistoquimica para o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) no epitélio
pigmentado da retina (EPR), na camada plexiforme externa e nos segmentos
fotorreceptores internos!".

Hipertensao arterial € um fator de risco conhecido para a aterosclerose, e
sabe-se que ocorrem alteragbes no fluxo sanguineo coroidal na presenca de
hipertensdo. Entretanto um grande numero de estudos populacionais falhou em
demonstrar alguma associagao significativa entre os estagios de DMRI e
hipertensdo® '

A inflamagédo vascular € um processo complexo iniciado pela ativagao do
sistema imune levando a expressao aumentada de VEGF e da proteina de adesao
intercelular de leucdcitos (ICAM 1)"*'). Estudos pregressos demonstraram que a
interleucina 6 (IL-6) divide caracteristicas comuns com o VEGF, sendo que ambos
sdo induzidos por hipéxia e ambos tém seu papel na inflamacédo e permeabilidade
vasculares e na angiogénese patolégica® '®. A IL-6 induz expressdo de VEGF em

modelos de neovascularizagdo coroideana. O bloqueio do receptor da IL-6 reduz a



expressdo do VEGF em modelos de neovascularizacdo coroiodeana laser
induzida‘?).

O VEGF-A ¢ a mais potente proteina angiogénica conhecida e sua expressao
esta anormalmente elevada em pacientes com DMRI e em modelos animais
experimentais''®.

A angiotensina (Ang) e componentes do sistema renina angiotensina (SRA)
s30 expressos na retina®”. Existem evidéncias que indicam que a angiotensina |l
(Ang Il) tem um papel fundamental na patogénese da doenga vascular retiniana.
Além de ser um potente agente vasopressor ela é um potente indutor de inflamacao
e crescimento vascular pela indugao de integrinas, moléculas de adesao, citocinas,
fatores de crescimento e pro fibréticos®".

Na neovascularizagc&o coroideana o complexo EPR-coroide sofre influéncia do
SRA. Foi realizado estudo com avaliagdo imunohistoquimica para componentes do
SRA em modelos murinos € humanos de neovascularizagdo coroideana, incluindo
em DMRI, evidenciando positividade para receptores de angiotensina Il tipo1 (AT1)
e receptores de angiotensina Il tipo 2 (AT2) e para angiopoetina 2 (Ang 2)%?. Além
disso, o tratamento com um inibidor da ECA reduziu a expressao de moléculas

inflamatorias em modelos de neovascularizagéo coroideana®®®.



2 OBJETIVOS

Avaliar, por meio de técnicas histomorfométricas e imunohistoquimicas, a
eficacia do candesartan na prevencao de alteragbes degenerativas na esclera e

coroide de coelhos submetidos a dieta hipercolesterolémica.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FATORES MODIFICAVEIS DA DMRI

3.1.1 DMRI e Hipercolesterolemia

Em coelhos, a dieta rica em colesterol induz alteragdes de membrana basal e
do complexo esclero-coroideano®, bem como lesdo em células endoteliais e
aumento de lipidios nas camadas externas da retina causando isquemia crénica,
contribuindo para o aumento do glutamato excitatério que atua nos receptores N-
metil-D-aspartato localizados na membrana plasmatica das células gliais e neuronais
da retina'®. Hiperestimulacdo dos receptores glutametérgicos induz ao aumento do
calcio intracelular para niveis téxicos induzindo a formacgao de oxido nitrico sintase

.20 O incremento na produgdo de NO é

28)

(NOS) e liberagdo de 6xido nitrico
citotoxico e pode causar morte ou apoptose celular®®. O aumento excessivo do
calcio livre tem uma grande gama de efeitos deletérios incluindo a inibigdo da fungao
mitocondrial, reducao dos niveis celulares de ATP, evoluindo para a morte das
células neuronais®®). Coelhos hipercolesterolémicos, tem sido utilizado em pesquisas
de aterosclerose nos ultimos 60 anos trazendo pistas relevantes de como estas
lesbes se desenvolvem em humanos. Estudos experimentais tém mostrado que
hipercolesterolemia aumenta a expressao de 6xido nitrico sintase induzivel (NOS-2)
conduzindo a peroxidacdo lipidica e ao processo oxidativo de dano tecidual®?. Este
ambiente pro oxidativo poderia facilitar a oxidacdo espontdnea de colesterol em
oxisterois, que interfeririam com a génese de atividades citotdxicas pré inflamatorias
e pré angiogénicas responsaveis pelas lesdes da DMRI®Y. A oxidagdo de LDL em 7-
cetocolesterol nos depdsitos lipidicos na coriocapilar e na MB fazem ocorrer a
elevacdo do VEGF 8 a 10 vezes acima de controles em estudos em primatas®?.
Estudo realizado em pacientes com colesterol elevado também demonstraram
elevacao do VEGF e que o tratamento da dislipidemia causou reducao de valores do

mesmo®?).



Particulas lipidicas acumulam na MB no local exato onde surgem as drusas.
Esta observacédo leva a hipotese que estas particulas lipidicas contribuem para a
formacgao de drusas e para o desenvolvimento da DMRI®?.

A DMRI é uma doenga degenerativa que envolve o EPR, os fotorreceptores, a
MB e a coriocapilar. A DMRI precoce ocorre pela deposicdo de determinadas

substancias entre a membrana basal do EPR e a MB®> 36,
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Imagem 1— Processo Inflamatorio

Fonte: Age related macular degeneration and drusen: Neuroinflammation in the retina
Elisa Buschini a,b,1,*, Antonio Piras a,1, Raffaele Nuzzi b, Alessandro Vercelli a

E. Buschini et al. / Progress in Neurobiology 95 (2011) 14-25

As drusas sao depésitos extracelulares localizados entre o EPR e a MB,
sendo estas uma das marcas registradas da DMRI. As drusas contém lipidios, entre
eles colesterol na forma esterificada e nao esterificada®”). A origem desses depésitos
€ atribuida principalmente ao mau funcionamento das células do EPR. Essas células,
apos fagocitarem as extremidades dos fotorreceptores, enviam restos celulares
maiores que o normal para a coriocapilar. Estes ndo ultrapassam a MB e depositam-

se sobre ela. As drusas podem ser divididas em drusas duras, que sao menores e



com bordos bem delimitados e drusas moles, maiores, de bordos imprecisos e as

vezes confluentes, sendo estas as precursoras da DMRI®?).

Imagem 2: Drusas
Fonte: An Integrated Hypothesis That Considers Drusen as Biomarkers of Immune-Mediated
Processes at the RPE-Bruch’s Membrane Interface in Aging and Age-Related Macular
Degeneration.Gregory S. Hagemana,*, Phil J. Luthertb, N.H. Victor Chonga,b, Lincoln V.
Johnsonc, Don H. Andersonc, Robert F. Mullinsa.

Hipercolesterolemia causa uma resposta inflamatdria na micro vascularizagéo
que é acompanhada por uma expressao aumentada dos receptores de angiotensina
Il tipo 1(AT1-R) nas células endoteliais. O bloqueio. AT1-R atenua a resposta

1®® Em estudo utilizando camundongos com deficiéncia de

inflamatdéria a Ang |
receptores de LDL foi demonstrado espessamento da MB com redugdo do numero
de fenestragdes endoteliais, perda da estrutura regular e degeneragdo da mesma,
apresentando, ainda elevacdao do VEGF na coriocapilar, correlacionando-se

positivamente com a quantidade de actmulo lipidico na MB("®.



3.1.2 DMRI e Aterosclerose

Aterosclerose € um processo patolégico complexo, crdénico e progressivo.
Existem multiplos mecanismos potenciais contribuindo para a susceptibilidade a
aterosclerose. Injuria do endotélio, proliferacado de células musculares lisas, migragéo
de mondcitos e macréfagos, e a rede reguladora de fatores de crescimento e
citocinas sao importantes no desenvolvimento da aterosclerose. A dislipidemia, a
hipertensdo, o aumento de radicais livres pelo tabagismo e a diabetes causam
inflamacgao crbnica da parede vascular e uma resposta imune anormal. Sua formacgao
€ desencadeada pela ativagcdo de células endoteliais e disfuncdo das mesmas,
causando a liberagdo de moléculas vasoativas e citocinas que estimulam uma
resposta inflamatéria e recrutamento e migragdo de leucécitos dentro da parede
arterial. Expressdo aumentada de moléculas de adesdo como a molécula de adesao
vascular 1 (VCAM-1), molécula de adeséo intracelular 1 (ICAM-1), E-selectina e P-
selectina dentro da lesao aterosclerética estimulam o recrutamento de mondcitos e
transmigragdo dentro da intima arterial®’, e o acumulo de lipidios e matriz
extracelular podem amplificar ainda mais a resposta inflamatéria. Mondcitos
rapidamente maturam em macréfagos teciduais que captam lipoproteinas oxidadas
através de receptores dentro do espaco subendotelial. O acumulo de colesterol

intracelular resulta na formacgdo das caracteristicas células espumosas“?

e
estimulam macrofagos a secretar citocinas, fatores de crescimento e outros
mediadores que promovem a proliferagdo de células musculares lisas e
potencializam a resposta inflamatoria levando ao remodelamento arterial.

