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RESUMO

As degeneracdes retinianas sdo a maior causa de cegueira no mundo, sendo a
Degeneracdo Macular Associada a Idade (DMAI) a mais importante. A DMAI € uma
doenca de caréter lento, progressivo e de causas multifatoriais. O estresse oxidativo
causado pela exposicado a luz € o principal fator de risco para esta enfermidade.
Embora ndo haja cura, a suplementacao dietética com acidos graxos polinsaturados
de cadeia longa w-3 (w-3 LCPUFAS) € indicada para a reducédo da progressao da
doenca. O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da suplementacgéo
dietética com w-3 LCPUFAs em camundongos albinos (SWISS) submetidos a
exposicao a luz de média intensidade. Os animais foram suplementados com dieta
rica em w-3 LCPUFAs e expostos a luz branca (3000LUX) por 12 horas, e em
seguida avaliados nos periodos de 0, 7, 14, 21, 30, 60 e 90 dias ap0s a exposicao.
Camundongos alimentados com ragdo comercial serviram como controle. Os grupos
foram avaliados quanto a morfologia da retina, espessura da camada nuclear
externa, numero de células do Epitélio Pigmentar da Retina (EPR), presenca e
ativacdo de microglias, imunolocalizacdo de PEDF, presenca de células em
apoptose e neovascularizagées. Nossos resultados indicaram que imediatamente
apos a exposicao a luz, os animais suplementados tiveram alteracdes atenuadas em
relacdo ao grupo controle. Entretanto, nos periodos seguintes, 0S Qrupos
suplementados apresentaram lesfes equivalentes ou até mesmo mais acentuadas
em relagdo ao grupo controle. Estes resultados sugerem que os w-3 LCPUFAs
possuem um efeito dual sobre a retina, exercendo uma neuroprotecao inicial e, e em

seguida, atuando de maneira nociva.

Palavras-chave: degeneracdo luz-induzida, acido docosa-hexaendico, estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Retinal degenerations are the major causes of blindness in the world, and the Age-
Related Macular Degeneration (AMD) is the most important. The AMD is a slow and
progressive disease with multi-factorial causes. The oxidative stress caused by light
exposure is the major risk factor for this disease. Although there is no cure, dietary
supplementation with w-3 long chain polyunsaturated fatty acids (w-3 LCPUFAS) is
indicated for reduction of disease progression. The purpose of our study is evaluate
the effects of dietary supplementation with w-3 LCPUFAs in albino mice (SWISS)
subjected to medium intensity light exposure. The animals were fed with a diet
enriched with w-3 LCPUFAs and exposed to white light (3000LUX) for 12 hours, and
then evaluated at periods of 0, 7, 14, 21, 30, 60 and 90 days after exposure. Mice fed
with a commercial diet served as controls. The retinal morphology, outer nuclear
layer thickness, Retinal Pigmented Epithelium (EPR) cell number, presence and
activation of microglial cells, PEDF immunolocalization, presence of apoptotic cells
and retina neovascularization. Our results indicated that immediately after light
exposure, supplemented animals had attenuated lesions compared to the control
group. However, in subsequent periods, supplemented groups showed lesions
similar or even more pronounced as the control group. These results suggest that w-
3 LCPUFAs have a dual effect on the retina, exerting an initial neuroprotection, and

then exhibiting a deleterious effect to the retina.

Keywords: Light-induced degeneration, Docosahexaenoic Acid, Oxidative Stress.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

As afeccbes que atingem a retina constituem um grande risco a sua
integridade, uma vez que nédo se regenera, podendo sofrer degeneracodes, displasias
e outras enfermidades que podem comprometé-la irreversivelmente (SLATTER,
2005).

Dentre os varios tipos de enfermidades que acometem a retina de seres
humanos a Degeneracdo Macular Associada a ldade (DMAI) é a mais importante,
caracterizada pela morte dos fotorreceptores, destacando-se como uma importante
doenca, sendo responsavel por cerca de 90% das alteracdes retinianas que levam a
cegueira no mundo (GEHRS et al., 2006). Em alguns animais, como cées e gatos,
sdo observados alguns tipos de degeneracdes retinianas semelhantes aquelas
encontradas em seres humanos. Estudos recentes demonstram que alteracbes em
alguns genes séo responsaveis pelo desenvolvimento destas enfermidades e testes
genéticos especificos ja sdo rotineiramente utilizados na identificacdo destes genes
com a finalidade de se evitar a propagacdo destes nas proles de racas atingidas
(NARFSTROM e PETERSEN-JONES, 2008).

Acredita-se que a exposicdo a luz € um dos fatores etiologicos fundamentais
da DMAI (TAYLOR et al., 1990; MARGRAIN et al., 2004 ; TOMANY et al., 2004;
VILLEGAS-PEREZ et al., 2005), assim como acelera a evolugéo das degeneracoes
hereditarias dos fotorreceptores, tanto em humanos (HECKENLIVELY et al., 1991)
como em animais (NAASH et al., 1996; ORGANISCIAK et al., 2003; CIDECIYAN et
al., 2005).

Devido a incapacidade de regeneracéo das células da retina de mamiferos as
lesdes causadas pela luz sdo de carater permanente (VILLEGAS-PEREZ et al.,
2005). Portanto, é de fundamental importancia a busca de terapias que atenuem ou
bloqueiem o processo de degeneracdo, como 0 uso de substancias antioxidantes
para o retardamento e bloqueio dos processos degenerativos da retina.

Apesar de existirem diversos estudos que associam o0 uso de substancias
antioxidantes a neuroprotecao retiniana, novas pesquisas sdo necessarias para a
elucidacdo dos mecanismos moleculares e niveis seguros para utilizacdo na clinica

oftalmoldgica em seres humanos e animais.



13

2 REVISAO DE LITERATURA

A grande maioria dos animais possui 0rgdos capazes de perceber estimulos
luminosos. Desde estruturas mais simples como o ocelo, composto de
fotorreceptores e um epitélio pigmentar subjacente, encontrados, por exemplo, em
planarias, até os olhos dos vertebrados, como seres humanos, que constituem um
aparato especializado na captura de estimulos luminosos. Os diferentes niveis de
complexidade dos aparelhos visuais séo reflexos das adaptacées ao meio ambiente,
seja para deteccdo de fonte de alimento, acasalamento, relacdo predador/presa,
orientacdo ou simplesmente captar os ciclos de claro/escuro pelo movimento do sol
(YAU e HARDIE, 2009).

Atualmente, sabe-se que para ocorrer a experiéncia visual propriamente dita,
sdo gerados paralelamente diversos estimulos, que sdo modulados em diferentes
niveis e finalmente associados no encéfalo. O primeiro nivel de modulacdo da
informacé&o luminosa ocorre no olho (HUBERMAN et al., 2008).

Longe de ser apenas um 0Orgao de captura da luz e transmissao de impulsos
nervosos, o olho é o aparato responsavel pelo primeiro processamento da imagem.
Este é composto de estruturas que refratam a luz, como a cérnea e o cristalino, bem
como a iris, que regula a quantidade de luz que incide sobre a retina (SLATTER,
2005).

Figura 1: Representacdo de um olho
humano em corte longitudinal.
Fonte: SENSE organs-eyes, 2011.
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2.1 RETINA

A retina constitui a por¢cao nervosa do globo ocular e esta localizada em seu
segmento posterior, internamente estd em contato com o0 corpo vitreo e,
externamente com o epitélio pigmentar e Membrana de Bruch. Juntamente com o
nervo Optico, é considerada uma extensdo do Sistema Nervoso Central, sendo
derivada do prosencéfalo embrionario (SLATTER, 2005).

Constantemente bombardeada por fétons, a retina ndo somente capta a luz e
a transforma em sinal eletroquimico, mas também é responsavel pelo primeiro
processamento da informacdo luminosa, que contribui para a visualizacdo de cores,
contraste, movimento relativo e profundidade. Sem este processamento, a
guantidade de estimulos gerados seria tdo grande tornando impossivel obter a visao
como a conhecemos (SUNG e CHUANG, 2010).

