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Resumo

Objetivo: O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a expressao da molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) na esclera e coroide de
coelhos hipercolesterolémicos. Métodos: Coelhos New Zealand foram organizados em dois grupos: GN (grupo dieta normal), com-
posto por 8 coelhos (8 olhos), recebeu ragdo padrido 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 eutandsia. Ao final da 4* semana para
o GN e 8" semana para o GH foi realizada a eutandsia dos animais. Os olhos foram corados com hematoxilina-eosina e submetidos
a andlise histoldgica, histomorfométrica e imunohistoquimica com o anticorpo ICAM-1. Resultados: Observou-se significativo au-
mento do colesterol total e triglicerideos do GH em relacdo ao GN (p<0,001). A avaliagao histoldgica com hematoxilina eosina
revelou grande quantidade de macréfagos no complexo esclero-coroidal do GH. No GH constatou-se significativo aumento da
espessura da esclera e coroide em relacdo ao GN (p<0,001). Houve significativo aumento da expressao da ICAM-1 na esclera e
coroide dos animais do GH em relagdo ao GN (p<0,001). Conclusao: Este estudo demonstra que a dieta hipercolesterolémica induz
ao aumento da expressao da ICAM-1 na esclera e coroide de coelhos.
Descritores: Colesterol; Moléculas de adesao celular; Macréfagos; Coroide; Esclera; Degeneragao macular

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate the expression of the intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) in the sclera and choroid
of hypercholesterolemic rabbits. Methods: New Zealand rabbits were divided into two groups: the normal diet group (NG), with 8 rabbits
(8 eyes), was fed a standard rabbit diet for 4 weeks; the hypercholesterolemic group (HG), with 13 rabbits (13 eyes), was fed a 1%
cholesterol- enriched diet for 8 weeks. Total serum cholesterol, triglyceride, HD L cholesterol and fasting blood glucose exams were performed
at the start of the experiment and at the euthanasia time. HG and NG animals were euthanized after 8th week and 4th week, respectively.
Their eyes were stained with hematoxylin-eosin and underwent histological, histomorphometric and immunohistochemical analyses with
ICAM-I antibody. Results: The diet has induced a significant increase in total cholesterol and triglyceride levels in HG when compared
with NG (p<0.001). The histological analysis with hematoxylin-eosin revealed a large number of macrophages in the HG sclera-choroid
complex. Moreover, a significant increase in the HG sclera and choroid thickness was observed in relation to NG (p<0.001). There was a
significant increase in the ICAM-1 expression in HG sclera and choroid in relation to NG. Conclusion: This study has revealed that the
hypercholesterolemic diet induces an increase in the ICAM-1 expression in the rabbits’ sclera and choroid.
Keywords: Cholesterol;Cell adhesion molecules; Macrophages; Choroid; Sclera; Macular degeneration
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INTRODUCAO

eovascularizacdo intraocular patoldgica é uma compli-

cagdo que usualmente cursa com cegueira. Entre as pa-

tologias que apresentam esta evolucdo destacam-se a
retinopatia da prematuridade, retinopatia diabética, glaucoma
neovascular e degeneragdo macular relacionada a idade
(DMRI). A DMRI é uma doenca multifatorial. Alteracdes ge-
néticas, ambientais, demogréficas, dietéticas, clinicas, oculares
e de estilo de vida sdo responsaveis pelo desencadeamento des-
ta doenga?.

Ha décadas, a origem da DMRI vem sendo atribuida ao
acimulo excessivo e patoldgico de lipideos na membrana de
Bruch, proveniente da disfuncdo das células do epitélio
pigmentério (EPR)®. Recentemente, a descoberta do papel do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) na formacao
de neovasos subrretinianos foi importantissima para o melhor
entendimento da fisiopatogenia da DMRI. A partir deste fato,
importantes estudos foram realizados com o intuito de detectar
os mecanismos e as principais células responsaveis pela libera-
¢do do VEGEF. O suporte de estudos experimentais e clinicos re-
alizados anteriormente para detectar a origem e cura de outras
doengas organicas, demonstrando que a hipéxia € o principal
estimulo para libera¢do do VEGF®, facilitou o entendimento da
formacdao da rede neovascular subrretiniana na DMRI
exsudativa®”. Entretanto, angiogenese é um processo complexo
e que compreende vdrias etapas na qual, além dos fatores de
crescimento, as moléculas de adesao e citocinas inflamatoérias
estdo envolvidas e tém papel essencial®®.

A molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1) ou CD-54
¢ uma glicoproteina da superfamilia das imunoglobulinas. Como
outras moléculas de adesdao, ICAM-1 esta distribuido nas célu-
las endoteliais e leucdcitos, participando no recrutamento
leucocitario para o tecido lesado ou inflamado. Estudo reali-
zado em olhos de doadores humanos, que visou avaliar a distri-
buicdo da ICAM-1 na coriocapilar, demonstrou maior concen-
tracdo desta imunoglobulina na regido macular em relagao a
regido periférica®. Este achado sugere maior suscetibilidade da
madcula para o transito de células imunes, incluindo os macréfagos,
o que ajuda a explicar a maior ocorréncia de membrana
neovascular subrretiniana nesta regido. Sabe-se que os
macrofagos, além de produzirem VEGF®), sao também fonte de
citocinas inflamatdrias e pré-angiogénicas, tais como interleucina-
6 e fator de necrose tumoral (TNF)!*!Y que mediam a resposta
inflamatéria e contribuem de forma significativa para a forma-
¢ao da membrana neovascular subrretiniana®>13),

Tratamentos com drogas antiangiogénicas tém obtido me-
lhor desempenho que as terapias anteriores, porém o progndsti-
co visual ainda ¢é limitado®¥. Sendo assim, um modelo experi-
mental que induza a expressao de moléculas de adesdo no com-
plexo coroido-escleral tem potencial de simular as alteracoes
observadas na DMRI. Consequentemente, os conhecimentos
fisiopatogénicos adquiridos possibilitardo intervengoes terapéu-
ticas que poderdo culminar com tratamentos mais eficazes para
est doenca.

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a expressao da ICAM-
1 na esclera e coroide de coelhos hipercolesterolémicos.

METobpos

Para a realizacdo deste estudo, o protocolo foi aprovado
pela Comissio de Etica em Experimentacio Animal da Pontificia
Universidade Catdlica do Parand, seguindo os principios da De-
claracdo de Helsinque (1964) e da Association for Research in
Vision and Ophthalmology (ARVO).

Ambiente de experimentacio

Os procedimentos deste estudo foram realizados nas de-
pendéncias 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 ci-
clos de iluminagdo 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
cunicullus), da linhagem New Zealand, procedentes do Biotério
Central da Pontificia Universidade Catolica do Parand, com ida-
de média aproximada de 110 dias e peso médio de 2.770 gramas.
Os animais foram divididos em 02 grupos: grupo 1 (GN), com-
posto por 08 coelhos, e grupo 2 (GH) composto por 13 coelhos. O
GN (grupo de dieta normal) recebeu ragdo padrdo para coelhos
de laboratério Nuvital® (Nuvital, Colombo, Brasil) e foi submeti-
do a eutandsia em 04 semanas. O GH (grupo
hipercolesterolémico) recebeu ra¢do padrao para coelhos de la-
boratdrio Nuvital® (Nuvital, Colombo, Brasil), acrescida de
colesterol a 1%, em todo o periodo do estudo (ragido suplemen-
tar). Este grupo foi submetido a eutandsia ao final de 8 semanas.

Cada coelho foi submetido a dosagem sérica de colesterol
total, triglicerideos, colesterol HDL, glicemia de jejum no inicio
do experimento e no momento da eutandsia. As coletas das amos-
tras sanguineas foram realizadas através de punc@o da veia mar-
ginal auricular magna sob anestesia geral com injegao
intramuscular de ketamina Smg/kg e xylazina 35mg/kg. As do-
sagens plasmaticas de glicemia, colesterol total, colesterol HDL
e triglicerideos foram realizados pelo método enzimadtico
colorimétrico automatizado (Architec® - Abbott). Uma soroteca
com 500 microlitros de cada animal foi congelada para andlises
futuras. O peso dos coelhos foi aferido em rotina semanal.

Os animais foram sacrificados com inje¢do endovenosa de
SmL de pentobarbital e os olhos imediatamente fixados em
paraformaldeido a 4% (Merck, Darmstadt, Germany), em 0,1M
fosfato/pH 7,4 por 4 horas, para andlise histomorfométrica e
imunohistoquimica.