A inflamacgao vascular € um processo complexo iniciado pela ativagcdo do
sistema imune levando a expressao aumentada de VEGF, ICAM 1 entre outros.
Estudos pregressos demonstraram que a IL-6 divide caracteristicas comuns com o
VEGF, sendo que, ambos s&o induzidos por hipoxia e ambos tém seu papel na
inflamagao e permeabilidade vasculares e na angiogénese patoldgica.

Foi demonstrado que o vazamento vascular induzido pelo VEGF pode ser

bloqueado pela administragdo aguda de angiopoetinal (Ang1). Ang1 e VEGF sé&o



fatores de crescimento endoteliais especificos. Ang-1 induz sinais angiogénicos.
Existe um antagonista para a Ang-1 chamado de Ang2, que ocorre naturalmente,
sendo que os dois sdo essenciais para o desenvolvimento vascular normal.
Angiotensina Il media varios efeitos pré aterogénicos na vasculatura, incluindo a
super regulagdo da migracdo de monocitos, adesdao de células endoteliais,
proliferacédo e migragdo de células musculares lisas, além da liberagao de citoquinas
pré inflamatérias e fatores de crescimento.

A expressao aumentada do VEGF foi relatada em camundongos transgénicos
com deficiéncia do receptor LDL, submetidos a dieta hipercolesterolémica
comparados a camundongos controle sem deficiéncia de receptor. A expressado do
VEGF foi encontrada nas camadas externas da retina e parecia correlacionar-se
com a quantia dos lipidios presentes na MB. Em adicdo houve espessamento da
mesma com condensacgao de fibras elasticas e colagenas. Vale ressaltar que a
expressao do VEGF foi encontrada unicamente nos ratos com deficiéncia do receptor
de LDL".

O modelo vascular propée que a DMRI é o resultado do acumulo de lipideos
na esclera e na MB aumentando a espessura destes tecidos e aumentando a
resisténcia pos capilar na vasculatura da cordide. Além de diminuir o fluxo
coroideano, ocorre aumento da pressao hidrostatica na coriocapilar aumentando o
vazamento de proteinas e lipidios extracelulares, que tomam forma de depdsitos
basais dentro da MB e de drusas entre a MB e o EPR. O progressivo depdsito de
lipidios na MB resulta na degeneragao de colageno e elastina e isquemia, levando a
estimulacéo de producéo do VEGF®®),

Angiogénese e neovascularizagdo envolvem formagao e proliferacao de novos
vasos sanguineos e tém um papel vital no crescimento e desenvolvimento normais
na embriogénese, cicatrizagéo e reparo tecidual®!. Na neovascularizacéo patoldgica,
a angiogénese é aberrante e desregulada, resultando na formacdo de vasos
disfuncionais, como na DMRI exsudativa. Vasos neoformados patoldgicos proliferam
e permitem o vazamento de liquido, levando ao edema de retina, hemorragia

retiniana e sub retiniana, descolamento de retina e finalmente cegueira?.
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Imagem 3- DMRI Umida

Fonte: Age-related macular degeneration and the complement system
S. Khandhadia, V. Ciprianib,c, J.R.W. Yatesb,c, A.J. Loterya,d,!S.
Khandhadia et al. / Immunobiology (2011)

A hiperglicemia, produtos finais de glicagcdo avancada e hipoxia sao tidos
como causadores da indug&do de angiogénese e neovascularizagdo patoldgica dentro
da retina®®. O melhor tratamento parece ser o controle adequado da DM.

Na DMRI exsudativa, a complicagdo ocorre pela neovascularizagao,
envolvendo a ativagao e migragdo de macrofagos e de células epiteliais pigmentadas
retinianas quiescentes da cordide e invasdo de novos vasos ineficientes no espago
sub retiniano®). Ocorrem entdo sangramento e vazamento de lipidios destes vasos
imaturos danificando a retina e levando a perda severa de visdo e a cegueira. As
terapias utilizadas para tratamento da DMRI s&o limitadas a tratar os estagios iniciais
da doencga e incluem a foto coagulagao por laser, terapia fotodinamica, translocagao

macular cirirgica e agentes antiangiogénicos® *¥

. Estes procedimentos invasivos
sao caros, requerem repeticdes, enquanto que a abordagem farmacoldgica poderia

simplificar a terapia e reduzir custos®).
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3.2 COROIDE E RETINA

A retina, embriologicamente, € uma parte do sistema nervoso central que
converte a energia luminosa em sinais eletroquimicos ao cérebro. E o tecido humano
com o maior metabolismo e também o maior consumo de oxigénio por unidade de
peso . Os cerca de cem milhdes de cones e bastonetes localizados na superficie
externa da retina sdo seguros pelo epitélio pigmentado da renina (EPR). Esta
camada serve para varias fungdes essenciais, entre elas para a fagocitose diaria das
pontas da camada externa de fotorreceptores, manutencado da fixacdo da retina,
metabolismo de vitamina A e coordenagao da protegédo imune citocina mediada. Dois
sistemas vasculares suprem a retina humana. A camada interna da retina se baseia
na circulagdo intrinseca retiniana, e os fotorreceptores e a EPR na circulagao
coroideana®). A camada mais interna da coroide, subjacente ao EPR é a MB, que é
uma lamina fina formada por 5 camadas de tecido conectivo que prové a camada
externa e a EPR com nutrientes®. A MB se localiza na divisa entre o EPR e o leito
capilar primario da cordide, ou seja, a coriocapilar. Esta matriz extracelular é
composta de duas camadas colagenas. Neste local ocorrem os depdsitos de material
celular chamados drusas, entre a lamina basal do EPR e a camada colagena interna
da MB. As drusas sao fatores de risco e indicadoras biolégicas da DMRI. Uma das
teorias € a do principio da resposta inflamatéria ou imuno mediada, incluindo o
recrutamento e maturagao de células dentriticas que desempenha um papel central
da génese de drusas e da DMRI. O papel das drusas ndo é bem estabelecido, mas
elas sdo mais observadas em individuos acima de 60 anos com DMRI e é raro
encontrar a mesma na auséncia de drusas. A presenca de drusas macias, grandes e

confluentes esta correlacionada com a ocorréncia de neovascularizagao coroideana.
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Imagem 4 — Areas da retina

Fonte: Fonte: Age-related macular degeneration and the complement system

S. Khandhadia, V. Ciprianib,c, J.R.W. Yatesb,c, A.J. Loterya,d,!S.

Khandhadia et al. / Immunobiology (2011)

Imagem 5— Olho Normal

Age-related macular degeneration and the complement system
S. Khandhadia V. Ciprianib,c, J.R.W. Yatesb,c, A.J. Loterya,d,!S.
Khandhadia et al. / Immunobiology (2071)
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Imagem 6 — Atrofia Geografica

Age-related macular degeneration and the complement system
S. Khandhadia, V. Ciprianib,c, J.R.W. Yatesb,c, A.J. Loterya,d,!S.
Khandhadia et al. / Immunobiology (2011)

3.3 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

A Ang Il e componentes do SRA sdo expressos no 0lho®, promovem estase
leucocitaria via ativacdo do AT1-R“®", que propaga mediadores proliferativos préd
inflamatérios. Pelo bloqueio seletivo do AT1-R, os bloqueadores dos receptores da
angiotensina (BRA).Por exemplo, valsartan e telmisartan tém mostrado conferir
efeitos anti-inflamatoérios e neuroprotetivos em angiogénese e neovascularizagao em
modelos animais.

Estudos demonstram que a liberacao intra-vitrea de angiotensina Il em ratos
induz & expresséo de VEGF e inflamacéo vascular®).

O sistema renina angiotensina existe para manter a homeostase, o controle de
volume e pressao arterial através da ativagdo simpatica, vaso constricao, retengéo
de sal e agua. Este mecanismo se faz através dos receptores AT1 e AT2. Nos
humanos adultos a ativagao dos receptores AT1 predomina nos estagios patolégicos
e nas retinopatias proliferativas A ativacdo dos receptores AT2 geralmente tem

efeitos benéficos, contrabalangando os efeitos propagados através dos receptores
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AT1. Os BRA, seletivamente, bloqueiam os receptores AT1 permitindo a interacéo
benéfica com os AT2.