Com pequenas variagbes, a retina possui a mesma estrutura entre 0s
vertebrados. Esta organizada em camadas distintas, que sdo atravessadas pela luz
que atinge ultimamente os fotorreceptores, cones e bastonetes. A disposicéo
aparentemente contra-intuitiva € explicada pelo fato de que os fotorreceptores estéo
intimamente relacionados com uma camada monocelular denominada EPR, Epitélio
Pigmentar da Retina (SUNG e CHUANG, 2010; STRAUSS, 2005).

E a partir dos fotorreceptores que o processo visual se inicia. Apds a
estimulacdo destas células, sdo gerados sinais elétricos que por sua vez, séo
transmitidos a outros neurbnios (células bipolares, horizontais, amacrinas e
ganglionares) que tém a funcdo de modular, associar e retransmitir a informacéo, por
meio do nervo oOptico até o encéfalo (SUNG e CHUANG, 2010). Segundo Baccus
(2007), foram identificados mais de 20 tipos de células amécrinas e ganglionares
que contribuem para este processo de modulacéo, fazendo parte de vias paralelas
que sdo ativadas ou inibidas por estimulos especificos, como mudancas na

intensidade da luz, movimentos de objetos, mudancas de cor, entre outros.
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Figura 2. Diagrama da retina de vertebrado evidenciando-se as
células envolvidas no processamento visual.
Fonte: SENSE organs-eyes, 2011.

Os feixes dos axodnios oriundos da retina fazem sinapses com diferentes
areas do tronco encefalico, corpos geniculados, tdlamo e cértex visual, onde
ocorrem novos processamentos dos estimulos para gerar a experiéncia visual
propriamente dita, assim como, para o controle dos movimentos oculares, equilibrio,
movimentos pupilares e regulacao do ritmo circadiano (HUBERMAN et al., 2008).

Existem dois tipos de fotorreceptores nos animais vertebrados, os cones e
bastonetes, estando intimamente relacionados com o EPR e dispostos
perpendicularmente a superficie da retina. Os fotorreceptores sdo células ciliares
modificadas sensiveis a luz. Os cones sdo responsaveis pela visdo sob iluminacao
intensa e mediam a captacdo de espectros especificos da luz fazendo parte
fundamental da percepcédo das cores, sdo assim denominados pelo fato de seus
segmentos externos possuirem formato conico. Além destas caracteristicas, 0s
cones sao responsaveis pela visdo em detalhes observada em primatas e algumas
aves (SLATTER, 2005). Em seres humanos existe uma grande concentracado de
cones em uma regido especifica da retina, chamada fovea, a qual possui grande

acuidade visual comparada a outras areas da retina. Nesta regido cada cone esta
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ligado a somente uma célula bipolar e a uma célula ganglionar, o que leva ao
aumento da resolucao da imagem (SUNG e CHUANG, 2010).

Os bastonetes constituem a maior parte dos fotorreceptores da retina,
fazendo parte da visdo em situacdes de baixa luminosidade e associados a
percepcdo de movimentos. Anatomicamente, sado divididos em segmento externo,
intimamente relacionado com o EPR, segmento interno, regido nuclear e processos
sinapticos (SLATTER, 2005). Os segmentos externos dos fotorreceptores estéo
preenchidos com discos de membrana nos quais contém pigmentos visuais. Estes
pigmentos sdo constituidos de um cromoforo derivado da vitamina A e de uma
apoproteina denominada Opsina (YAU e HARDIE, 2009). Segundo Terakita (2005),
existem mais de 1000 opsinas no reino animal, todas originadas de um ancestral

comum a vertebrados e invertebrados.
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Figura 3. Diagrama da morfologia de

um fotorreceptor bastonete.
Fonte: KRIZAJ e COPENHAGEN,
2002.

Dentre os diversos tipos de pigmentos visuais nos vertebrados, a rodopsina é
a mais estudada. Esta proteina esta localizada nos discos de membrana e na
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membrana plasmatica dos segmentos externos dos bastonetes. E uma molécula de
41 Kilodaltons (Kd) e possui uma conformagdo especifica, na qual sua por¢cdo N-
terminal esta sempre voltada para o interior dos discos ou para a matriz extracelular.
Sua regidao C-terminal contém diversos aminoacidos hidroxil, os quais podem ser
fosforilados. Acredita-se que estes aminoacidos servem para regular a sensibilidade
da rodopsina a luz. A por¢do da molécula que atravessa a membrana é composta
por sete a-hélices compostas de aminoacidos hidrofébicos. Entre as a-hélices esta
inserido o cromoforo derivado da vitamina A, denominado 11-cis retinal. Este aldeido
esta ligado a proteina no aminoacido lisina n. 296 por meio de uma base de Schiff
protonada (WHIKEHART, 1994; TERAKITA, 2005).

$ &

i

Satater 4

Meio Intradiscal

Figura 4. Diagrama da molécula de rodopsina, com o componente nao-
protéico 11-cis retinal em seu interior, inserida em um disco
de membrana de um bastonete.

Fonte: MIBFELDT, 1993.
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A isomerizacdo do cromoforo constituinte do pigmento visual marca o inicio
da visdo, a este processo da-se o nome de fototransdugdo. Apesar de existir em
todos fotorreceptores, a fototransducdo da rodopsina em bastonetes € a mais
conhecida (SUNG e CHUANG, 2010).

Quando fétons atingem a molécula de rodopsina, ocorre a isomerizacao do
11-cis retinal para all-trans retinal, criando uma molécula energeticamente instavel,
ou ativada, que rapidamente muda sua conformacdo, passando por estagios
intermediarios (Bartorodopsina, Lumirodopsina, Metarodopsina | e Il). Em seguida, a
molécula ativada se liga a uma proteina G trimérica denominada transducina pela
catalisacéo da troca de Guanosina Difosfato (GDP) por Guanosina Trifosfato (GTP).
A subunidade alfa dissociada da transducina ativa a Guanosina Monofosfato cicllico-
Fosfodiesterase (GMPc-Fosfodiesterase), a qual rapidamente hidrolisa a Guanosina
Monofosfato ciclico (GMPc) citoplasmatica. Conseqiientemente, a GMPc se dissocia
da membrana plasmatica dos canais de Sdédio, fechando-os. Este processo leva a
hiperpolarizacdo da membrana plasmatica, que inicia o impulso nervoso reduzindo a
liberacdo no neurotransmissor Glutamato na fenda sinaptica (WHIKEHART, 1994
;MOLDAY, 1998; LAMB e PUGH JUNIOR, 2004).
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Figura 5. Diagrama de parte do segmento externo de um bastonete, evidenciando-
se 0 a cadeia de fototransducao.
Fonte: PURVES et al., 2001.
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Os canais de sédio também séo permeaveis a ions de calcio, de maneira que,
quando ocorre seu fechamento, ha uma diminuicdo da concentracdo de calcio
citoplasmatico, estimulando a producao de guanilil ciclase, uma enzima que catalisa
a producdo de GMPc, levando a célula ao estado que se encontrava antes do
estimulo luminoso. A ativacdo da guanilil ciclase € mediada por uma proteina
denominada recoverina, que é sensivel aos baixos niveis de calcio no citoplasma.
Este mecanismo faz com que a célula se recupere rapidamente para ser estimulado
novamente e também, acredita-se que funciona como um regulador da sensibilidade
do fotorreceptor a diferentes intensidades de luz (ALBERTS et al. 1997). Durante
este processo de recuperacédo, a rodopsina ativada € rapidamente desensibilizada
pela fosforilacdo e ligacdo a arrestina (SUNG e CHUANG, 2010).

Apés a ligacdo da rodopsina ativada a molécula de arrestina, ocorre a
liberacéo do all-trans retinal, o qual é levado ao EPR e re-isomerizado em 11-cis
retinal para compor novamente a molécula de rodopsina. A este processo da-se o
nome de ciclo visual. Apesar de largamente estudado e ter a maioria de seus
componentes identificados e caracterizados, a biologia celular deste mecanismo téao
complexo ainda permanece desconhecida (SUNG e CHUANG, 2010). Atualmente
sabe-se que o all-trans retinal sofre uma série de rea¢gfes de oxidagdo e reducdo
pela acdo de enzimas denominadas retinol desidrogenases para chegar a ser re-
isomerizada. Além destas enzimas, outro grupo de proteinas, denominadas
chaperonas s&do extremamente importantes no processo, de modo que, dentre
outras funcdes, exercem o papel de transporte do cromoforo entre 0o segmento
externo do fotorreceptor e o epitélio pigmentar da retina (STRAUSS, 2005). A
Proteina Especifica do Epitélio Pigmentar da Retina de 65KDa (RPE65), € uma
destas chaperonas que atuam diretamente no processo de re-isomerizagao.
Algumas doencas retinianas congénitas estdo associadas com mutacdes desta
proteina, indicando que ela é crucial para a regeneracao do pigmento visual (CAI et
al., 2009).