Preparo da racao suplementar

Para fazer a racdo hipercolesterolémica a 1%, utilizada nas
oito semanas do experimento, utilizou-se 200 gramas de colesterol
(Sigma-Aldrich a 95%®) dissolvido em 800 mililitros de clorofér-
mio (Biotec®), que foi distribuido homogeneamente em 20 quilo-
gramas de ragdo Nuvital® (Nuvital, Colombo, Brasil). Antes de
administrar a ra¢do aos coelhos, esperou-se um periodo minimo
de 24 horas para adequada evaporacao do cloroférmio. A quanti-
dade didria ofertada para cada animal foi de 600g ao dia®™.
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Analise histomorfométrica (quantitativa)

Os dois olhos de cada animal foram removidos e submeti-
dos a fixacdo, porém somente um foi escolhido, de forma aleato-
ria, para o estudo. Depois da fixacdo, os espécimes foram ava-
liados macroscopicamente. Procedeu-se entdo uma seccdo axial
ao nivel do nervo 6ptico, dividindo os globos oculares em duas
metades iguais (superior e inferior). A metade inferior foi es-
tocada para estudos posteriores. J4 a metade superior foi sub-
metida a desidratacdo, diafanizacdo e impregnagdo em parafi-
na, 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 micrétomo, marca Leica® modelo
RM2145 (Leica, Wetzlar,Germany), a Sp para obtencdo dos
cortes histolégicos. Estes cortes foram pescados em lamina de
vidro com albumina, corados com hematoxilina-eosina ¢ mon-
tados com laminula de vidro de 24x90mm Entellan, Merck®
(Merck, Darmstadt, Germany).

Para a andlise quantitativa, os cortes corados em
hematoxilina-eosina previamente selecionados foram analisados
microscopicamente com objetiva de 4x. Com uma caneta de
retroprojecdo azul, a porcao posterior da hemisec¢ao do globo
ocular foi dividida, manualmente, em 10 segmentos iguais (de
pars plana a pars plana contralateral). Foi entdo feita a captura
de uma imagem por segmento através de microscopio Olympus
BX50 acoplado a camera Sony e software ImageProplus®. Em
cada imagem capturada foram realizadas 4 medidas
morfométricas lineares utilizando-se o software Image-Pro Plus®
para avaliar a espessura da esclera e coroide nos 10 segmentos.
Finalmente foram realizadas as médias das 4 medidas de cada
um dos 10 segmentos em cada um dos espécimes analisados. A
espessura foi expressa em micrometros.

Preparacao do tecido e andlise imunohistoquimica

Os cortes histolégicos foram desparafinizados e re-
hidratados, sendo feito posteriormente o bloqueio da peroxidase
endogena. Posteriormente foram lavados em dgua deionizada e
incubados em cdmara imida a 95°C por 20 minutos para recupe-
racdo antigénica. Apoés esta fase, foi realizado novo bloqueio da
peroxidase endégena. Os cortes foram cobertos pelo o anticorpo
primario monoclonal produzido em camundongo ICAM-1 da
marca novocastra® (Newcastle upon Tyne, England) (diluicao
1:100). Posteriormente, foi recoberto com anticorpo secundario,
polimero marcado-HRP anticamundongo advance® System
(DakoCytomation, Inc., Carpinteria, CA) e incubados, a tempe-
ratura ambiente por 30 minutos. A seguir foram submetidos ao
gotejamento de substrato misto DAB (DakoCytomation, Inc.,
CA, USA). Novamente foram incubados por 3 até 5 minutos. Os
cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer e de-
pois montados.

Controles positivos e negativos foram usados em todas as
marcagOes e as laminas foram primeiramente analisadas por um
observador, sem conhecimento prévio do grupo de identificagdo
(andlise mascarada). Nesta andlise, foi anotada a presenca ou
ndo de positividade para o marcador ICAM-1. As dreas positi-
vas adquiriram coloragio acastanhada e foram analisadas pelo
método da morfometria de cores. Para tanto, foram capturadas
imagens de cinco campos consecutivos, de pars plana a pars pla-
na contralateral, em objetiva de 40x, utilizando a camera
Olympus BX50, modelo DXC-107A e o software Image Pr6 Plus.
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Tal software permitiu que as dreas positivas fossem selecionadas
e coloridas por um observador. A drea imunorreativa foi auto-
maticamente calculada pelo software e expressa em
micrémetros®. Estes dados foram registrados no programa
Microsoft Excel (Redmond, WA) em forma de planilhas para
andlise estatistica. A variavel drea imunorreativa refere-se a
somatdria de todas as areas positivas em cada um dos cinco cam-
pos analisados.

