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Aumento da expressao do MCP-1 coroidal e escleral em modelo experimental

de hipercolesterolemia

Increase of choroidal and scleral MCP-1 expression in hypercholesterolemia experimental model
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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste trabalho é demonstrar experimentalmente que a dieta
rica em colesterol provoca aumento da expressdo da MCP-1 na coroide e esclera.

Método: Coelhos New Zealand foram organizados em dois grupos: GN (grupo dieta
normal), composto por 8 coelhos (8 olhos), recebeu ra¢édo padrdo para coelhos,
durante 4 semanas; GH (grupo hipercolesterolémico), composto por 13 coelhos (13
olhos), recebeu dieta rica em colesterol a 1% por 8 semanas. Foi realizada a dosagem
sérica de colesterol total, triglicerideos, HDL colesterol, glicemia de jejum no inicio
do experimento e no momento da eutanasia. Ao final da 8° semana para o GH e 4°
semana para o GN foi realizada a eutandsia dos animais e os olhos foram submetidos
a analise imuno-histoquimica com o anticorpo anti-MCP-1.

Resultados: A dieta provocoussignificativoaumento do colesterol total e triglicerideos
do GH em relagdo ao GN (p<0,001). Houve significativo aumento da expresséo da
MCP-1 na coroide e esclera dos animais do GH em relacdo ao GN (p<0,001).
Conclusao: Este estudo demonstrou que a dieta hipercolesterolémica em coelhos
induz ao aumento da expressao do MCP-1 na coroide e esclera.

Descritores: Ativacao de macroéfagos; Degeneracao macular; Aterosclerose; Colesterol;
Coroide; Esclera; Proteinas quimioatraentes de mondcitos; Animais; Coelhos

ABSTRACT

Purpose: The aim of this study is to experientially demonstrate that a cholesterol-enriched
diet induces an increase in the MCP-1 expression in the choroid and sclera.

Method: New Zealand rabbits were divided into two groups: GN (normal diet group)
of 8 rabbits (8 eyes) was fed a standard rabbit diet for 4 weeks; GH (hypercholesterolemic
group)of 13 rabbits (13 eyes) was fed a 1% cholesterol enriched diet for 8 weeks. Total serum
cholesterol, triglyceride, HDL cholesterol and fasting blood glucose exams were performed
at the start of the experiment and at the euthanasia time. After GH 8" week and GN 4*
week animals were euthanized and their eyes underwent immunohistochemical analysis
with the anti-MCP-1 antibody.

Results: The diet has induced a significant increase in GH total cholesterol and triglyceride
levels when compared with NG (p<0.001). There was a significant increase in the MCP-1
expression in GH choroid and sclera in relation to GN (p<0.001).

Conclusion: This study has revealed that the hypercholesterolemic diet in rabbits induces
an increase in the MCP-1 expression in the choroid and sclera.

Keywords: Macrophage activation; Macular degeneration; Atherosclerosis; Cholesterol;
Choroid; sclera; Monocyte chemoattractant proteins; Animals; Rabbits

INTRODUGAO

J& foi demonstrado experimentalmente que a dieta rica em co-
lesterol provoca aumento do nimero de macréfagos na esclera e co-
roide", Estas células, consideradas fundamentais para a origem da
placa aterosclerética®, tém também sido relacionadas com a dege-
neracdo macular relacionada a idade (DMRI)®7. Adicionalmente, foi
sugerido que a doenga macular degenerativa e a aterosclerose com-
partilham mecanismos fisiopatogénicos similares®. Corroborando
estas afirmacdes, varios relatos tém demonstrado que citocinas
inflamatorias, fatores de crescimento e enzimas que estdo envolvidos
na formacao da placa aterosclerética, podem ser importantes para a
evolucdo da DMRI®1012),

Mecanismos pelos quais os macréfagos acumulam-se na esclera
e coroide ndo foram ainda totalmente elucidados. Sabe-se que a
dislipidemia ocasiona disfuncdo endotelial, permitindo a penetracao
passiva do colesterol LDL (LDL) para intima vascular. Neste local, a
LDL sofre acdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), tornando-se
oxidada. O LDL oxidada estimula as células endoteliais do vaso ao
aumento da expressdo de moléculas de adesdo vascular (P-Selectin,
Molécula 1 de adesao intercelular, também chamada de ICAM-1, e
Molécula 1 de adesdo de células vasculares ou VCAM-1) que, junto
com os ligantes da proteina de quimioatragdo de monaocitos (MCP-1)
e seus receptores CCR2, facilitam a ativacdo de mondcitos e adesao
ao endotélio®'. Sendo assim, a constatacdo do aumento da ex-
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pressao de moléculas de adesdo e/ou MCP-1 na coroide e esclera po-
de explicar a presenca de macréfagos nestas estruturas, em modelo
experimental de hipercolesterolemia.