Durante o processo de fototransducgdo, ocorre a descamacdo constante de
discos de membrana na extremidade dos segmentos externos dos fotorreceptores.
Estes discos sao ativamente fagocitados pelo EPR e novos surgem na base do

segmento externo. Esta caracteristica do EPR é essencial para o funcionamento dos



20

fotorreceptores, pois séo liberadas substancias toxicas como radicais livres, lipidios
e proteinas danificadas pela luz, que, se ndo fossem removidas do meio extracelular,
levariam a perda da homeostase da retina e morte de fotorreceptores (SUNG e
CHUANG, 2010). Aléem destas substancias, também sdo fagocitadas moléculas de
retinal que entram no ciclo visual, e também &acidos graxos essenciais para a
constituicdo dos discos de membrana sao fagocitados, processados e
reapresentados aos fotorreceptores para a formacdo de novos discos (STRAUSS,
2005).

Além de participar ativamente do processo de re-isomerizacdo dos pigmentos
visuais e fagocitar os discos de membrana liberados pelos fotorreceptores, o EPR
possui uma seérie de outras funcdes essenciais para o funcionamento da retina, que
sdo a absorcao da luz e protecdo contra foto-oxidacao, transporte transepitelial e a

secrecédo de fatores de crescimento (STRAUSS, 2005).

Fatores de
Crescimento

Transporte Transepitelial

Absorgaoda e Tamporamento de ions

Ciclo Visual Fagocitose

Coriocapilares Fenestrados

Glicose
Vitamina A

Figura 6. Diagrama das funcdes do Epitélio Pigmentar da Retina. SE, Segmento Externo do
Fotorreceptor; VM, Vilosidade de Membrana do epitélio pigmentar.
Fonte: STRAUSS, 2005.

O EPR é capaz de absorver a luz incidida sobre a retina. Com excecao de
animais albinos, suas ceélulas possuem uma grande variedade de pigmentos que
servem como filtros especializados em diferentes comprimentos de onda, em
especial aqueles que sdo mais danosos para a retina. O principal pigmento

7

constituinte do EPR é a melanina. Além deste, a lipofucsina, é outro pigmento
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acumulado no citoplasma destas células durante toda a vida. Em individuos idosos,
o acumulo de lipofucsina pode chegar a concentracdes tdxicas para a retina. O EPR
produz enzimas como a superoxido dismutase e catalase que atuam reduzindo os
niveis de radicais livres nas células, assim como substéncias ndo-enzimaticas, como
carotendides (luteina, zeaxantina, beta-caroteno), e pigmentos como a melanina,
contribuem para a manutengdo da homeostase do meio intra e extracelular
(STRAUSS, 2005; BEATTY et al., 2001).

As células do EPR, juntamente com uma membrana acelular subjacente,
Membrana de Bruch, formam uma barreira que separa 0s vasos sanguineos da
coroide, por¢cdo posterior da malha vascular do olho, do tecido retiniano. Por isso, o
EPR tem como funcéo fazer o transporte de agua, ions, nutrientes e metabdlitos da
retina aos vasos sanguineos e vice versa contribuindo para a manutencdo da
homeostase. O EPR também é capaz de compensar mudancas bruscas na
concentragdo ibnica do espaco subretiniano, principalmente de ions de potassio
(STRAUSS, 2005).

O EPR participa ativamente nos processos de angiogénese, por meio da
secrecdo de fatores de crescimento, que estao envolvidos desde a formacdo da
retina até em sua homeostase no individuo adulto. Dois fatores se destacam por sua
importancia clinica, o Fator Derivado do Epitélio Pigmentar (PEDF) e o Fator de
Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF). Na retina saudavel, o PEDF é secretado
em grade quantidade pelo EPR, o qual tem como func¢des atuar como neuroprotetor
e inibidor da neovascularizacdo. O VEGF por sua vez, € secretado em pequenas
quantidades e é responsavel pela preservagdo do endotélio vascular dos capilares
da cordide e também atua como um agente permeabilizante das fenestras do
endotélio. Estes dois fatores atuam em conjunto para a manutencdo dos vasos
sanguineos da coroide e retina. Qualquer alteracdo na relacdo entre eles pode
induzir a neovascularizagdes e perda da homeostase retiniana (STRAUSS, 2005).

Entre os tipos celulares que compdem a estrutura da retina, existem dois que
nao fazem parte das vias de transmissdo dos impulsos nervosos gerados pela luz.
S&do duas células da glia encontradas no SNC, denominadas Micréglia e célula de
Miiller (SLATTER; 2005).

A microglia constitui a populacdo de células fagocitarias da retina e sistema
nervoso.Como existe abarreira hematorretiniana, ndo ha circulacdo de células do

sistema imune do organismo, como leucdcitos e linfécitos. Portanto as microglias
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constituem a primeira defesa. Na retina saudavel, as microglias estdo em um estado
quiescente e se localizam na periferia do tecido. A qualquer sinal de alteragédo da
homeostase, séo ativadas e migram para area atingida atuando como fagocitos e
liberando citocinas para comunicagdo com outras células e neurdnios
(KARLSTETTER et al., 2010).

As células de Miller localizam-se em toda a espessura da retina e estédo
associadas intimamente com todos os tipos celulares. Inicialmente, pensava-se que
a célula de Muller possuia como Unica funcdo manter a estabilidade da arquitetura
da retina. Recentemente, sabe-se que esta célula possui muitas outras funcdes
essenciais para o funcionamento da retina, como a manutencdo da homeostase do
meio extracelular (ions, agua, pH e reciclagem de neurotransmissores), em retinas
vascularizadas, esta associada ao controle da angiogénese e regulacdo do fluxo
sanguineo. AlteragBes na homeostase retiniana leva a ativagdo da célula de Muller
denominada gliose. A gliose é caracterizada por respostas nao-especificas e
especificas dependendo dos fatores patogénicos envolvidos (BRINGMANN et al.,
2006).

2.2 DEGENERACAO RETINIANA

Com a mudanca do perfil da populagcdo mundial, principalmente nos paises
desenvolvidos, as doencas degenerativas adquiriram um papel importante nas
enfermidades que acometem os seres humanos. Dentre as doencas que atingem a
retina, as degeneragles retinianas estdo entre as que mais causam cegueira no
mundo, tanto em seres humanos, quanto em animais (OFRI e NAFSTROM; 2007;
BUCH et al., 2005).

As degeneracdes retinianas possuem em sua maioria um carater congénito e
hereditario. Mais de 100 genes estdo relacionados com estas enfermidades. Dentre
as principais estdo a Retinite Pigmentar (RP) e a Amaurose Congénita de Leber
(ACL). A RP compreende diferentes mutacdes que levam a morte de fotorreceptores
cones e bastonetes. Os principais sintomas incluem déficit visual progressivo,
cegueira noturna, até a perda total da visdo. Esta enfermidade geralmente inicia-se

na infancia ou adolescéncia, levando a lesdes severas entre 40 a 50 anos de idade.
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A prevaléncia da RP é de cerca de 1 entre 4000 individuos em um total de quase 1
milh&o de pessoas acometidas em todo o mundo (PREISING e HEEGAARD, 2004).
Dentre os tipos de mutacdes que caracterizam a RP, cerca de 40% sao
autossdmicas dominantes, 50% sé&o recessivas e 10% séao ligadas ao cromossomo X
(HARTONG et al.,, 2006). A ACL constitui uma distrofia rara, porém ndo menos
importante, que acomete individuos jovens. E caracterizada pelo surgimento de
defeitos visuais severos dentro dos dois primeiros anos de vida (PREISING E
HEEGARD, 2004). Apesar de sua patogenia ainda ndo estar totalmente elucidada,
estudos demonstraram que em 10% dos casos avaliados os individuos possuiam
mutacbes no gene RPEG65, o qual codifica a isomero-hidrolase de mesmo nome
(THOMPSON et al., 2000).