Existe uma estimulagdo do sistema renina angiotensina concomitante com a
angiogénese retiniana induzida pela hipéxia“?, e se relaciona a todos os mediadores

inflamatdrios e fatores de crescimento incluindo VEGF e PDGF®“?,
3.4 VEGF E VEGFR-1

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF ou VEGF-A) € um dimero
proteico, ou seja, formado pela interagdo de duas proteinas. E um sinalizador com
acao autocrina e paracrina que ativa receptores transmembranares expressos
principalmente em células endoteliais®®. E o protétipo e membro melhor descrito de
um grupo de, no minimo, 5 fatores de crescimento angiogénicos endotélio
especificos. Em humanos foram identificados: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D
e P1GF®® . S50 essenciais para o desenvolvimento normal e manutencéo dos
sistemas vasculares e linfaticos. O VEGF estimula células endoteliais a degradar
matriz extracelular, proliferar, migrar e formar condutos agindo como um fator de
sobrevivéncia celular endotelial. A hipoxia é o gatilho que estimula o crescimento dos
vasos pela sinalizacdo de fatores de transcricdo hipoxia induzidos, sendo a
regulacdo do VEGF a mais notavel, chegando a um aumento de 30 vezes em

®2) A acso principal do VEGF se da nas vénulas

minutos em uma situacéo de hipdxia
terminais e nos capilares venosos, que sdo vasos de pequeno calibre, que contém
células endoteliais sobre uma membrana basal, tendo como cobertura uma camada
descontinua de pericitos e células musculares lisas®). O VEGF aumenta a
permeabilidade vascular levando ao seu nome alternativo de fator de permeabilidade
vascular. Os membros desta familia exercem suas acdes através de interacbes com
3 receptores de VEGF com 2 co-receptores conhecidos como neurofilinas®. As
diferentes combinacbes destes com seus co-receptores determinam efeitos
especificos. VEGFR-1 e VEGFR-2 s&o primariamente envolvidos em angiogénese®”
%) A diversificacdo do VEGF durante a evolugdo, através do advento de multiplos

ligantes e receptores, criou uma rede decisiva de sinalizagdo capaz de controlar a
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angiogénese através da utilizagdo de homo e hétero dimeros ativados por ligantes
comuns e especificos propagando assim sinais angiogénicos diversos. Além disso,
um nivel adicional de diversificagcdo angiogénica é obtido através de ativacéo
diferencial de moléculas na sequéncia de cada receptor. O VEGFR-1 e VEGFR-2
s30 estruturalmente semelhantes®®. O VEGFR-1 localiza-se na superficie de células
hematopoiéticas do tecido, macréfagos e mondcitos, bem como no endotélio
vascular, ja o VEGFR-2 por sua vez, é encontrado em ambos os endotélios vascular

e linfatico®®

, enquanto o VEGFR-3 se localiza, predominantemente, no endotélio
linfatico.

O VEGFR-1 se liga com alta afinidade ao VEGF, VEGF-B e PIGF. E expresso
em células endoteliais, nos pericitos, nos mondcitos e macréfagos®®”. Sua expressio
€ super regulada durante hipoxia e angiogénese. A ativacdo do VEGFR-1 é um
requisito para a migracdo de mondcitos e a angiogénese por ele mediada é
dependente dos mesmos®®.

Na embriogénese o sistema VEGF/VEGFR é envolvido na formagédo do
sistema vascular e é responsavel pela regulagdo do crescimento e sobrevivéncia de
vasos sanguineos®. A super regulacdo do sistema ocorre em uma variedade de
condi¢des patoldégicas como em tumores e metastases, em doenga coronariana e
AVC e parece estimular a formagao compensatoria de vasos sanguineos. Na doencga
isquémica a aplicacdo exégena de VEGF pode estimular a formac&o de colaterais®?.

Em um pequeno estudo®®, foi sugerido que o VEGF sérico poderia ser um
fator progndstico para a aterosclerose em japoneses. Em alguns registros prévios, foi
descrita uma correlacdo positiva de VEGF plasmatico com hipertensdo e
hipercolesterolemia. A elevacédo do LDL induziria a expressao endotelial do VEGF e
do VEGF-R®. Em outro estudo o VEGF plasmatico mostrou uma correlacdo

negativa com colesterol total e LDL colesterol®".
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3.5 VEGF E RETINOPATIA

Em olhos normais os receptores de VEGF-A estao localizados no endotélio
coriocapilar, em oposigcao as células do EPR. A expresséo ténica do VEGF-A no EPR

r®% 82 No entanto os niveis de VEGF-A podem

pode ser trofica para a coriocapila
estar significantemente aumentados em pacientes com DMRI neovascular em
comparagao com controles. Presumivelmente, o principal fornecedor do mesmo na
DMRI exsudativa € o EPR. Oxidantes demonstraram aumentar a deposi¢cao de
proteinas e outros componentes oxidados na MB®® em um processo que pode
envolver ativagdo de complemento e inflamagdo provocando liberagao proé
angiogénica de VEGF-A.

As células de Muller poderiam ser responsaveis pelos sinais que mediam as
mudangas patolégicas na DM. Como o VEGF é um alvo nos estudos clinicos para
tratar a DM, esta informacdo é de grande valia no desenho de terapias anti-

VEGF"),
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Imagem 7 - Imagem familia VEGF e seus receptores
Fonte: (Ellis. Horizons in Cancer Therapeutics.2004;5(2):4-10.)
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3.6 BLOQUEADORES DO SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

Existem atualmente 7 BRA, sdo eles: losartan, valsartan, eprosartan,
irbesartan, telmisartan, olmesartan e candesartan. Candesartan é o que apresenta
“in vitro” a maior afinidade pelo receptor entre os bloqueadores AT1®Y. Nao ¢
deslocado de sua ligagao com o receptor, mesmo com altas doses de angiotensina
[I. Seu bloqueio potente parece ser relacionado a presenca de dois grupos
negativamente carregados, um carboxila e um grupo tetrazol. E um antagonista do
receptor da angiotensina Il, seletivo para receptores AT1 e nao apresenta atividade
agonista®). E apresentado como um p6 branco com pKa de 2,1 e 4,6 e ponto de
fusdo a 163°C (decomposigdo). E praticamente insoldvel em agua (< 0,05 pg/mL),
sollivel em acetona e levemente solivel em etanol e acetonitrila®). E rapidamente
hidrolisado durante a absorcdo no trato gastrointestinal em sua substancia ativa‘®®.
Possui formula molecular C33H34N606 e peso molecular 610,67. Apresenta forte
ligagdo e fraca dissociacdo do receptor. Ndo apresenta atividade agonista®’). O
candesartan ndo inibe a enzima conversora de angiotensina (ECA) que converte
angiotensina | em angiotensina Il e degrada bradicinina. Uma vez que nao tem efeito
sobre a ECA e né&o potencializa a bradicinina ou substancia P, os antagonistas dos
receptores da angiotensina Il parecem nao estar associados com ocorréncia de
tosse. Candesartan nao se liga ou bloqueia outros receptores hormonais ou canais
de ions conhecidos por serem importantes na regulagdo cardiovascular. Apos a
administracdo oral é convertido em droga ativa. Sua biodisponibilidade € baixa, em
torno de 15% apds a administracdo oral®”). O pico sérico de concentracdo maxima
ocorre entre 3 e 4 horas apos a ingestdo do comprimido. A concentracédo sérica de
candesartan aumenta linearmente com o aumento das doses dentro da faixa
terapéutica®). Liga-se fortemente as proteinas plasmaticas (mais que 99%). O
volume aparente de distribuicdo é de 0,1 I/kg. E eliminado principalmente pela via
urinaria e bile, sendo apenas uma pequena parte eliminada por metabolismo
hepatico. A meia-vida terminal é de aproximadamente 9 horas. N&do ha acumulo
apos multiplas doses. A depuragédo plasmatica total € de cerca de 0,37 mL/min/kg,

com uma depuragéo renal de cerca de 0,19 mL/min/kg.
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Imagem 8 — Estrutura molecular do candesartan
Fonte:(C. Detroja, S. Chavhan, and K. Sawant Sci Pharm. 2011; 79: 635-651)

3.7 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA E ATEROSCLEROSE E INFLAMACAO

Aterosclerose € considerada uma das doencas inflamatdrias. Embora seja
multifatorial em sua etiologia, o processo inflamatério desempenha um papel crucial
em sua génese™®. A Ang Il apresenta acdes pro inflamatérias significativas na
parede dos vasos sanguineos, levando a progresséo e desestabilizagcao das lesdes
aterosclerdticas®®. No comeco e progressao das lesdes o SRA é ativado localmente
e estimula a expressao de VCAM-1, ICAM-1 e MCP-1. Estas moléculas aceleram o
recrutamento de células inflamatérias na parede vascular. Habitualmente o endotélio
serve como uma barreira inflamatéria contra os leucdcitos. Com o estimulo da Ang II
esse efeito desaparece. Apds migrarem para dentro da parede vascular os
monacitos transformam se em macrofagos e contribuem para a deposicao lipidica na
placa. Ocorre entdo a secrecdo de quimiocinas e MMP, levando a aceleracdo do
processo aterosclerético. Os leucdcitos recrutados servem como fontes de ROS. Os
efeitos da Ang Il diminuem a sintese de NO e estimulam a producdo de ROS

causando disfuncdo endotelial. A Ang Il estimula a oxidacdo da LDL, apoptose de
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células lisas e protedlise do colageno pelas MMP e estimula a angiogénese peri
adventicia pela expressdao aumentada do VEGF.