O objetivo deste trabalho é demonstrar experimentalmente que
a dislipidemia provoca aumento da expressao da MCP-1 na coroide
e esclera.

METODOS

Para a realizacdo deste estudo, o protocolo foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Pontificia Univer-
sidade Catolica do Parand, seguindo os principios da Association for
Research in Vision and Ophthalmology (ARVO).

AMBIENTE DE EXPERIMENTAGCAO

Os procedimentos deste estudo foram realizados nas dependén-
cias do laboratério de Técnica Operatéria da PUC-PR e do Centro
de Estudos do Hospital Angelina Caron (HAC). Os animais foram
mantidos no biotério em macroambiente com ciclos de iluminacdo
12/12 horas, com trocas de ar e temperatura controlada de 19 a 23°C
e receberam durante o experimento dgua e racao especifica para a
espécie Nuvital® (Nuvital, Colombo, Brasil) de forma ad libitum.

ANIMAIS UTILIZADOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 21 coelhos machos albinos (Oryctolagus cuni-
cullus), da linhagem New Zealand, procedentes do Biotério Central
da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, com idade média apro-
ximada de 110 dias e peso médio de 2.770 gramas. Os animais foram
divididos em dois grupos: grupo 1 (GN), composto por 8 coelhos, e
grupo 2 (GH) composto por 13 coelhos. O GN, ou grupo de deita
normal, recebeu racdo padrdo para coelhos de laboratério Nuvital®
(Nuvital, Colombo, Brasil) e foi submetido a eutandsia em 4 semanas.
O GH, ou grupo hipercolesterolémico, recebeu racédo padrdo para
coelhos de laboratorio Nuvital® (Nuvital, Colombo, Brasil), acrescida
de colesterol a 1%, em todo o periodo do estudo (racdo suplementar).
Este grupo foi submetido a eutandsia ao final de 8 semanas.

Cada coelho foi submetido a dosagem sérica de colesterol total,
triglicerideos, HDL colesterol, glicemia de jejum no inicio do experi-
mento e no momento da eutandsia. As coletas das amostras sangui-
neas foram realizadas através de puncao da veia marginal auricular
magna sob anestesia geral com injecdao intramuscular de ketamina
5 mg/kg e xylazina 35 mg/kg. As dosagens plasmaticas de glicemia,
colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos foram realizados pelo
método enzimatico colorimétrico automatizado (Architec® - Abbott).
Uma soroteca com 500 microlitros de cada animal foi congelada para
analises futuras. O peso dos coelhos foi aferido em rotina semanal.

Os animais foram sacrificados com injecdo endovenosa de 5 ml
de pentobarbital e os olhos imediatamente fixados em paraformal-
defdo a 4% (Merck, Darmstadt, Germany),em 0,1 M fosfato/pH 7,4 por
4 horas, para andlise imuno-histoquimica.

PREPARO DA RAGAO SUPLEMENTAR

A racdo hipercolesterolémica a 1%, utilizada nas oito semanas do
experimento, apresentava 200 gramas de colesterol (Sigma-Aldrich a
95%®) dissolvido em 800 mililitros de cloroférmio (Biotec®), distribui-
dos homogeneamente em 20 quilogramas de racéo Nuvital® (Nuvi-
tal, Colombo, Brasil). Antes de administrar a racdo aos coelhos, espe-
rou-se um periodo minimo de 24 horas para adequada evaporagdo
do cloroférmio. A quantidade didria ofertada para cada animal foi
de 600 gramas ao dia""”.

PREPARA(AO DO TECIDO E ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os dois olhos de cada animal (total de 42) foram removidos e sub-
metidos a fixacdo, porém somente um foi escolhido para o estudo,
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de forma aleatéria. Depois da fixacdo os espécimes foram avaliados
macroscopicamente, sendo feito uma seccdo coronal ao nivel do
nervo optico, dividindo os globos oculares em duas metades iguais
(superior e inferior). A metade inferior foi estocada para estudos
posteriores. J& a metade superior foi submetida a desidratacao, dia-
fanizacdo e impregnagao em parafina, com histotécnico da marca
Leica® (Leica, Wetzlar, Germany), modelo TP 1020. Para a confeccdo
dos blocos de parafina utilizou-se o inclusor Leica® modelo EG1160.
Estes blocos foram cortados com microtomo, marca Leica® modelo
RM2145 (Leica, Wetzlar, Germany), a 5 u para obtencdo dos cortes
histoldgicos (total de 42). Estes cortes foram pescados em lamina de
vidro com albumina, corados com hematoxilina-eosina e montados
com laminula de vidro de 24x90 mm Entellan, Merck® (Merck, Darms-
tadt, Germany).