As degeneracfes retinianas sdo bastante conhecidas em animais. Segundo
Ofri e Nafstrom (2007), o primeiro caso de degeneracdo retiniana em cées foi
descrito em 1909 em um animal da raca Setter Gordon. A partir desta época,
inimeros casos foram relatados em mais de 100 racas de caes, sendo também
relatadas em gatos. Apesar de estarem agrupadas sob uma mesma denominacao,
Atrofia Progressiva de Retina (APR), ja foram identificados diferentes tipos de
degeneracBes hereditarias. Atualmente, cerca de 12 genes mutantes foram
identificados como causadores de APR em caes. Estas degeneracfes hereditérias
compartilham semelhancas com as observadas em seres humanos, sendo o céo,
um animal ideal para o desenvolvimento de modelos para a compreensdo dos
mecanismos patogénicos e para o teste de novas estratégias terapéuticas que
possam ser utilizadas no tratamento destas enfermidades (BELTRAN, 2009).

Entre as degeneracdes de carater adquirido, a Degeneracdo Macular
Associada a Idade (DMAI) se destaca como a maior causadora de cegueira entre 0s
idosos no mundo (GEHRS et al., 2006). Segundo Gu et al. (2003), cerca de 35% das
pessoas com déficit visual acima de 75 anos possuem algum grau de DMAI. E uma
doenca de causas multifatoriais que envolve diversos fatores de risco tanto
ambientais, quanto demograficos e genéticos, como idade, género, etnia, dieta,
tabagismo, educacédo, doencas cardiovasculares e exposi¢cao a luz. Alguns estudos
sugerem que o tabagismo, idade, dieta e exposicdo a luz sdo os fatores de risco
mais preponderantes para a doenca (TAYLOR et al., 1990; MARGRAIN et al., 2004 ;
TOMANY et al., 2004; VILLEGAS-PEREZ et al., 2005; COLEMAN et al., 2008;
JAGER et al., 2008). Apesar de sua patogenia ndo estar completamente esclarecida,
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sabe-se que acomete primariamente o EPR, fotorreceptores, Membrana de Bruch e
coriocapilares, culminando na atrofia do EPR, morte de fotorreceptores,
neovascularizacao retiniana, e consequente perda da visao (DING et al., 2009).

Para o estudo das degeneracdes retinianas, tanto hereditarias quanto
adquiridas, os animais de experimentacdo tém sido de grande utilidade. Existem
varios animais que apresentam degeneracfes hereditarias dos fotorreceptores
causadas, similarmente ao que ocorre em humanos, por mutacdes genéticas. Um
destes animais € o rato Royal College of Surgeons (RCS) que apresenta uma
degeneracdo hereditaria dos fotorreceptores (LAVAIL, 2001) causada por uma
mutacao do gene MERTK do epitélio pigmentar (D"CRUZ et al., 2000), mutacéo esta
que produz em humanos uma distrofia retiniana (GAL et al.,, 2000). Estudos
preliminares demonstram que a exposicao a luz acelera a evolucédo da degeneracao
retiniana do rato RCS (ORGANISCIAK et al.,, 1999). A causa desta degeneracao
deve-se ao fato do epitélio pigmentar ndo ser capaz de fagocitar os segmentos
externos dos fotorreceptores. Como na DMAI, a atrofia do epitélio pigmentar € um
evento frequente, sendo este modelo animal relevante para o estudo desta
enfermidade (LAVAIL, 2001).

2.3 FOTOTOXICIDADE

Apesar dos fotorreceptores serem células especializadas na fototransducéo, a
intensidade da luz ou até mesmo o espectro ao qual o animal é exposto pode levar a
um desequilibrio deste processo, assim como do ciclo visual de regeneracdo da
rodopsina. Isto pode culminar na morte de fotorreceptores e células do EPR, levando
a cegueira (REME et al., 2003).

O processo pelo qual a luz é o agente causador da lesdo denomina-se
fototoxicidade ou degeneracdo luz-induzida. O mecanismo é dado da seguinte
forma: o excesso de luz pode, num curto periodo, induzir a fototransducédo de
grandes quantidades de rodopsina, liberando radicais livres em excesso, e levando
ao estresse oxidativo dos fotorreceptores e EPR. Além disso, o acumulo de
componentes ou toxinas nao digeriveis, oriundos da fagocitose dos discos de

membrana dos segmentos externos dos fotorreceptores, no EPR leva a reducédo das
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funcbes vitais e eventualmente & morte celular (REME et al., 2003; CINGOLANI et
al., 2006).

A Lipofucsina € um pigmento acumulado no EPR, que, quando em excesso,
torna-se citotoxico, induzindo a formacdo de radicais livres. O aumento da
concentracdo de espécies reativas de oxigénio no interior do EPR leva a
desestabilizacdo de membranas de estruturas celulares como lisossomos e
mitocondrias. A reducédo da eficiéncia metabdlica resultante leva ao acumulo de mais
lipofucsina e ao surgimento de mais radicais livres. Um importante constituinte da
Lipofucsina € derivado da ineficiéncia do EPR em isomerizar o all-trans retinol. Uma
guantidade adicional desta substancia origina-se da fagocitose de restos de
membrana dos fotorreceptores. Este composto, N-retinil-N-retinilideno etanolamina,
também chamado de A2E, aumenta a sensibilidade do EPR a luz e possui diversos
efeitos toxicos sobre a célula (STRAUSS, 2005).

Os fotorreceptores também sdo diretamente atingidos pelos residuos da
fototransducdo excessiva. A grande quantidade de radicais livres no meio
intercelular induz a formacdo de proteinas e lipidios de membrana danificados
levando ao desequilibrio da célula que pode entrar em colapso e iniciar a cascata de
eventos que culminardo na morte por apoptose (HAFEZI et al., 1997).

Os mecanismos de fototoxicidade podem variar dependendo da intensidade,
duracdo, e espectro da luz (REME, 2005). Outros estudos ressaltam que tanto a
espécie quanto linhagens de animais de experimentacdo podem influenciar nas
respostas aos diferentes modelos de foto-exposicao (KELLER et al., 2001). Lavail et
al.(1987), em estudos independentes, identificaram diferengcas na velocidade de
regeneracdo da rodopsina em duas linhagens de camundongos (BALB/c e
C57/B16). Estes autores concluiram que o BALB/c possuia uma taxa de
regeneracao da rodopsina maior que a outra linhagem, sendo consequientemente, o
primeiro mais susceptivel a fotodegeneracao do que o segundo.

Estudos realizados por Grimm et al.(2000) identificaram um mecanismo de
regeneracado da rodopsina independente do ciclo visual. Eles observaram que a
rodopsina, quando estimulada por um feixe de luz com espectro entre 400 e 410 nm
(Luz azul), € decomposta em Metarodopsina Il e em seguida o all-trans retinal € re-
isomerizado em 11-cis retinal, tornando-se reativa novamente. Os autores sugerem

que a luz azul possui uma maior capacidade de causar danos a retina devido a este
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fenbmeno, no qual a rapida regeneragdo da rodopsina leva a um maior acimulo de
compostos toxicos e radicais livres.

Dependendo da quantidade de radicais livres e substancias toxicas geradas,
os fotorreceptores e EPR podem chegar a um limiar, que, quando ultrapassado, a
célula entra em processo de apoptose, que se revela como um evento crucial para o
agravamento da degeneracao luz-induzida (REME et al., 2000).

O processo de apoptose dos fotorreceptores pode ser dividido em quatro
fases. A primeira € a fase de inducdo, na qual a presenca de radicais livres e
substancias toxicas para a célula causam estresse oxidativo induzindo a liberacéo
de fatores pré-apoptéticos. A segunda é a fase efetora, na qual ocorre uma cascata
de reacdes que envolvem caspases e outras enzimas proteoliticas. A terceira é a
fase de execucdo, que é caracterizada pela lise do DNA. A Ultima fase é a de
fagocitose que é feita principalmente pelas microglias residentes e micréglias
derivadas de macrofagos recrutadas para a regido (REME et al., 2000; JOLY et al.,
2009).