As reacoes inflamatdrias sdo envolvidas em varias doengas oculares. Durante
a inflamacao, varias qualidades de citocinas, tais como as interleucinas, o TNF-a,
MCP-1, ICAM-1 estdo aumentadas na neovascularizagdo coroideana. Como
mecanismo celular na patogénese da mesma, a infiltragdo de células inflamatdrias,
incluindo os macrofagos desempenham um papel importante, entre outras razées por
serem um rico suprimento de VEGF®®. A deplecao farmacoldgica de macréfagos nos
tecidos de neovascularizagdo coroideana em modelos murinos resultou em
significativa reducdo da mesma‘®® 7.

Receptores para Ang Il estdo presentes nas células endoteliais, e a Ang Il age
para estimular o crescimento endotelial e super regula a expressdo do RNA
mensageiro do VEGF. Alguns estudos sugerem que poderia haver uma relagéo

4771 Em lesdes de neovascularizacdo

autécrino-paracrina entre Ang Il e VEGF!
coroideana extraidas de pacientes com DMRI foram encontrados macréfagos em
60% dos casos, sendo que estes expressam o TNF-a, que é o protétipo de uma
familia de citocinas, sugerindo que o0 mesmo contribui para a angiogénese patoldgica
através da expressado de VEGF e de ICAM-1 no endotélio vascular, da ativagao do
NF-kB e pela estimulagdo da adesdo leucocitaria nas células endoteliais®. O
acumulo de colesterol livre nos macréfagos leva a inducao e secrecao de TNF-a e de
IL-6, sendo a elevacdo do RNA mensageiro e proteina de ambos mediada por
ativacdo induzida pelo colesterol”™®. Outro estudo demostra que a neovascularizagdo
coroideana induz a infiltragdo de macrofagos sanguineos e subsequente ativagao
das células de Miiller na retina”®. A forte expressdo de moléculas de ades&o celular
pelos vasos da retina interior sugere que os macréfagos penetram a retina através da
vasculatura retiniana ativada. Apds, os mesmos liberam potentes citocinas pré

(% As células endoteliais ativadas

angiogénicas e pro inflamatérias como o TNF-a
(expressando VCAM-1 e ICAM-1) coordenam o recrutamento de macréfagos, que
tem um poder destrutivo maior do que as micrdglias residentes. Estes macrofagos

podem alteram profundamente a funcéao retiniana causando a DMRI.
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4 MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados os animais do projeto sob o
numero 681, aprovado pelo CEUA da PUCPR.

4.1 AMBIENTE EXPERIMENTAL

Foram utilizadas as dependéncias do biotério da PUCPR e do laboratério de
experimentacao animal do Hospital Angelina Caron. Os animais foram submetidos a
um macro-ambiente com ciclos de iluminacdo 12/12 horas, com trocas de ar e
temperatura controlada de 19 a 23°C.

No micro-ambiente foram utilizadas gaiolas de metal, higienizadas diariamente.
Durante todo o experimento os animais tiveram livre acesso a agua e a ragao. Esta
era especifica para a espécie (Nuvital®) e grupo do experimento ao qual o animal
tinha sido designado. Os animais foram mantidos em gaiolas individualizadas, cada
um sendo identificado com uma numeracao sequencial na orelha direita, sendo esta

repetida na face frontal da gaiola correspondente.
4.2 ANIMAIS

Para o experimento foram selecionados 34 coelhos machos albinos
(Oryctolagus cunicullus) da linhagem New Zealand, com cerca de 4 meses, pesando
cerca de 2500 gramas O calculo do tamanho da amostra foi feito com base no
estudo de Alessi et al."®.

A duragao do experimento se estendeu ao longo de seis semanas. Os animais
foram randomizados de forma aleatéria em trés grupos:o grupo 1 (G1) composto por

9 animais, o grupo 2 (G2) com 13 animais e o grupo 3 (G3), com 12 animais.
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4.3 DIETA

Os grupos receberam as seguintes dietas: o G1 recebeu dieta padrao Nuvital.
O G2 recebeu a dieta padrdo Nuvital acrescida a 1% de colesterol Sigma Aldrich
95%. O G3 dieta padrao Nuvital® acrescida a 1% de colesterol Sigma Aldrich 95% +
candesartan

No preparo da ragao foram utilizados 200g de colesterol (Sigma-Aldrich+), que
foram dissolvidos em 900 ml de cloroférmio (Biotec:) e distribuidos em 20 Kg de
racao Nuvital. Esta foi armazenada separadamente e administrada aos animais apés

um periodo minimo de 24 horas para que houvesse uma adequada evaporacédo do

cloroférmio.
GRUPOS | QUANTIDADE PROCEDIMENTOS
DE ANIMAIS

G1 9 Animais com dieta padrao Nuvital.

G2 13 Animais com dieta padrdo Nuvital, enriquecida com colesterol 1%
Sigma- Aldrich 95% em todo o periodo do estudo.

G3 12 Animais com dieta padrdo Nuvital, enriquecida com colesterol 1%
Sigma- Aldrich 95% + candesartan em todo o periodo do estudo.

Tabela 1- Demonstrativo dos grupos, numero de animais e dieta utilizada
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Imagem 9 — Demonstrativo do delineamento experimental
4.4 PREPARO DA RACAO SUPLEMENTAR

A ragdo para coelho (Nuvital®) foi colocada em um recipiente plano e largo,
distribuida numa camada fina. O colesterol diluido foi regado sob a ragao, de forma
homogénea.

A racao hipercolesterolémica a 1%, utilizada nas 6 semanas do experimento,
apresentava 200 gramas (g) de colesterol (Sigma-Aldrich & 95% ®©) dissolvido em 800
mililitros (ml) de cloroférmio (Biotec®), distribuidos em 20 quilogramas de ragao

Nuvital®.
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Esta racao foi preparada a cada 14 dias, esperando-se 48 horas para ser
administrada aos animais. A quantidade diaria ofertada para cada animal foi de 600

gramas ao dia.

4.5 CANDESARTAN

Os comprimidos de candesartan foram macerados em solucdo aquosa de
sorbitol a 10% com pH entre 2 e 3, corrigido com tampao de &acido citrico no
momento de administragdo destes aos animais; A droga foi administrada por
gavagem na dosagem calculada por extrapolacao alométrica, considerando dose

padrao de 8 mg/d para um homem.

Imagem 10 - Administracdo do candesartan por gavagem oral
Fonte: Arquivo Pessoal

4.6 CONTROLE DE PESO E LABORATORIAL

Os animais foram pesados no inicio do experimento e antes da
eutanasia e tiveram coletadas amostras de sangue para a analise bioquimica do

perfil lipidico (colesterol total, HDL — C, LDL — C e triglicerideos) e do perfil glicidico
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(glicemia). As dosagens das variaveis bioquimicas foram feitas por laboratorio

terceirizado.

4.6.1 Peso

O peso, expresso em gramas, foi avaliado em balanca de precisédo eletrbnica
e comparado no inicio do experimento, chamado de periodo basal e imediatamente

antes da eutanasia (42° dia).

4.6.2 Glicemia

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

miligramas por decilitros

4.6.3 Lipideos

O colesterol total e HDL e os triglicerideos, expressos em miligramas por
decilitros, foram dosados pelo método enzimatico colorimétrico automatizado no
inicio do experimento, chamado de periodo basal e imediatamente antes da

eutanasia (42° dia).
4.6.4 Andlise da Esclera e Coroide
Para as avaliagdes desse modelo experimental foram adotadas as afericoes

histologicas de forma quantitativa morfométrica, qualitativa e imunohistoquimica com
o VEGFR-1.
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Imagem 11 — Demonstrativo de anadlise de esclera e coroide (cordide linha azul e esclera
seta branca)
Fonte: Arquivo Pessoal

4.7 NORMAS ADOTADAS

Foram adotados os principios éticos de experimentagdo animal preconizados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA-1997), Nomina
Anatébmica Veterinaria e pela Associagdo para Pesquisa em Visdo e Oftalmologia
(ARVO). As normas de redacdo adotadas foram as de trabalhos cientificos da

PUCPR, dirigida para teses de Mestrado.
4.8 PROCEDIMENTOS
4.8.1 Anestesia

Os coelhos foram submetidos a 12 horas de jejum, entdo foram anestesiados
com xilazina (Coopazine®-Coopers) na dose de 5 mg/Kg, associada & ketamina
(Vetanarcol®-Kénig) na dose de 3,5 mg/Kg, por via intramuscular na regido da coxa
direita.

Apéds 5 minutos foi coletado sangue para avaliagaodas variaveis laboratoriais.
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4.8.2 Coleta de Amostras de Sangue

O sangue foi coletado no inicio da dieta, momento chamado basal, e antes do
momento da eutanasia. Foram retirados 5 mL de sangue através de puncao da veia
marginal auricular magna, para as dosagens plasmaticas de lipideos e glicemia.