Analise estatistica

Para a comparacao dos grupos definidos pelo tratamento
em relag@o as varidveis quantitativas, foi considerado o teste ¢
de Student para amostras independentes ou o teste nado-
paramétrico de Mann-Whitney, quando apropriado. A condi¢ido
de normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilks. Valores
de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram
analisados com o programa computacional Statistica v.8.0.

RESULTADOS

Comparacio dos grupos em relacdo as variaveis: glicose,
colesterol total, HDL e triglicerideos

O grupo dieta normal (GN) manteve as varidveis
laboratoriais estdveis 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 basal, a média do
colesterol total dos grupos era de aproximadamente 41,3mg/dL e
ao final observou-se significativa elevacdo para 2146,8mg/dL
(p<0,001) no GH. Outra varidvel laboratorial que demonstrou im-
portante variacdo no GH foram os triglicerideos. No momento basal,
a média dos triglicerideos dos grupos foi de aproximadamente
46,5mg/dL, enquanto que na eutandsia chegou a 168,5mg/dL
(p=0,001) no GH. A glicemia e o HDL colesterol ndo manifesta-
ram variagdes significativas ao final do experimento neste grupo.

Andlise da esclera e coroide com hematoxilina eosina

O grupo normal apresentou raros histidcitos na esclera e
coroide (figura 1), enquanto que os animais do grupo
hipercolesterolémicos exibiram grande quantidade de
macréfagos nestas estruturas, culminado com aumento de suas
espessuras (figura 2).

Figura 1: Esclera e coroide de animal do GN

Observam-se raros histiocitos na esclera e coroide.
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Observa-se espessura aumentada da esclera e coroide
Esclera provocada pelo elevado nimero de histidcitos.

Comparacio dos grupos em relacio espessura da esclera
e coroide (morfometria)

O GH apresentou significativo aumento da espessura da
esclera e coroide em relagdo ao GN (p<0,001) (tabela 1).

Comparacao dos grupos em relacio a area total
imunorreativa ao ICAM-1

Os animais do grupo hipercolesterolémico apresentaram
aumento significativo da expressdo do ICAM-1 na esclera e
coroide em relagdo ao GN (p<0,001) (tabela 2), caracterizado
pelo predominio da colorac@o acastanhada destas estruturas (fi-

Coroide gura 3-B). Por outro lado, a esclera e coroide do GN apresenta-
] ) ) - ram-se mais delgadas que o GH e com predominio da coloragdo
Figura 2: Esclera e coroide de animal do GH azulada, indicando a baixa imunorreatividade ao anticorpo

ICAM-1 (figura 3-A).

Tabela 1

Valores da espessura da esclera e coroide (em micrometros)

Variavel Grupo N Média Mediana  Minimo  Maximo Desvio padrio  Valor de p*
Morfometria da GN 8 2329 2214 192,9 307,7 358
coroide e esclera GH 13 382,5 387,9 2540 475,0 60,5 <0,001

(*) Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05;
GN: Grupo dieta normal; GH: Grupo dieta rica em colesterol

Tabela 2
Area total imunorreativa da esclera e coroide ao anticorpo ICAM-1
obtida com a técnica de morfometria de cores; Os resultados foram expressos em micrometros

Variavel Grupo n Média Mediana Minimo  Maximo Desvio padrio  Valor de p*
Area imunorreativa GN 8 607,0 218.5 50,2 2200,4 858,7
GH 13 3600,2 3288,7 1867,7 6368,8 13773 <0,001

(*) Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05;
GN: Grupo dieta normal; GH: Grupo dieta rica em colesterol

A

Figura 3:Imunorreatividade da esclera e coroide ao anticorpo ICAM-1: A. Complexo esclero-coroidal de coelho do GN; predominio da
coloragdo azul que indica a baixa imunorreatividade & ICAM-1; esclera e coroide delgadas; B. Esclera e coroide de coelho do GH; predomi-
nio da coloragdo acastanhada que indica a alta imunorreatividade a ICAM-1; grande quantidade de macréfagos na esclera (E); coroide e
esclera espessadas; E: esclera; C: coroide
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DiscussAo