Os cortes histoldgicos foram desparafinizados e re-hidratados,
sendo feito posteriormente o bloqueio da peroxidase enddgena.
Posteriormente foram lavados em dgua deionizada sendo incuba-
dos em camara Umida a 95°C por 20 minutos para recuperacao
antigénica. Apos esta fase, foi realizado novo blogueio da peroxidase
endodgena. Os cortes foram cobertos com anticorpo primario poli-
clonal produzido em camundongo denominado anti-MCP-1, da mar-
ca Imuny® (Imuny Biotechnology, Campinas, Brasil). Posteriormente,
foi recoberto com anticorpo secundario, polimero marcado-HRP
anticamundongo advance® System (DakoCytomation, Inc,, Carpin-
teria, CA) e incubados, a temperatura ambiente, por 30 minutos. A
seguir foram submetidos ao gotejamento de substrato misto recém
preparado DAB (DakoCytomation, Inc.,, CA, USA). Novamente foram
incubados por 3 até 5 minutos. Os cortes foram contracorados com
hematoxilina de Mayer e depois montados.

Controles positivos e negativos foram usados em todas as marca-
coes e as laminas foram primeiramente analisadas por um observa-
dor, sem conhecimento prévio do grupo de identificacdo (de maneira
cega). Nesta andlise, foi anotada a presenca ou ndo de positividade
para o marcador anti-MCP-1. As areas positivas adquiriram coloracéo
acastanhada e foram analisadas pelo método da morfometria de
cores. Para tanto, foram capturadas imagens de 5 campos consecu-
tivos, de pars plana a pars plana contralateral, em objetiva de 40x,
utilizando a camera Olympus BX50, modelo DXC-107A e o software
Image Pro Plus. Tal software permitiu que as areas positivas fossem
selecionadas e coloridas por um observador. A drea imunorreativa
foi automaticamente calculada pelo software. Estes dados foram
enviados ao programa Microsoft Excel (Redmond, WA) em forma
de planilhas para andlise estatistica. A varidvel drea imunorreativa
refere-se a somatodria de todas as areas positivas em cada um dos 5
campos analisados.

ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacao dos grupos definidos pelo tratamento em re-
lacdo as varidveis quantitativas, foi considerado o teste t de Student
para amostras independentes. Para a comparacdo entre as avaliagdes
inicio e eutanasia dentro de cada grupo, foi usado o teste t de Student
para amostras pareadas. A condicdo de normalidade foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilks. Varidveis que ndo apresentaram a condicao de
simetria foram submetidas a uma transformacéo logaritmica. Valores
de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram anali-
sados com o programa computacional Statistica v.8.0.

RESULTADOS

COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELACAO AS VARIAVEIS:
GLICOSE, COLESTEROL TOTAL, HDL E TRIGLICERIDEOS

O grupo dieta normal (GN) manteve as varidveis laboratoriais
estaveis e normais do inicio ao fim do experimento. Por outro lado,
os animais do GH (grupo dieta hipercolesterolémica) manifestaram
expressivo aumento do colesterol total na eutandsia. No momento
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basal, a média do colesterol total do GH era de 41,3 mg/dl e ao final
observou-se significativa elevacdo para 2146,8 mg/dl (p<0,001).
Outra varidvel laboratorial que demonstrou importante variacao
no GH foram os triglicerideos. No momento basal, a média dos tri-
glicerideos deste grupo foi de 46,5 mg/dl, enquanto que na eutana-
sia chegou a 168,5 mg/dl (p=0,001). A glicemia e o HDL colesterol
nao manifestaram variacoes significativas ao final do experimento
neste grupo.

COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELACAO A AREA TOTAL
IMUNORREATIVA A0 MCP-1

Houve aumento significativo da expressdo do MCP-1 na coroide
e esclera dos animais do GH (Tabela 1). A figura 1 demonstra o sig-
nificativo aumento da espessura da coroide e esclera do GH (B) em
relacdo ao GN (A). E possivel verificar também que a imunorreativida-
de coroidal e escleral ao MCP-1 do GH foi superior ao GN. As areas
imunorreativas adquiriram coloracdo acastanhada.