Soroteca com 500 microlitros de cada animal foi congelada para analises futuras.

4.8.3 Enucleagao dos Globos Oculares

Os globos oculares foram enucleados imediatamente apdés a eutanasia dos
animais. A técnica utilizada foi a realizagdo de peritomia limbica conjuntival, com
isolamento e secgao dos musculos extraoculares, com tesoura. Apés, foi realizada a

secgao do nervo optico também com tesoura.

Imagem 12 - Retirada dos globos oculares
Fonte: Arquivo Pessoal
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4.9 AVALIACOES HISTOPATOLOGICAS
4.9.1 Preparo das Amostras

Os animais foram sacrificados no 42° dia com injecdo 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.

4.9.2 Analise Histoldgica

Foram retirados os 2 olhos de cada animal, num total de 68, e submetidos a
fixacdo. Um dos olhos de cada animal foi utilizado para o estudo, escolhido de forma
aleatdria. Depois da fixagao, os espécimes foram avaliados macroscopicamente. Os
globos oculares foram divididos em duas metades através de uma secgao coronal no
nivel do nervo 6ptico, em metade inferior e superior. A metade inferior foi estocada
para estudos posteriores. A metade superior foi submetida a desidratagao,
diafanizagado e impregnag¢ao em parafina, com histotécnico marca Leica®, modelo TP
1020 (Leica, Wetzlar, Alemanha). Foi utilizado o inclusor Leica®, modelo EG1160
para a confeccdo dos blocos de parafina, totalizando 34 blocos. Para o corte dos
mesmos foi utilizado micrétomo marca Leica®, modelo RM2145, a 5 y, para obtencéo
dos cortes histolégicos. Estes foram pescados em lamina de vidro com albumina.
Apods foram corados com hematoxilina-eosina e montados com laminula de vidro de
24 x 90 mm Entellan, Merck® (Merck, Darmstadt, Alemanha).

As 34 laminas coradas em hematoxilina-eosina foram analisadas sob o ponto
de vista morfolégico qualitativo, de maneira cega, sendo selecionados 34 cortes
histolégicos, um para cada animal do estudo, com qualidade técnica adequada para
a realizacdo da analise quantitativa. Neste momento foram selecionados os cortes
histopatologicos que seriam submetidas a analise morfométrica da regiao
esclerocoroidal, sendo medidas as espessuras da esclera e da coroide em

microémetros.
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4.9.3 Analise Histomorfométrica Quantitativa da Esclera e Cordéide

Para a analise quantitativa da coroide foram avaliados os cortes corados em
hematoxilina-eosina previamente selecionados. Cada lamina contendo um corte da
hemisecgdo do olho do coelho foi dividida em 5 areas a partir do corpo ciliar no
sentido dos ponteiros de um reldgio. As areas de numero 1 e 5 correspondem as
proximas dos corpos ciliares, a area 3 ao nervo oOptico e as areas 2 e 4
correspondem a aquelas entre os corpos ciliares e o nervo optico. Sendo retirada
uma fotomicrografia envolvendo a esclera e a cordide, ou seja, 5 fotomicrografias por
corte histopatologico utilizando-se a objetiva de 10 vezes do microscopio Olympus
BX50 (Olympus, Tokyo, Japao) acoplado a camera Sony (Sony Corporation, Tokyo,
Japao) e software Pré Image-plus®(Media Cybernetics Inc., Silver Spring, EUA).Em
seguida foram feitas 5 medidas da espessura da esclera e 5 medidas da espessura
da cordide em cada fotomicrografia, sendo entdo 10 medidas por fotomicrografia,
consequentemente 50 medidas por corte histopatolégico ou 50 medidas por animal.
Essas medidas foram fornecidas automaticamente, em micrdmetros, pelo programa,

sendo transferidas para uma planilha de dados do Windows Excel®.

Imagem 13 - Sistema para aquisicao das imagens
Fonte: Arquivo Pessoal: Microscopio olympus® bx 50 com camara sony® e programa para
morfometria pr6 image-plus 4,5®.
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4.9.4 Analise Imunohistoquimica da Esclera e Coréide

Para a realizagdo da analise imunohistoquimica os cortes histolégicos foram
desparafinados e re-hidratados. Apos foi feito o bloqueio da peroxidase enddgena.
Entdo foram lavados em agua deionizada e incubados em camara umida a 95°C por
20 minutos para que houvesse a recuperacao antigénica. Apos esta fase, foi feito
novo bloqueio da peroxidase endégena. Os cortes foram cobertos com o anticorpo
primario monoclonal produzido em camundongo: VEGF receptor 1 da marca
THERMOscientific® (diluigdo 1:100). Controles positivos e negativos foram usados
em todas as marcagdes e as laminas foram primeiramente analisadas por um
observador, sem conhecimento prévio do grupo de identificacdo (de maneira cega).
Nesta anadlise foi anotada a presenca ou nao de positividade no marcador escolhido
(VEGFR-1). Nos casos que em ocorreu positividade para o marcador (VEGFR-1) foi
feita a analise quantitativa pelo método da morfometria de cores, sendo marcadas as
areas positivas. Este método consistiu em analisar a area da reacgéo positiva. Cada
ldamina contendo um corte da hemiseccao do olho do coelho foi dividida em 5 areas.
De cada uma destas areas foram obtidas 5 fotomicrografias envolvendo a esclera e a
coréide imunocoradas pelo anticorpo anti-VEGFR-1 em coloracdo castanha
utilizando-se a objetiva de 20 vezes. Com o programa Adobe Photoshop® CS5 foram
retirados artefatos nas fotomicrografias, que poderiam atrapalhar a morfometria
destas areas. Em seguida, utilizando o programa Pro Image-plus® 4.5 para
Windows®, foram medidas as &reas 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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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos no estudo foram descritos por médias, medianas,
valores minimos, valores maximos e desvios padroes. Para a comparagcao dos
grupos em relagéo as variaveis quantitativas foi considerado o modelo de analise de
variancia com um fator (ANOVA) e o teste LSD (least significant difference) para as
comparagdes multiplas. Para a comparacédo dos momentos de avaliacdo dentro de
um grupo foi usado o teste t de Student para amostras pareadas. A condicéo de
normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Valores de
p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram analisados com o
programa computacional Statistica v.8.0.

Para a anadlise das variaveis peso, colesterol, glicemia, HDL e triglicerideos
foram considerados os resultados da avaliacdo inicial, da avaliacdo final e da
diferenca entre essas duas avaliagdes.

Inicialmente, para cada uma das variaveis, testou-se a hipotese nula de que
as medias sao iguais para os trés grupos, versus a hipotese alternativa de que pelo
menos um dos grupos tem meédia diferente dos demais. Para as variaveis que
apresentaram diferenca significativa entre os grupos, estes foram comparados dois a
dois.

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

de médias diferentes.
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5 RESULTADOS

5.1 PESO, COLESTEROL, GLICEMIA, HDL E TRIGLICERIDEOS

Nas tabelas abaixo s&o apresentadas estatisticas descritivas das variaveis de acordo
com 0s grupos e os valores de p dos testes estatisticos.

Na Tabela 1 foram observadas as variaveis: peso, glicose, colesterol total,
HDL e triglicerideos no momento basal. O peso inicial dos 3 grupos foi: no G1 o valor
meédio de 2640 g, no G2 o valor médio de 2862,3 g e no G3 de 3008,3 g. Em relacéo
a variavel peso foi observada diferenga entre os grupos. Realizada a analise dos
grupos dois a dois, sendo demonstra diferenga do peso do G1 em relagdo ao G2
(p=0,011) e ao G3 (p<0,001). A glicose média nos 3 grupos foi para o G1 205,9
mg/dl, G2 196,7 mg/dl e para o G3 de 193,4 mg/dl. O CT médio no G1, G2 e G3 foi
de 38,1 mg/dl, 41,3 mg/dl e 42,6 mg/dl respectivamente. O HDL médio do G1, G2 e
G3 foi de 14,6 mg/dl, 18,9 mg/dl e 14,6 mg/dl respectivamente. O valor médio dos
triglicerideos no G1, G2 e G3 foi de 49,7 mg/dl, 46,5 mg/dl e 46,3 mg/dl

respectivamente.



Tabela 2 - Peso e variaveis laboratoriais no momento basal

VARIAVEL GRUPO N MEDIA VALOR DE
G1 9 2640 + 239
G2 13 2862 + 164
Peso G3 12 3008 +174 0,001
G1 9 205+ 49
G2 13 196 + 28
Glicose G3 12 193 + 37 0,747
G1 9 38 +23
Colesterol G2 13 41+ 20
Total G3 12 42 + 40 0,940
G1 9 14 +3
G2 13 18+ 9
HDL G3 12 14 +4 0,190
G1 9 49+ 16
G2 13 46 + 16
Triglicerideos G3 12 46 £ 25 0,913

*Variaveis peso ( em gramas) e variaveis laboratoriais (em miligramas por decilitros).
*HDL (lipoproteina de alta densidade)

Tabela 3—-Diferenca de peso nos grupos no momento basal.