As microglias respondem ao processo de degeneracdo dos fotorreceptores
por meio de citocinas que s&o liberadas pelos mesmos. Em estudo com
camundongo com degeneragdo hereditaria dos bastonetes (rd-1), Zeiss e Johnson
(2004) observaram a migracao e proliferagcdo de microglias para a camada nuclear
externa da retina, indicando que o processo de apoptose induziu sua ativacao.

ApoOs a ativacdo, as microglias migram para a regido afetada onde liberam
diferentes citocinas e fagocitam os fotorreceptores (LANGMANN, 2007). Apesar do
papel benéfico das microglias, a reagdo exagerada € atualmente compreendida
como um fator deletério para a retina, levando a liberacdo de fatores pro-
inflamatorios e a quebra da barreira hematorretiniana, induzindo a migracado de
macréfagos derivados da medula éssea e a formacédo de edema (KARLSTETTER et
al., 2010). Segundo Schuetz e Thanos (2004), micrdglias ativadas liberam fatores
pré-apoptoéticos em diversas doencas da retina.

Atualmente, estudos sobre a origem das microglias ainda sdo conflitantes.
Diversos grupos de pesquisa utilizaram técnicas de engenharia genética para a
formacdo de camundongos quimeras com o objetivo de avaliar a possivel origem
das micréglias recrutadas durante o processo degenerativo (KARLSTETTER et al.,
2010). Xu et al. (2007) em estudo com camundongos GFP (Proteina Fluorescente

Verde) identificaram um grupo de células presentes na retina derivado da medula
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O0ssea. Os autores sugerem que estas ceélulas penetram na retina por meio da
barreira hematorretiniana. No mesmo estudo, os autores observaram que a
proliferacdo de micréglias in situ € bastante limitada. Em contrapartida, Kaneko et al.
(2008) sugerem que a quantidade de células derivadas da medula 0ssea é bastante
reduzida em animais que néo sofreram lesdo na retina. Quando os animais foram
submetidos a degeneracgédo por oxidagao utilizando N-metil-N-nitrosurea, ocorreu um
aumento significativo de células GFP positivas oriundas da medula 6ssea (KANEKO
et al., 2008).

Durante o processo de degeneracdo, ocorre a morte de células do EPR, o
que leva ao agravamento do quadro, levando a liberacdo de fatores proé-
inflamatorios, presenca de exudatos subretinianos, migracédo excessiva de microglia
e macrofagos e neovascularizagdes (STRAUSS, 2005).

As células de Miller também possuem um papel importante do processo
degenerativo. Ap0s a célula entrar em gliose, ocorre a liberacdo de fatores de
protecdo para os neurdnios. Entretanto, a célula de Muller em gliose também libera
fatores pro-inflamatérios e altera os de neurotransmissores, como o0 glutamato, e
desregula canais idnicos, levando ao surgimento de edema retiniano e morte celular
(BRINGMANN et al., 2006).

A neovascularizagdo retiniana e coroidal constituem os ultimos eventos na
cronologia da degeneracao fototoxica da retina. Atualmente sabe-se que em seres
humanos enfermidades como a Degeneracdo Macular Associada a Idade (DMAI),
Retinite Pigmentar (RP) e Retinopatia Diabética Proliferativa (RDP), tém a
neovascularizacdo como um dos fatores mais importantes para seu agravamento
(BHUTTO et al., 2006; MATSUOKA et al., 2006).

Segundo Strauss (2005), mudancas nos padrdes secretorios do EPR estdo
diretamente relacionadas com a neovascularizacdo retiniana. Este mecanismo se da
pelo balanco de fatores anti e pro-angiogénicos, o PEDF e o VEGF. Quando ocorre
o desequilibrio do EPR ou a morte destas células, hd um aumento na concentracéo
de VEGF e uma diminuicio na de PEDF, induzindo a neovascularizacao
(MATSUOKA et al., 2006).

Em estudo clinico realizado em seres humanos com RDP e Doenca de Eale,
foi observado que a proporcdo entre VEGF e PEDF foi significativamente maior

nestes pacientes em relacdo a pacientes sadios. Além disso, a alta relacdo entre
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VEGF e PEDF foi correlacionada com o aumento dos sinais clinicos observados, e a
diminuicdo da relacédo teve efeito contrario (ANGAYARKANNI et al., 2009).

Huang et al. (2008), avaliaram a taxa de expansao vascular em camundongos
PEDF-deficientes. Os autores observaram que ocorreu uma maior expansao de
vasos na retina destes animais em relagdo aos animais sadios, concluindo que o
PEDF é crucial para a modulacdo do processo de vascularizacdo na retina em
desenvolvimento, bem como no controle da angiogénese na retina de animais
adultos.

Em estudo clinico em cavalos portadores de uveite recorrente, uma
enfermidade auto-imune, Deeg et al. (2007) observaram a diminuicdo da
concentracdo de PEDF e o aumento de VEGF no corpo vitreo destes animais,
sugerindo que estes fatores possuem uma relacdo com a patogenia da doenca

ainda nao totalmente elucidada.

2.4 TERAPEUTICA DA DEGENERACAO FOTOTOXICA

Apesar de estudos recentes demonstrarem que células-tronco embrionarias
podem se diferenciar em fotorreceptores e células do EPR, a aplicabilidade clinica
deste tipo de terapéutica ainda € impraticavel (BHARTI et al., 2010). Diante disto,
diversos grupos de pesquisa estudam meios de prevenir, atenuar ou bloquear os
efeitos da degeneracdo luz-induzida. A maior parte dos estudos busca atingir dois
pontos-chave no processo de fototoxicidade, a formacgao de radicais livres pela foto-
oxidacao e a apoptose de fotorreceptores e células do EPR, pelo uso de substancias
com caracteristicas antioxidantes e neuroprotetoras.

Chucair et al. (2007) avaliaram o uso dos carotendides Luteina e Zeaxantina,
em cultura de bastonetes submetidas a estresse oxidativo. Estes autores concluiram
gue as substancias protegeram as células dos agentes oxidantes e sugerem que
elas possuem caracteristicas neuroprotetoras por influenciar a sobrevivéncia e
diferenciacao dos fotorreceptores in vivo. Em modelo de estudo semelhante, Mandal
et al. (2009) avaliaram o efeito da curcumina, um pigmento natural utilizado com

tempero na culinaria asiatica, sobre células derivadas da retina in vitro. O pigmento
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reduziu niveis de fatores pro-inflamatérios, sendo um potencial componente
nutracéutico para a prevencao de degeneracoes retinianas.

Estudos recentes avaliaram o potencial neuroprotetor do resveratrol, um
polifenol encontrado principalmente em vinhos tintos e na casca de uvas. Os
pesquisadores observaram que a substancia protegeu os fotorreceptores da
fotodegeneracdo por meio da inibicdo da Proteina Ativadora-1 (AP-1), um dos
fatores que dao inicio ao processo de apoptose (KUBOTA et al., 2010).

Costa et al. (2008) observaram que a Epigalocatequina Galato (EGCG), um
dos principais componentes do cha verde, administrada a ratos expostos a luz, teve
efeito neuroprotetor sobre os fotorreceptores, reduzindo o niumero de células em
apoptose, assim como niveis de fatores pro-apoptoticos. Em contrapartida, Keller et
al. (2001) observaram que o anestésico volatil Halotano protege os fotorreceptores
contra a degeneracdo luz-induzida, pela inibicdo temporaria da regeneracdo da
rodopsina, indicando que esta substancia atua como neuroprotetor, sem exercer

necessariamente alguma acéo antioxidante.

2.5 ACIDOS GRAXOS POLINSATURADOS DE CADEIA LONGA w-3

Os acidos graxos polinsaturados de cadeia longa compreendem os acidos
graxos essenciais. Duas familias deste grupo existem na natureza, 0 w-3 e w-6.
Estes lipidios sdo caracterizados por possuirem grandes cadeias de carbono com
uma extremidade carboxila e duas ou mais duplas ligacdes metileno-interrompidas
(insaturacdes). Estruturalmente, séo classificados pelo numero de carbonos, duplas-
ligacOes, e proximidade da primeira dupla-ligagdo com o terminal metil (omega) da
cadeia de carbonos. Por exemplo, o acido aracdoénico é representado pela formula
20:4 w-6, ou seja, possui 20 carbonos com quatro insaturacbes em sua cadeia,
estando a primeira localizada a seis carbonos da extremidade terminal
(SANGIOVANNI e CHEW, 2005).
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Figura 7. Estrutura quimica do Acido Docosa-hexaendico, Acido Eicosapentaendico e
Acido Aracddnico. As moléculas estdo orientadas com o terminal Metila
(Omega) a esquerda.