DISCUSSAO

J& foi demonstrado que a dislipidemia provoca disfuncéo do
endotélio vascular e consequente penetragdo passiva da LDL na
intima do vaso. A LDL sofre processo de oxidacédo, estimulando as
células endoteliais ao aumento da expressao de moléculas de adesdo
vascular (P-Selectin, ICAM e VCAM), da proteina de quimioatragcao de
mondcitos (MCP-1) e de seus receptores nos monocitos (CCR2). Esta
sequéncia de eventos facilita a ativacdo dos mondcitos e adesdo
destes ao endotélio®!31,

No presente estudo, foi administrada dieta rica em colesterol para
analisar a expressdo da MCP-1 nos vasos da coroide. Como esperado,
a dieta hipercolesterolémica provocou significativo aumento do
colesterol total e triglicerideos do GH em relagdo ao GN (p<0,001).
E importante ressaltar que, o tempo de dieta rica em colesterol (8
semanas), assim como a concentracdo de colesterol (1%), dada aos
animais do GH foi maior que em outro estudo realizado pelo nosso
grupo®. Este fato pode explicar a significativa diferenca entre a espes-
sura do complexo esclerocoroidal do GH em relacdo ao GN (Figura 1).
Assim como ocorre nos grandes vasos“'*'¥, a dislipidemia provocou
significativo aumento da expressao da MCP-1 na coroide e esclera
dos animais do GH (Tabela 1). MCP-1 é uma citocina quimiotatica de
baixo peso molecular (8-10 kDa) que esta envolvida no recrutamento
de mondcitos para o local de inflamagao!®'®. Embora a MCP-1 néo
se expresse em vasos normais, varios estimulos, com destaque para
a resposta a oxidacéao de lipideos, podem induzir a liberacdo de ci-
tocinas inflamatorias. Estas citocinas promovem secrecao de MCP-1
pelas células endoteliais, células musculares lisas vasculares e células
do epitélio pigmentario da retina (EPR) que conduz ao acumulo de
leucdcitos e perpetua a reacao inflamatérial'’2".

Na aterosclerose, estd muito bem definida a participacao desta ci-
tocina quimiotdtica na formacédo da placa ateromatosa. A MCP-1 atrai
0s mondcitos da circulacdo para o endotélio vascular. Estas células
diferenciam-se em macréfagos que, através de “scavenger receptors”
(CD36 e SR-A), absorvem a LDL oxidada e formam os histiocitos. Os
histiocitos expressam citocinas inflamatérias, enzimas e fatores de
crescimento que, ao lado das citocinas liberadas pelas células T ati-
vadas, promovem processo inflamatorio, proliferacdo e migracdo de

Tabela 1. Area esclerocoroideana imunorreativa ao MCP-1 entre os grupos GH e GN

Variavel Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrao  Valor de p*
Area imunorreativa GH 13 4346,8 37688 12131 87358 24271
GN 8 1483,0 14254 2993 27138 7973 0,001

GH= grupo dieta rica em colesterol; GN= grupo dieta normal
*= teste t de Student para amostras independentes, p<0,05

C= coroide; E= esclera

Figura 1. A) Segmento de complexo esclerocoroideano imunocorado com anticorpo primario MCP-1 de coelho do GN. Espessura normal do complexo esclerocoroideano, apresen-
tando poucas areas com deposicao de pigmentos acastanhados. O predominio da coloragdo azul em relacdo a coloracdo acastanhada indica a baixa imunorreatividade ao MCP-1.
B) Segmento de complexo esclerocoroideano imunocorado com anticorpo primario MCP-1 de coelho do GH. Observa-se acentuado espessamento de esclera (E) ocasionado pela
deposicao de histidcitos xantomatosos. Predominio de areas com deposicao de pigmentos acastanhados, representando a significativa imunorreatividade para o MCP-1, principal-

mente ao redor dos histidcitos xantomatosos.
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células musculares lisas e células endoteliais para dentro da intima do
vaso, formando assim a placa aterosclerética®'>'?. Considerando que
a hipercolesterolemia é um dos fatores modificdveis da degeneracdo
macular relacionada a idade (DMRI)¥?, e que citocinas, enzimas e fa-
tores de crescimento responsaveis pela formacdo da placa ateroma-
tosa também podem ter participagdo na génese da doenga macular
degenerativa®'®'?, espera-se que a MCP-1 desempenhe igual funcao
nos vasos da coroide.