GRUPOS SOB PESO

COMPARACAO P
G1x G2 0,011
G2 x G3 0,064

G3 x G1 <0,001
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Imagem 14 - Comparacédo da média de peso dos coelhos no inicio do experimento e na
eutanasia

Fonte: Tabelas 2 e 4

Na tabela 3 foi observado o peso médio inicial dos coelhos nos grupos.
Realizada a analise dos grupos dois a dois, sendo demonstrada diferenga do peso
do G1 em relagcéo ao G2 (p 0,011) e do G1 em relagdo ao G3 (p<0,001). Nao houve
diferenca do G2 em relagéo ao G3 (p 0,064).

Na tabela 4 foram observadas as variaveis: peso, glicose, colesterol total, HDL
e triglicerideos no momento da eutanasia. O peso médio final do G1, G2 e G3 foi de
3152 g, 3207 g 3176 g respectivamente. A glicose média no G1 de 171 mg/dl, no G2
170mg/dl e no G3 de 159 mg/dl. O CT meédio no G1, G2 e G3 foi de 55 mg/dl,
2147mg/dl e 924mg/dl respectivamente. O HDL médio do G1, G2 e G3 foi de 23
mg/dl, 25mg/dl e 145mg/dl respectivamente. O valor médio dos triglicerideos no G1,
G2 e G3 foi de 69 mg/dIl, 168mg/dl e 172mg/dl respectivamente.



Tabela 4 - Peso e variaveis laboratoriais no momento da eutanasia

VARIAVEL GRUPO N MEDIA VALOR
DE P
G1 9 3152+ 171
G2 13 3207 + 240
Peso G3 12 3176 + 292 0,873
G1 9 171 + 31
G2 13 170+ 36
Glicose G3 12 159 + 44 0,723
G1 9 55+ 29
Colesterol G2 13 2147 £ 471
Total G3 12 924 + 30 <0,001
G1 9 23+ 9
G2 13 25+7
HDL G3 12 145 + 45 <0,001
G1 9 69+ 17
G2 13 168 + 80
Triglicerideos G3 12 172 + 165 0,077

*Variaveis peso ( em gramas) e variaveis laboratoriais (em miligramas por decilitros).
*HDL (lipoproteina de alta densidade)
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Imagem 15 - Relagao de Colesterol inicial e final
Fonte: Tabelas 2 € 4
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Imagem 16 - Relagdo de HDL no momento inicial e final

Fonte: Tabelas 2 e 4
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Imagem 17 — Relagéo de triglicerideos no momento incial e final
Fonte: Tabelas 2 e 4

Na tabela 5 sdo apresentados os valores de p das comparagdes dos grupos

dois a dois em relagdo as variaveis que apresentaram significancia estatistica.

Tabela 5 — Diferengas de colesterol total e HDL entre os grupos no 42° dia

GRUPOS SOB  COLESTEROL HDL

COMPARACAO P P
G1xG2 <0,001 0,870
G2xG3 <0,001 <0,001
G3 x G1 <0,001 <0,001

Em relacao as variaveis colesterol total e HDL foi observada diferenca entre os
grupos. Realizada a analise dos grupos dois a dois, sendo demonstrada diferenca do
CT do G1 em relagao ao G2 (p<0,011), do G1 em relagéo ao G3 (p<0,001) e também
do G2 em relagao ao G3 (p<0,001). Também realizada a analise dos grupos dois a

dois no HDL ndo sendo demonstrada diferenga do HDL do G1 em relagédo ao G2 (p
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0,870), no entanto, a comparagéo entre G1 e G3 demonstrou diferenga (p<0,001).

Também sendo demonstrada diferenga na comparacéo do G2 Com G3 (p<0,001).

5.2 ESCLERA E COROIDE

As lesGes subjetivamente observadas na histopatologia convencional com

laminas coradas ao HE estavam situadas basicamente na esclera subcoroideana

pelo acumulo de histiocitos espumosos. Uma vez que este acumulo poderia

aumentar a espessura destas camadas, foi realizada a analise morfométrica da

espessura da esclera e da coroide para determinar, de modo mais objetivo, possiveis

diferengas entre os grupos do estudo.

Na tabela 6 acompanham-se os valores da morfometria da esclera e cordide

nos 3 grupos.

Tabela 6 - Morfometria da esclera e cordide

GRUPO N MEDIA VALOR
de P
ESCLERA G1 9 437+36
G2 13 546+123
G3 12 466+ 69 0,018
COROIDE G1 9 31+ 6
G2 13 34+ 7
G3 12 38+ 12 0,203

*Variavel em micrometros
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Imagem 18 — Relagdo média de cordide entre os grupos (dados em micrdmetros)

Fonte: Tabela 6
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Imagem 19 — Relagdo média de Esclera entre os grupos ( dados em micrémetros)
Fonte: Tabela 6

Como se detectou diferenga entre os grupos foi realizada a comparagéao dois a
dois.

Em relagdo a morfometria da esclera o G2 demostrou diferengca do G1, com
valor de p de 0,008 e também do G3 com valor de p de 0,032. Nao houve diferenca
entre o G1 e G3, obtendo-se um valor de p de 0,472. Em relagdo a morfometria da

coroide nao foi verificada diferenca entre os grupos.
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Imagem 20 — Fotomicrografia de coelho ndo hipercolesterolémico que demonstra
a cordide (seta branca) e esclera (seta preta) corados com Hematoxilina-eosina (HE).
Observe que ha raros histiocitos (seta vermelha) nestes animais.
Fonte: Arquivo Pessoal

Imagem 21 — Fotomicrografia de coelho hipercolesterolémico que demonstra a
corodide (seta branca) e esclera (seta preta) corados com Hematoxilina-eosina (HE). A dupla
seta vermelha demonstra os histiocitos espumosos na esclera.

Fonte: Arquivo Pessoal
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Imagem 22 — Fotomicrografia de coelho hipercolesterolémico tratado com
candesartan que demonstra a cordide (seta branca) e esclera (seta preta) corados com
Hematoxilina-eosina (HE). A dupla seta vermelha demonstra os histiécitos espumosos na
esclera, 0s quais sdo menos numerosos que os coelhos hipercolesterolémicos.

Fonte: Arquivo Pessoal

5.3 FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL

Tabela 7 - Imunohistoquimica para VEGFR-1 ( esclera e coréide em micrometros)

GRUPO N MEDIA VSE%R
Gl 9 28727+ 11957
G2 13 61559+ 17403
G312 56000 + 14668 0,001

Considerando-se que foi encontrada diferenga significativa entre os grupos,
estes foram comparados dois a dois. Em relagdo a imunohistoquimica do VEGF o G1
demostrou diferenga do G2, com valor de p de <0,001 e também do G3 com valor de
p de 0,001. Nao houve diferenca entre o G2 e G3, obtendo-se um valor de p de
0,377.
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Imagem 23 : Relagado de VEGFR-1 entre os trés grupos ( em micrometros quadrados)
Fonte:Tabela 7

Esclera

Histiocitos

Coroide

Imagem 24 - Fotomicrografia da regido esclerocoroidal de animal do grupo com dieta
normal (G1) mostrando minimas areas de imunopositividade para o anti-VEGFR-1 em
castanho. Observe que o acumulo de histiécitos bem como a imunopositividade é muito
menor neste grupo se comparado ao grupo hipercolesterolémico e ao grupo tratado com
candesartan

Fonte: Arquivo Pessoal
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Esclera

Histiocito

Coroide

Imagem 25 - Fotomicrografia da regidao esclerocoroidal de animal do grupo
hipercolesterolémico (G2) mostrando areas de imunopositividade para o anti-VEGFR-1
em castanho, localizadas no citoplasma de histiécitos espumosos agrupados na
esclera . Observe que a cordide demonstra pouca imunopositividade pois nao
apresenta acumulo de histidcitos espumosos

Fonte: Arquivo Pessoal

Histiocito

Esclera

Coroide

Imagem 26 - Fotomicrografia da regido esclerocoroidal de animal do grupo
hipercolesterolémico + candesartan(G3) mostrando areas de imunopositividade para o anti-
VEGFR-1 em castanho, localizadas no citoplasma de histiocitos espumosos agrupados na
esclera . Observe que a cordide demonstra pouca imunopositividade, pois ndo apresenta
acumulo de histiocitos espumosos.