Fonte: SANGIOVANNI E CHEW, 2005.

Os acidos graxos essenciais sdo assim denominados porque 0s seres
humanos e mamiferos ndo possuem a capacidade de biosintese destes compostos,
devido a auséncia natural de duas enzimas, a A-15 e A-12 desaturase. Por isso, nos
somos dependentes de fontes alimentares destes lipidios. Entre os acidos graxos w-
6, o Acido Aracddnico (AA) é o mais importante, sendo utilizado como substrato para
a formacao de moléculas envolvidas nos processos inflamatorios. Seu precursor € o
Acido Linoleico (LA). O &acido eicosapentaendico (EPA) e o docosa-hexaenoico
(DHA) sdo os acidos graxos w-3 principais, sendo derivados do a-LLNA, acido a-
Linolénico (SANGIOVANNI e CHEW, 2005).

Os acidos graxos essenciais geralmente existem sob a forma esterificada em
triglicerideos nos alimentos. No processo de digestdo, ocorre a hidrolise das ligagcoes
entre a molécula de glicerol e os lipidios por meio de enzimas pancreaticas. Os
acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (LCPUFAS) sédo, posteriormente, re-
esterificados em triglicerideos e fosfolipidios no interior dos enterdcitos. Em seguida,
estes compostos séo integrados a quilomicrons e lipoproteinas de baixa densidade
(VLDL), que sao transportados até a corrente sanguinea por meio do sistema

linfatico, chegando ao figado. Nos hepatdcitos, ocorre a sintese dos acidos graxos
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polinsaturados de cadeia longa w-3 (w-3 LCPUFASs), DHA e EPA, derivados do o-
LLNA. Dentre os w-3 LCPUFAs, o DHA é o mais estudado e de maior importancia
para a retina. A seguir é descrito o processo de absorcao e transporte deste acido
graxo (SANGIOVANNI e CHEW, 2005).

O a-LLNA entra no hepatdcito por meio de um processo mediado por receptor
e é ativado pela Coenzima-A (CoA). Este complexo entra no reticulo endoplasmatico
onde é desaturado em DHA-COA, que é, por sua vez, esterificado em fosfolipidios e
formam complexos com apoproteinas. Estes complexos sédo transportados em
vesiculas para o Complexo de Golgi, onde sdo agrupados em lipoproteinas e
secretados. O DHA se liga ao VLDL e triglicerideos e é transportado até os
coriocapilares, onde transportado atraves da barreira hematorretiniana para o
Epitélio Pigmentar da Retina (EPR). Para o DHA entrar na célula ocorre a hidrolise e
liberacdo do acido graxo livre por meio de receptores de membrana. A partir dai, o
DHA é levado aos segmentos internos dos fotorreceptores por meio de moléculas
chaperonas transportadoras, onde entram nestas células para formarem os
fosfolipidios dos discos de membrana dos segmentos externos dos fotorreceptores
(BAZAN, 1990).

Apesar de existir este processo de transporte e adicdo do DHA a retina, o
sistema Fotorreceptor-EPR, possui um mecanismo peculiar de conservagao deste
acido graxo. Os discos de membrana sédo fagocitados pelo EPR, onde sdo formados
os fagossomos, que sdo degradados formando grandes goticulas de lipidios ricos
em triglicerideos contendo DHA. Estes compostos sdo transportados até o segmento
interno dos fotorreceptores entrando novamente na formacdo de discos de
membrana. Durante este processo nao ha a presenca de DHA no citosol das células
do EPR, o que pode significar um mecanismo de protecdo contra 0 estresse
oxidativo (BAZAN, 1990).
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Figura 8. Diagrama do processo de absorcéo (Via Longa) e conservacéo (Via Curta) do Acido
Docosa-Hexaendico nos fotorreceptores. R=Processo mediado por Receptor.
Fonte: SANGIOVANNI E CHEW, 2005.

Diversos estudos indicam que os acidos graxos polinsaturados de cadeia
longa w-3 (w-3 LCPUFAS) compreendem um conjunto de substancias com potencial
antioxidante para a retina e sistema nervoso central, sendo o DHA o mais importante
(GORDON e BAZAN, 1997; MUKHERJEE et al., 2004). Segundo Kris-Etherton et al.
(2000), o consumo médio de w-3 LCPUFAs é de 1.6g por dia, geralmente na forma
de a-LLNA. O EPA e DHA compreendem cerca de 6 a 12% deste valor. As principais
fontes alimentares de a-LLNA séo os 06leos vegetais como o 6leo de canola, linhaga
e soja. JA o EPA e DHA tém como maiores fontes ovos, peixes e mamiferos
marinhos (SANGIOVANNI e CHEW, 2005).

Devido ao EPA e DHA estarem em suas maiores concentracbes em uma
variedade limitada de alimentos de origem marinha, a ingestdo destes nutrientes
pode ser um fator modificador em dietas para a reducdo de riscos de
desenvolvimento de degeneracles retinianas e outras doencas. A Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) recomenda um consumo meédio diario de cerca de 0,3 a
0,5g de EPA + DHA. Além disso, 6rgdos governamentais norte-americanos alertam
gue uma ingestao acima de 3g por dia de w-3 LCPUFASs, pode aumentar o risco de
hemorragias (KRIS-ETHERTON et al., 2002).

O DHA é o principal de w-3 LCPUFA constituinte dos fosfolipidios de
membrana dos fotorreceptores. Segundo Sangiovanni e Chew (2005), a maior

concentracéo corporal de DHA por unidade de area (cerca de 30% do total de acidos
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graxos da retina) € nos discos de membrana dos fotorreceptores. A composicéo
lipidica dos segmentos externos dos fotorreceptores € peculiar, pelo fato de que
cerca de 90% sao glicerofosfolipidios e 10% s&o lipidios neutros, como o colesterol.
Uma outra caracteristica dos discos de membrana € a composicdo de seus
fosfolipidios. Um fosfolipidio é constituido de uma porcao polar (grupo fosfato) e
duas apolares (acidos graxos ligados a uma molécula de glicerol). Os fosfolipidios da
retina sdo Unicos porque sdo consituidos de duas cadeias de &acidos graxos
poliinsaturados. Estes sdo assim denominados fosfolipidios poliendicos. Os tipos de
fosfolipidios encontrados na retina sdo Fosfatidil-Etanolamina, Fosfatidil-Serina
(12%), Fosfatidil-Colina e Fosfatidil-Inositol. O DHA constitui cerca de 50% dos
fosfolipidios de membrana dos segmentos externos dos fotorreceptores
(SANGIOVANNI e CHEW, 2005).

A constituicdo lipidica peculiar dos fotorreceptores indica que a grande
guantidade de DHA possui uma significancia funcional para estas células.
Atualmente sabe-se que as propriedades bioquimicas e biofisicas do DHA afetam a
funcdo da membrana, alterando sua fluidez, permeabilidade, espessura e ativacao
de proteinas ligadas a membrana. As propriedades bioquimicas do DHA também
podem explicar sua grande concentragdo na retina. Os &cidos graxos constituintes
dos fosfolipidios de membrana servem como precursores de moléculas de
sinalizacado que modulam a comunicacdao intracelular e modulam sinais autécrinos da
membrana plasmatica. Estes processos também influenciam o controle nuclear da
expressao de determinados genes (SANGIOVANNI e CHEW, 2005).

Diversos estudos foram realizados para elucidar o papel do DHA na retina
saudavel e em processos degenerativos. Sua acao antioxidante influencia, direta ou
indiretamente, diferentes aspectos dos processos degenerativos, como a fluidez da
membrana, reducdo da concentragdo de substancias oxidantes, modulacdo da
excitabilidade neuronal, liberacdo de fatores anti-apoptéticos e a migracdo de
micréglias (SANGIOVANNI e CHEW, 2005).