Em recente estudo experimental, nosso grupo demons-
trou que a dieta hipercolesterolémica provoca aumento da
expressao da MCP-1 na coroide e esclera levando-nos a crer
que as alteracdes que ocorrem nos grandes vasos, que condu-
zem a formacdo da placa aterosclerdtica, acontecem também,
de forma andloga, no complexo coroido-escleral®®. Uma vez
constatado o aumento das moléculas quimiotdticas como a
MCP-1, fazia-se necessdria avaliar as moléculas de adesdo
com o intuito de fortalecer a hipdtese sugerida de que a
aterosclerose e a DMRI apresentam mecanismos
fisiopatogénicos similares(71?,

Sabe-se que no olho normal, a imunoglobulina ICAM-1
apresenta baixa expressdo no endotélio vascular da coroide e
retina, assim como no EPR, membrana de Bruch e membrana
limitante externa@®2?. Porém, em condi¢bes patoldgicas, como
na DMRI exsudativa, ocorre significativo aumento da expres-
sdo da ICAM-1 nos vasos da coroide e células do EPR. Este
aumento da imunorreatividade foi observado principalmente
na periferia da MNSR, onde existe grande nimero de vasos®.
O aumento da expressdo da ICAM-1 no EPR e na coroide,
durante a formagdo da MNSR, também foi observado em estu-
dos experimentais, sugerindo que esta imunoglobulina esta en-
volvida na génese da DMRI®2), Fortalecendo esta hipétese,
outro experimento demonstrou que camundongos deficientes
geneticamente para ICAM-1, ou seu contrarreceptor CD18,
desenvolveram MNSR com menor volume quando compara-
dos com os camundongos normais®.

No presente estudo, a dieta rica em colesterol induz a
significativo aumento da expressdo da ICAM-1 na esclera e
coroide. Por estar envolvido no recrutamento leucocitdrio no
tecido inflamado®”, o aumento da expressdo desta
imunoglobulina pode justificar o significativo aumento de
macréfagos e o consequente aumento da espessura do comple-
X0 esclero-coroidal observado neste e em outros estudos.

Sabe-se que as células inflamatdrias e o sistema com-
plemento tém significativa participagdo na génese da
DMRI®, J4 foi demonstrado que os macréfagos produzem
citocinas inflamatérias, fator tecidual, VEGF e outros fatores
angiogénicos®*%), Experimentalmente observou-se que a
deplec¢do generalizada dos macréfagos provoca diminuicdo da
atividade da MNSR®?, Sendo assim, hd uma concordancia a
respeito do importante papel dos macréfagos na génese da
DMRI. Neste contexto, € importante frisar que o LDL oxida-
do é o grande estimulo para o aumento de moléculas
quimiotdticas, moléculas de adesdo que irdo atrair os
macréfagos para o sitio inflamatorio, tanto na aterosclerose
como na DMRI®Y. Porém, sabe-se que ndo somente o LDL
oxidado induz o aumento da expressdo da ICAM-1, mas tam-
bém o LDL nativo tem esta condi¢do®?. Desta forma, o LDL
que se deposita na membrana de Bruch, originado da degra-
dacdo das extremidades dos fotorreceptores pelas células do
EPR®3) tem potencial de aumentar a expressdo destas mo-
léculas de adesdo. Este fato pode ser determinante no aumento
do nimero de macréfagos e desencadeamento da
DMRI.Sendo assim, modelos experimentais que induzam a
formagdo de macréfagos na coroide, através do aumento de
moléculas quimiotadticas ou aumento de moléculas de adesao,
podem simular a doenga macular degenerativa, propiciando
no futuro testes terapéuticos contra esta doenca.
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CoNCLUSAO

Este trabalho demonstrou que o aumento colesterol sérico
em modelo experimental provoca aumento da expressdao da
ICAM-1, podendo explicar o actimulo de macréfagos na esclera
e coroide. Futuras pesquisas, utilizando drogas que interfiram
nesta molécula de ades@o poderdo esclarecer eventual utilidade
no tratamento da DMRI.
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