Fonte: Arquivo Pessoal
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6 DISCUSSAO

6.1 O MODELO UTILIZADO

O modelo experimental em coelhos ja vinha sendo utilizado na instituicdo em

o6 77. 78 " Outro motivo

grupos de pesquisa, com experiéncia no modelo em questa
para a escolha foi que as alteragbes causadas por estas lipoproteinas se fazem de
maneira precoce!’®. Em alguns dias o animal manifesta a hipercolesterolemia. Como
€ sensivel a esta, ocorrem lesdes ateromatosas, com alteracdbes marcadas das

7. 8) O outro ponto importante para a escolha é seu baixo custo e a

estruturas'
facilidade de manutengao, quando comparados a outros modelos de investigagdo em
aterosclerose, como é o caso de camundongos com deficiéncia para receptores de

45, 81, 82

LDL colesterol’ ). Do ponto de vista vascular, as alteracdes causadas por dieta

hipercolesterolémica ocorrem tanto macroscopicamente, como no desenvolvimento

de lesbes ateroscleréticas em grandes vasos!’® 8

, alteragdes de microcirculagao,
sendo detectadas através de biomarcadores de disfuncdo endotelial, marcadores de
inflamagdo e de desenvolvimento de doenca aterosclerdtica’™™ 3. A
hipercolesterolemia induzida pela dieta € causada por um acumulo de colesterol
exdégeno. Os coelhos sdo sensiveis a aterosclerose dieta induzida porque eles nao
sdo capazes de aumentar a excregdo de esterol, resultando em liberagdo de
lipoproteinas ricas em ésteres de colesterol na circulagdo, sendo os principais
carreadores o LDL colesterol e o beta VLDL, sendo este ultimo o maior transportador
de colesterol quando o CT plasmatico atinge os valores de 700 a 800 mg/dI®®. O
valor de colesterol normal plasmatico tem um valor médio de 46 mg/di®® e pode
aumentar varias vezes depois de uma dieta enriquecida com colesterol de 0,5% a
4,0%®. Sabendo-se que os niveis séricos em humanos apresentam variagdo entre
100 e 200 mg/dl, percebe-se a facilidade de promover uma sobrecarga no sistema do
coelho com a dieta rica em colesterol. Neste experimento o colesterol do G1 passou
de um valor médio inicial de 38 mg/dl para 55 mg/dl. O G2 passou de um valor meédio
de 41 mg/dl para, no momento da eutanasia, a um valor médio de 2147 mg/dl, que

esta de acordo com os trabalhos da literatura'’® ). No grupo tratado com colesterol e
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candesartan (G3) ocorreu também significativo aumento do colesterol do momento
basal até o 42° dia. O valor médio do colesterol do G3 inicial era de 43 mg/dl e o
valor médio final de 924 mg/dl. Ao compararmos os grupos houve diferenga, com
significancia estatistica, entre G1 e G2 com valor de p < 0,001, G1 e G3 com p
<0,001, havendo ainda entre o G2 e G3 diferenga, com valor de p <0,001.

Varios experimentos foram realizados para demonstrar que a dieta rica em
colesterol causa alteracdes na esclera e cordide com este tipo de suplementagao ("
12.88) com espessamento da MB principalmente por deposito de particulas densas e
eletrolucentes na camada colagena interna’®. O CT plasmatico chega a niveis
maiores que 1000 mg/dl, sendo as lesdes resultantes formadas primariamente por
células espumosas derivadas dos macréfagos®’. No entanto, a relacdo entre a
formacao das lesbes e a dieta € mais dependente da exposigdo cumulativa que no
nivel de colesterol administrado.

Neste estudo a dosagem de colesterol administrada foi de colesterol a 1%,
essa dosagem de colesterol permitiu, nesta pesquisa, obter alteragdes significativas
da espessura da esclera do grupo tratado com dieta hipercolesterolémica
comparando com o grupo com dieta normal neste periodo de seis semanas, fato ja
descrito por Torres et al.?” em estudo pregresso realizado na nossa linha de

pesquisa.

6.2 PESO, COLESTEROL, GLICEMIA, HDL E TRIGLICERIDEOS

Em estudos experimentais, realizados utilizando dieta rica em gorduras,
habitualmente sdo bem toleradas e os animais tanto, com dieta normal, bem como os
tratados com dieta rica em gorduras e carboidratos apresentam ganhos
proporcionais de peso®). Estudo realizado em coelhos com dieta a 1%
apresentavam peso inicial de 3200 g, apos 8 semanas aumentaram para 3600 g9
No atual experimento o peso do G1 tinha um valor médio de 2640 g. No final da

quarta semana apresentava um valor médio de 3152 g. O G2 apresentou peso inicial
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de 2862 g e peso na sexta semana de 3207 g. O G3 com valor inicial de 3008 g e no
final da sexta semana de 3176 g. Havendo aumento de peso nos 3 grupos do nosso
experimento, com aumento mais expressivo de peso no G1. Em estudo realizado em
coelhos com dieta rica em gorduras e acgucar houve marcada elevacéao do colesterol
total em 12 semanas de tratamento quando comparado ao grupo normal. Houve
discreta elevagdo do HDL colesterol no grupo com dieta rica em gorduras e
carboidratos. Dados que foram reproduzidos em nosso experimento. O CT do grupo
tratado com dieta hipercolesterolémica teve um valor médio de 2146,8 mg/dl. Além
disso, no tratado com dieta hipercolesterolémica acrescida de candesartan do nosso
experimento, também houve um aumento do colesterol total em relagdo ao controle,
porém com valores significativamente mais baixos que o com dieta
hipercolesterolémica isolada. O valor médio de colesterol no G3 foi de 924 mg/dI.

Em experimento similar, animais submetidos a dieta com colesterol a 1% e a
1% adicionada a candesartan, foram feitas medidas de CT com valores iniciais para
o grupo dieta 1% de 42 mg/dl e de 44 mg/dl para o grupo candesartan. Apds oito
semanas o CT na dieta a 1% aumentou para 961 mg/dl e o acrescido de candesartan
um CT de 1240 mg/dI®). No nosso experimento o valor de CT no G3 foi
significativamente menor que o do G2. Em relagdo ao HDL colesterol no nosso
estudo o G1 apresentou HDL inicial de 14,6 mg/dl e final de 22,9 mg/dl. O G2 HDL
inicial de 18,9 mg/dl e final de 24,9/dl, o G3 apresentou HDL inicial de 14,6 mg/dI
com HDL final de 145 mg/dl. Apds extensa revisdo nao foi obtida resposta para o
dado encontrado. Aventamos a possibilidade de interferéncia do candesartan na
precipitacdo da Apo B, fazendo com que houvesse erro na mensuragcdo do HDL.
Uma possibilidade para averiguar o real valor destas lipoproteinas seria através da
eletroforese, com separagao das mesmas.

Em relagdo a glicemia dos animais foi realizado estudo para evidenciar se
dieta altamente gordurosa e com altas taxas de agucar fariam ocorrer alteragbes
aterogénicas. Nestes a glicemia inicial foi de 57 mg%, sendo os animais
considerados levemente diabéticos quando os valores oscilassem entre 126 e 160
mg/dI®. Em outro experimento com dieta com altas taxas de acticar e gordura o

valor inicial da glicemia foi de 104 mg/dl e apds 12 semanas aumentou para 120
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mg/dI®). No nosso trabalho os valores de glicemia inicial para G1, G2 e G3 foram de
206 mg/dl, 197 mg/dl e 193 mg/dl respectivamente. Os resultados finais foram 171
mg//dl, 171 mg/dl e 159 mg/dl respectivamente.

Em relagéo aos triglicerideos, em nosso trabalho, os valores iniciais para G1,
G2 e G3 foram de 50 mg/dl, 47 mg/dl e 46 mg/dl respectivamente. Os resultados
apos foram para G1, G2 e G3 69 mg/dl, 169 mg/dl e 172 mg/dl respectivamente.
Sendo que nossos resultados estdo de acordo com as elevagdes em outros estudos

realizados com o padrao de dieta semelhante.
6.3 FISIOPATOGENIA DA DMRI E O MODELO UTILIZADO

A DMRI é uma doenga degenerativa que envolve o EPR, os fotorreceptores, a
MB e a coriocapilar. A DMRI precoce ocorre pela deposicdo de determinadas
substancias entre a membrana basal do EPR e a MB. Experimento em coelhos com
dieta acrescida de colesterol causou espessamento da membrana basal e presenca
de corpos densos e vacuolos. Tais achados podem causar dificuldades no transporte
de oxigénio e nutrientes para os tecidos retinianos, bem como da remoc¢ao de restos
celulares. Na retina exterior onde a nutricdo depende da integridade dos vasos da
coriocapilar e da difusdo de plasma através do complexo Membrana de Bruch-
epitélio pigmentar da retina situacdo semelhante pode ocorrer’”. Uma relacio
espacial proxima existe entre os vasos sanguineos da retina e as células de Mdller,
sugerindo um papel importante para estas células na formagdo e manutengdo da
barreira sangue-retina, na captagdo de nutrientes e liberagdo de metabdlitos em
condicdes normais®"). Os astrocitos, os pericitos e as células de Miiller contribuem
para o adequado funcionamento da barreira sangue-retina. Na ocorréncia de hipdxia
ocorre uma quebra da mesma associada a permeabilidade vascular aumentada,
resultando em edema vasogénico e dano tecidual. Rudolf et al."® utilizaram ratos
deficientes para receptor de LDL alimentados com dieta rica em gorduras e
evidenciaram particulas translucentes, na membrana basal, com espessamento e
condensacdo de fibras elasticas e colagenas, apresentando ainda depdsitos

adicionais de particulas fora da membrana, espalhadas através das camadas de
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colageno. No entanto no grupo normal nenhuma alteracdo foi evidenciada. Em
nosso experimento a dieta hipercolesterolémica causou espessamento da esclera as
custas de aumento de histiocitos espumosos, ricos em particulas lipidicas. Schmidt-
Erfurth et al.®®, utilizando camundongos deficientes em receptores de LDL
comparados com camundongos selvagens com idade de 8 meses, alimentados com
dieta altamente gordurosa, evidenciaram espessamento da membrana basal,
reducdo do numero de fenestracbes endoteliais e estreitamento luminal. A MB
apresentou espessamento, com perda da estrutura regular, com pronunciada
degeneragcdo da mesma. Nesta o numero de inclusdes lipidicas aumentaram em
numero e tamanho. Apresentando ainda reducdo da altura das células epiteliais
pigmentadas da retina, evidenciando degeneracéao focal e formagao de vacuolos nas
camadas fotorreceptoras externas.