Em estudos com privacdo de DHA na alimentacdo de ratos, foi observada
reducdo da fluidez das membranas dos segmentos externos dos fotorreceptores
(BOESZE-BATTAGLIA et al.,, 2008; WEISINGER et al.,, 2002). Esta reducao da
fluidez influencia na velocidade da fototransducdo da rodopsina, bem como em sua
regeneracao, levando a uma diminuicdo da sensibilidade dos fotorreceptores a luz
(WEISINGER et al., 2002). Além disso, a baixa concentracdo de DHA na retina
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reduz a taxa de adesdo de moléculas intermediarias no processo de fototransducao,
como a proteina G, influenciando negativamente na transmiss@o do impulso nervoso
as células bipolares. Estes resultados sugerem que os déficits visuais observados na
deficiéncia de LCPUFAs podem resultar da baixa eficiéncia nas vias de
fototransducéo e ciclo visual da rodopsina (LITMAN, et al., 2001).

Ebert et al. (2009), avaliaram o efeito do DHA sobre a ativagdo de microglias
tanto in vitro, quanto in vivo. Em seu estudo, observaram que a suplementacéo do
meio de cultivo com DHA inibiu a ativacdo e migracdo de microglias. Na retina dos
animais, foi possivel observar que os animais que receberam uma dieta rica em DHA
apresentaram sinais de neuroprotecdo, bem como as micréglias ativadas foram
convertidas em um fendtipo quiescente. Em estudo com injecéo intravitrea de um
aminoacido excitatorio, Mizota et al. (2001) suplementaram ratos com 1000mg/Kg
por dia de DHA e observaram que houve uma neuroprotecado dos fotorreceptores,
indicando que a suplementac¢éo do acido graxo pode ter um papel na modulagédo da
excitabilidade neuronal e na inibicdo da cascata de apoptose. Em estudo
semelhante, Moriguchi et al. (2003), induziram a degeneracéo retiniana pela injecéo
intravitrea de uma substancia oxidante que lesa diretamente fotorreceptores. Estes
autores observaram que nos animais que receberam uma dieta rica em DHA houve
uma diminuicdo do nimero de células em apoptose, sugerindo que este acido graxo
pode ter um papel na protecdo dos fotorreceptores reduzindo os niveis de radicais
livres na retina. German et al. (2006), em estudo com cultivo celular de
fotorreceptores de ratos, observaram que a suplementacdo do meio com DHA inibiu
a apoptose por meio da ativagao de fatores anti-apoptoticos.

Apesar de diversos estudos indicarem uma acdo direta do DHA como
neuroprotetor, outras pesquisas sugerem que 0 4cido graxo serve como precursor
de outra substancia de potencial efeito neuroprotetor, denominada NPD1,
Neuroprotectina D1 (BAZAN, 2006). Segundo Mukherjee et al. (2004), a NPD1 se
contrapbe a fatores pro-inflamatorios que sdo gerados no estresse oxidativo, como
radicais peroxidos e Fator de Necrose Tumoral a (TNFa) e também atuou
aumentando a concentracao de proteinas anti-apoptoticas como BCL-2 e BCL-XI.

Estudos clinicos em humanos envolvendo dietas ricas em LCPUFAs foram
procedidos. Estes trabalhos sugerem que a ingestdo de DHA e outros LCPUFAs
pode estar relacionada positivamente com a atenuacdo e até regressao de sinais
clinicos de degeneracgdes retinianas como DMAI e RP (HUNT, 2007; SANGIOVANNI
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et al.,, 2007; BERSON et al., 2004a; BERSON et al., 2004b; SANGIOVANNI et al.,
2008)

Apesar de diversos estudos indicarem que o DHA possui caracteristicas
neuroprotetoras para a retina, outros trabalhos sugerem que este acido graxo pode
ter efeitos deletérios sobre fotorreceptores. Aguirre et al. (1997), observaram que a
dieta rica em w-3 LCPUFAs nao teve influéncia no processo degenerativo de caes
com um tipo de Atrofia Progressiva de Retina (APR) denominada Degeneracéo
Progressiva de Cones e Bastonetes (PCRD).

Tanito et al. (2009), em estudo com camundongos transgénicos portadores do
gene fat-1, responsavel pela codificacdo de uma desaturase que converte acidos
graxos w-6 em w-3, observaram que animais com dieta rica em w-6 apresentavam
altos niveis de w-3 incorporados nos fosfolipidios de membrana dos segmentos
externos dos fotorreceptores e apds exposicdo a luz, os camundongos sofreram
degeneracéo retiniana. Os autores sugerem que isto se deve ao fato de que a retina
€ susceptivel ao estresse foto-oxidativo e 0 excesso de w-3 leva a peroxidacéo
lipidica, agravando o quadro.

Suh et al. (2009), utilizando o modelo animal anteriormente citado, forneceu
aos animais uma dieta rica em w-6, observaram um aumento na amplitude do
tracado eletrorretinogréfico, acreditando que isto se deve ao aumento da fluidez de
membrana nos segmentos externos de fotorreceptores. No mesmo estudo foram
encontrados indicadores de estresse oxidativo, como a superexpressao da proteina
glial fibrilar acida (GFAP) pelas células de Mailler, bem como altos niveis de
compostos resultantes da peroxidagdo lipidica. Song et al. (2000) observaram que
ratos que ingeriram uma dieta rica em w-3 LCPUFAS, tiveram altas concentracfes
de lipidios oxidados, principalmente DHA, em diversos tecidos como sangue, figado
e rins. Os autores indicam que a alta concentracdo de lipidios oxidados aumenta a
probabilidade de ocorrer novas peroxidagfes lipidicas e reduzir a acdo de
substancias antioxidantes teciduais.

Além da peroxidacédo lipidica, a oxidacdo do DHA por radicais livres pode
levar a formacdo de uma substancia denominada Carboxi-etil-pirrole (CEP), uma
lipoproteina presente nos segmentos externos dos fotorreceptores e no EPR. Gu et
al. (2003) observaram altas concentracbes de CEP na retina de pacientes com
Degeneracao Macular Associada a Idade (DMAI). Estes autores sugerem que o CEP

€ imunogénico, agravando o processo degenerativo.
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Diante de diversos estudos conflitantes sobre a atuacdo dos w-3 LCPUFASs,
principalmente o DHA, na retina de mamiferos, faz-se necessario desenvolver
modelos experimentais que permitam observar a acao destes acidos graxos sobre a
retina de animais em diferentes condi¢cées de iluminacdo e estresse oxidativo, para
gue sejam determinados niveis ou dosagens seguras para a ingestdo destes
agentes antioxidantes.
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Resumo

Objetivo : O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da suplementacéo
dietética com w-3 LCPUFAs em camundongos albinos (SWISS) submetidos a exposicdo a
luz de média intensidade.

Métodos : Os animais foram suplementados com dieta rica em w-3 LCPUFAs e expostos a
luz branca (3000LUX) por 12 horas, e em seguida avaliados nos periodos de 0, 7, 14, 21,
30, 60 e 90 dias ap6s a exposicdo. Camundongos alimentados com racdo comercial
serviram como controle. Os grupos foram avaliados quanto a morfologia da retina,
espessura da camada nuclear externa, numero de células do Epitélio Pigmentar da Retina
(EPR), presenca e ativacdo de microéglias, imunolocalizacdo de PEDF, presenca de células
em apoptose e neovascularizagoes.

Resultados : Logo ap6s a foto-exposicao, os animais suplementados com a dieta rica em w-
3 LCPUFAs apresentaram atenuacdes em lesdes do EPR e segmentos dos fotorreceptores,
na ativagdo e migracdo de microglias e um reduzido niumero de células em apoptose em
relacdo aos animais suplementados com a dieta controle. Entretanto, nos periodos
subsequentes, 0s grupos suplementados apresentaram lesdes equivalentes ou até mais
acentuadas em relagdo aos grupos alimentados com dieta controle.

Conclusdes : A alimentacdo de camundongos submetidos a foto-exposicdo de média
intensidade, com uma dieta rica em w-3 LCPUFAs promoveu a protecdo de fotorreceptores
e EPR imediatamente apds a exposi¢cdo a luz, e em seguida, atuou como agente proé-
inflamatério. Portanto, a dieta rica em w-3 LCPUFAs possui um efeito dual sobre a retina,
exercendo uma neuroprotecéo inicial e, e em seguida, atuando de maneira nociva.