Ao induzirmos a hipercolesterolemia, tentamos criar neste expe-
rimento condicéo fisiopatogénica similar a DMRI. Ou seja, acimulo
de lipideos sub-retiniano que atrai macréfagos com objetivo de
absorver a LDL oxidada. E importante lembrar que, independente-
mente do aumento do colesterol sérico, o EPR é fonte continua de
producao de lipideos e ésteres de colesterol®. Nao menos impor-
tante é a constatacdo de que lipidios oxidados sdo encontrados
na fase inicial da DMRI®. Estes depdsitos originam-se da falha na
degradacdo final de produtos resultantes da fagocitose dos seg-
mentos externos das células fotorreceptoras, ricas em dcidos graxos
poli-insaturados e vitamina A®¥. Os lipideos oxidados estimulam a
expressdo de fatores quimiotéticos, tais como IL-8 e MCP-1, pelas
células do EPR, os quais tém potencial para recrutar macréfagos®??.
Recente estudo demonstrou que a MCP-1 contribui para apoptose
das células do epitélio pigmentério da retina, podendo assim desen-
cadear a DMRI®®. Sendo assim, o modelo adotado neste estudo tam-
bém induz a expressao de MCP-1 na coroide e esclera. Isto explica
a presenca de macréfagos no espaco sub-retiniano e consequente
aumento de espessura do complexo esclerocoroideano observada
neste e em outros relatos!?.

Por outro lado, a relacdo entre o aumento da expressdo da
MCP-1, e consequente presenca de macréfagos, ao desenvolvi-
mento da DMRI deva ser feita cautelosamente. Ja foi demonstrado
que o recrutamento de macréfagos para dentro do espaco sub-re-
tiniano ocorre de forma normal e fisioldgica em olhos humanos,
com a finalidade de remover seus debris?”. Além do que, o Unico
modelo experimental que simulou até o momento a DMRI humana,
induzindo a formacédo de drusas, deposicdo de lipofuscina no EPR
e neovascularizagdo coroideana, foi realizado em camundongos ge-
neticamente deficientes para Ccl-2 (MCP-1) e seu cognato no moné-
cito CCCR-2%®. Neste estudo, os animais com deficiéncia de MCP-1
e Ccr-2 tiveram o recrutamento de macréfagos prejudicado para o
espaco sub-retiniano. Devido a esta disfuncdo, houve acumulo de
debris, de complementos (C5), eimunoglobulinas (IgG). Estas altera-
¢oes possivelmente induziram a formacéao de drusas, deposicao de
lipofuscina no EPR e liberagdo de fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) pelas células do EPR, resultando no desenvolvimen-
to de membrana neovascular sub-retiniana (MNSR)%9.

Ao constatar que a DMRI e a aterosclerose apresentam meca-
nismos fisiopatogénicos similares“?, espera-se que os medicamen-
tos utilizados para o tratamento destas doencas tenham carac-
teristicas e desempenhos equivalentes. Experimentalmente, ja
foi demonstrado que a ativacdo do receptor gama ativado pelo
proliferador de peroxissomo (PPAR gama), utilizado com algum
éxito na doenca aterosclerética, foi efetiva em reduzir o nimero
de macrofagos no complexo esclerocoroideano e inibir a forma-
cdo de membrana neovascular sub-retiniana®=%. Sabe-se que
esta modalidade de medicamento reduz a expressao de citocinas
inflamatorias, enzimas e fatores de crescimento, inibindo conse-
quentemente o recrutamento de macréfagos®=%. Desta forma,
fica evidente que o entendimento da arquitetura inflamatoria na
DMRI e seus fatores de risco mostram-se cada vez mais importantes
no cenério atual.

Sendo assim, uma abordagem terapéutica da DMRI que vise
interferir na agcdo dos macréfagos devera ser muito bem ponderada.
Talvez, na fase inicial da DMRI, a neutralizagdo dos macréfagos possa
piorar o curso da doenca, visto que haverd maior acimulo de debiris,
imunoglobulinas e complemento®®. Na fase tardia da DMRI, a supres-
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sao dos macrofagos poderd ser interessante por neutralizar citocinas
inflamatdrias, como interleucinas e TNF-alfa, enzimas, como a MMP-9
que degrada a membrana basal, e fatores de crescimento, como o
VEGF, que promove a angiogénese®39,

CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que o aumento da expressdo da
MCP-1, no modelo experimental de hipercolesterolemia, pode ex-
plicar o acimulo de macréfagos na coroide e esclera. Futuras pes-
quisas, utilizando drogas que interfiram nesta citocina quimiotatica
poderao esclarecer eventual utilidade no tratamento da DMRI.
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