O colesterol é constantemente retirado da circulagao pela retina via receptores
de LDL em adi¢do a sua sintese enddgena. Na dieta hipercolesterolémica ocorre
acumulo de colesterol na retina, sendo seu excesso um fator deletério. Para retirar o
colesterol das células ocorrem varios mecanismos entre eles a difusdo passiva,
também pela converséo a oxisterois, e pelo transporte reverso de colesterol. A MB é
um tecido conectivo composto por 5 camadas, sendo responsavel por varias funcoes
de transporte e suporte entre o0 EPR e a coriocapilar. O acumulo de lipidios na MB
aumenta sobremaneira sua espessura’®, reduzindo a condutibilidade hidraulica e
prejudicando o aporte de nutrientes da coriocapilar para as células do EPR e
fotorreceptores, interferindo na passagem de metabdlitos do EPR para a coriocapilar,
com ja foi demonstrado em estudo realizado na linha de pesquisa desta
instituicao®®. No presente experimento encontramos espessamento significativo da
esclera dos coelhos do G2 comparado ao G1 com valor de p de 0,008, ndo havendo,
no entanto, elevagao no G3 quando comparado ao G1, com valor de p de 0,472. Ao
compararmos os dois grupos tratados com colesterol a 1% percebemos uma
diferenca significativa no grupo que teve acrescido o candesartan na dieta,
mantendo-se este grupo com a espessura da esclera semelhante ao grupo normal.
Tendo em vista a relevancia deste fato sugere-se um efeito protetivo do candesartan

neste grupo. N&o houve diferenga estatisticamente significante da espessura da



49

coroide no nosso experimento quando comparamos 0s 3 grupos.
6.4 VEGF

A aterosclerose € uma doenga multifatorial e existem varias teorias para
explica-la. Entre elas destacam-se a teoria lipidica e a teoria inflamatéria. No nosso
experimento, utilizamos um modelo que explora as duas vertentes. Na medida em
que foi oferecida uma sobrecarga de colesterol, propiciando a teoria lipidica, mas ao
mesmo tempo, desencadeando alteracbes de cunho inflamatério. O colesterol que
acaba por depositar-se na membrana basal acarreta alteragbes estruturais que
dificultam sua funcdo causando dano hipdxico e desencadeando a cascata
inflamatéria como ja descrita em outros estudos!'* 18 17:62.93) A inflamacao ocorre em
condigbes hipoxicas, induzindo a expressao génica de MCP-1, que tem a fungao de
atrair macréfagos para a area hipdxica. Estes macrofagos e as micréglias
estimulados liberam TNF-a, que € um gatilho para a produgédo de IL-8. A IL-8 e o
TNF-a estimulam a liberagdo de VEGF®Y. Foi sugerido que as citocinas pro-
inflamatérias desempenham um papel importante na degeneragcdo dos capilares
retinianos®). A adesdo dos leucdcitos ao endotélio vascular hipéxico pode ocorrer
através da expressédo de quimiocinas nos vasos, com subsequente transmigragao
para as camadas retinianas interiores.

O VEGF, também chamado de fator de permeabilidade vascular, € conhecido
por aumentar a permeabilidade vascular em varios tecidos do corpo. Sob condicdes
de hipdxia, as células de Milller aumentam sensivelmente sua secrecdo de VEGF®®).
Em condi¢gdes normais elas secretam PDEF, que € conhecido por seu antagonismo
ao VEGF.

A expressao do VEGF é potencializada em resposta a hipdxia. sua expressao
aumentada na retina hipdxica foi documentada, e as células considerada como
expressoras do VEGF foram as células de Mduller e os astrocitos. A ativagdo do
VEGFR-1 e VEGFR-2 podem ser importantes na patogénese da disfungcdo da
barreira retina-sangue'®®. O VEGF promove vazamento de proteinas plasmaticas dos

vasos sanguineos. Foi demonstrado haver aumento da permeabilidade através da
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liberagdo de NO em estudo realizado em camundongos deficientes em receptor de
LDL, comparados a camundongos sem esta deficiéncia, tratados com dieta rica em
gorduras. Evidenciaram ainda positividade para o VEGF localizados
predominantemente no EPR basal, na camada plexiforme externa e nos segmentos
fotorreceptores internos!'®. Em nosso experimento o VEGFR-1 do G2 apresentou um
aumento significativo quando comparado ao G1 com p<0,001. O VEGFR-1 do G3
também apresentou elevagao significante em relagdo ao G1 com valor de p de 0,001.
Nao houve diferenga entre o G2 e o G3 com valor de p de 0,377. Os grupos que
tiveram dieta enriquecida com colesterol a 1% apresentaram elevagao importante de
VEGF, fato este ja comprovado em estudos de hipercolesterolemia®. A
hipercolesterolemia é caracterizada por aumento do estresse oxidativo, alteracdo na
biodisponibilidade de NO e elevagdo de VEGF®?. Em contrapartida, em estudo
realizado por Sandhofer et al. em voluntarios saudaveis nao foi encontrada
correlacdo entre colesterol e elevacdo de VEGF®Y. Em nosso experimento n&o
houve diferenga estatistica entre G2 e G3. Uma possibilidade aventada foi que a
dieta com colesterol a 1% causaria uma sobrecarga tamanha no metabolismo do
coelho que a utilizagdo do BRA em questdo ndo impediria a elevacdo do VEGF, e
que talvez com uma dose menor de colesterol seu efeito pudesse ocorrer de maneira

efetiva.
6.5 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA E O MODELO UTILIZADO

O SRA esta envolvido no processo da neovascularizagdo coroideana. Seus
componentes estdo presentes em CNV humana e em modelos murinos, fato
demonstrado por Nagai et al.*?) em estudo experimental de inducdo de CNV, no qual
a mesma foi suprimida pelo bloqueio do AT1-R. O mecanismo pelo qual houve a
supressao foi através da inibigdo da infiltragcdo de macrofagos e na expressao de
moléculas relacionadas a inflamacao no complexo EPR-cordéide, entre elas o VEGF,
ICAM-1, MCP-1, VEGFR-1 E IL-6. O mesmo autor ainda realizou estudos
experimentais in vitro com o BRA telmisartan demonstrando redugédo dos niveis de

VEGF e IL-6 em células endoteliais®®. Em outro estudo Fukuda et al.*® também
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demonstraram o papel benéfico do bloqueio do SRA com telmisartan em ratos

hipercolesterolémicos. Sata e Fukuda‘'®

utilizando o BRA olmesartan, suprimiram o
desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas em artérias de camundongos deficientes
em ApoE. Em estudo realizado em primatas submetidos a dieta hipercolesterolémica
comparando-se o BRA candesartan com um antagonista de calcio, demonstrou-se
reducéo de aterosclerose em artérias independente do valor de redugao da pressao
arterial, que foi semelhante nos 2 grupos tratados, sugerindo que o bloqueio do SRA
causa efeito protetivo na aterogénese(97). A utilizacdo do candesartan em modelos de
ratos diabéticos reduziu a expressdo de VEGF na retina dos mesmos quando

comparados ao grupo ndo tratado®'®!

. Em nosso experimento a utilizagdo do
candesartan ndo modificou a elevagao no VEGFR-1 no complexo esclero-coroideano

do grupo tratado.
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7 CONCLUSOES

Neste estudo, pudemos comprovar que a dieta hipercolesterolémica provoca
alteragbes degenerativas em escleras de coelhos, sem alteragdes significativas na
cordide. A utilizacdo de candesartan resultou em atenuagdo do espessamento das
escleras, entretanto, ndo foi efetiva em prevenir a infiltracdo de macréfagos e

histiocitos, assim como o acumulo de VEGF.
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