Palavras-chave : degenerac¢éo luz-induzida, 4cido docosa-hexaendico, estresse oxidativo.
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1 INTRODUCAO

As degeneracdes retinianas sdo as maiores causas de cegueira no mundo em
seres humanos e animais [1,2]. Apresentam, em sua maioria, carater congénito e
hereditario, com mais de 100 genes implicados em sua patogenia [3-5]. Entre as
degeneracOes retinianas, a Degeneracdo Macular Associada a Idade (DMAI) é a
causa mais comum de déficit visual em individuos idosos em paises desenvolvidos
[6]. E uma doenca de causas multifatoriais que envolve fatores de risco ambientais
relacionados com lesdes oxidativas, por exemplo, o tabagismo, dieta e exposi¢cao a

luz durante a vida [7-12].

O excesso de luz visivel pode induzir lesdes em fotorreceptores e células do
Epitélio Pigmentar da Retina (EPR) pelo processo denominado degeneracdo luz-
induzida [13]. A alta intensidade de luz causa a fototransducdo da rodopsina num
curto periodo de tempo, que induz a formacdo de grandes quantidades de radicais
livres nos fotorreceptores e na matriz intercelular. As células do EPR fagocitam os
discos de membrana dos fotorreceptores contendo substancias citotoxicas como
proteinas e lipidios danificados. O estresse oxidativo resultante induz a apoptose de
fotorreceptores, reconhecida como o0 processo de morte celular comum em muitas
degeneracdes retinianas em seres humanos [14,15]. Portanto, a foto-exposicao de
animais de laboratorios, como camundongos e ratos, serve para o desenvolvimento
de modelos experimentais para o estudo dos mecanismos celulares da degeneracéo

luz-induzida, bem como para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas [16].

Diversos estudos demonstram que os acidos graxos polinsaturados de cadeia
longa w-3 (w-3 LCPUFAS) compreendem um conjunto de substancias com potencial
antioxidante para a retina e sistema nervoso central [17,18]. Além disso, existe uma
correlacdo positiva entre a ingestdo de w-3 LCPUFAs e a atenuacdo de sinais
clinicos da DMAI [19-23]. O Acido Docosa-hexaendico (DHA) é o principal
constituinte dos w-3 LCPUFAS, e é encontrado em grande quantidade nos discos de
membrana dos segmentos externos dos fotorreceptores [24]. Um namero de estudos
in vitro e in vivo demonstraram que o DHA pode exercer a¢cdes neuroprotetoras na

retina. Em modelos de estresse oxidativo, a suplementagdo de DHA atuou inibindo a
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apoptose de fotorreceptores e reduzindo niveis de fatores pro-apoptoéticos [25,26] e
ativando fatores anti-apoptéticos [27]. Além disso, a dieta rica em DHA inibiu a
ativacdo e migracdo de micréglias em retinas submetidas a estresse oxidativo [28].
Estudos recentes demonstram que o DHA serve como substrato para a formacéo de
um docosatrieno denominado Neuroprotectina D1, que reduz a quantidade de
radicais peroxidos, fatores pro-inflamatoérios e aumenta a concentracdo de proteinas
anti-apoptéticas como BCL-2 e BCL-XI [18,29]. Apesar disso, estudos recentes
demonstram que o excesso de DHA contribui para 0 aumento do estresse oxidativo
no tecido retiniano. Devido ao tamanho de sua molécula e ao numero de
insaturacdes, o DHA é susceptivel a oxidacdo. A alta concentracdo de lipidios
oxidados aumenta a probabilidade de ocorrer novas peroxidacdes lipidicas e reduzir
a acao de substancias antioxidantes teciduais [30,31]. A oxidacdo do DHA por
radicais livres pode levar a formagédo de uma lipoproteina denominada Carboxi-etil-
pirrole (CEP), reconhecida como um agente imunogénico na patogenia da DMAI
[32].

O propdsito do presente estudo foi avaliar o efeito da dieta rica em w-3
LCPUFA em camundongos albinos (SWISS) submetidos & degeneracgéo luz-induzida
em diferentes periodos apdés a foto-exposicao.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos (SWISS) machos com 45 dias de
idade provenientes do Biotério do Laboratdrio Nacional Agropecuério (LANAGRO)
do Ministério da Agricultura em Recife-PE, Brasil. Os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas em ambiente com temperatura e umidade controladas sob regime
de iluminacao ciclica (12h escuro, 12h claro) com intensidade de luz < 100LUX, em
nossa instituicdo. Todos os experimentos animais foram conduzidos de acordo com
o Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (CEUA/UFRPE, Processo n. 2010/3894568) e com o Estatuto para o

Uso de Animais em Pesquisa Oftalmica e Visao da ARVO.
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2.2 DIETAS

A dieta rica em w-3 LCPUFA foi preparada pela incorporacdo de um extrato
purificado de 6leo de peixe comercial (Omega-3 DHA 500, Naturalis®) em racao
comercial para camundongos (Labina, Purina®). Cada 1000mg do 6leo purificado
contém 500mg de DHA, 100mg de Acido Eicosapentaendico (EPA) e 2mg de
Vitamina E. A incorporacdo dos w-3 LCPUFA foi procedida pulverizando a ragéo
reduzida a po, com o Oleo dissolvido em Etanol a 99,5GL. Em seguida, a racéo foi
repeletizada, seca em estufa de ventilagdo forcada a 55T, selada em sacos
plasticos e estocadas a 4T ao abrigo da luz. A qua ntidade de 6leo de peixe ingerida
pelos animais foi calculada tomando por base a dosagem de 1000mg de DHA/Kg de
peso por dia [25]. A racdo suplementada com w-3 LCPUFA foi oferecida aos animais
uma semana antes da exposicao a luz e continuou durante todo o experimento. Os
grupos receberam diariamente cerca de 5g de racdo/animal. A ragdo comercial para

camundongos (Labina, Purina®) foi usada como dieta controle.

2.3 EXPOSICAO A LUZ

Os animais foram submetidos a 3000 LUX de luz branca durante 12 horas,
iniciando-se as 6:00 em uma camara de foto-exposi¢cédo, dotada de duas lampadas
fluorescentes de 40W com paredes internas brancas, sistema de ventilacdo para a
manutencdo da temperatura a 23CT. Antes da foto-exp osicdo 0s animais foram
adaptados ao escuro por 24 horas. Imediatamente apos as 12 horas de exposicéo

0S animais voltaram ao ambiente de luz de baixa intensidade.

2.4 AMOSTRAGEM DO TECIDO OCULAR

Os animais submetidos a foto-exposicao foram divididos em dois grupos, com
dieta rica em w-3 LCPUFA, e dieta controle. Os grupos foram analisados em
periodos de 0, 7, 14, 21, 30, 60 e 90 dias ap0s a exposi¢cao (n= 6 a cada periodo).
Um grupo de animais ndo submetidos a foto-exposicado (n= 6) foi utilizado como

controle.
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Os camundongos foram profundamente anestesiados com Quetamina
(100mg/Kg- Vetenarcol®) e Xilazina (20mg/Kg-Rompun®) e submetidos a eutanasia
com uma sobre dose de pentobarbital sodico aplicados por via intraperitoneal. Em
seguida foram procedidas toracotomia e perfusdo através do ventriculo esquerdo
com solucéo de Cloreto de Sédio a 0,9%, e em seguida com Paraformaldeido a 4%
em Tampéo Fosfato 0,1M (pH 7,4). ApGs a enucleacdo os olhos foram imersos no
mesmo fixador por 48h a 4C e embebidos em Paraplast (Paraplast Plus, Sigma-
Aldrich). Foram feitos cortes de 5um de espessura para processamento histologico.

Este procedimento foi realizado nas analises subseqientes, exceto quando indicado.

2.5 MORFOLOGIA E ANALISE MORFOMETRICA DA DEGENERACAO RETINIANA

Cortes da regido central do globo ocular paralelo ao disco 6ptico foram
corados com Hematoxilina e Eosina para observacdo em microscopio de luz
(Olympus BX-41®) e captura de imagem com camera fotografica (Canon Powershot
A470) acoplada a lente ocular do aparelho. Foram feitos ajustes de cor, brilho e
contrastes nas imagens obtidas e posterior anélise morfométrica com o programa
computacional ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD). Quanto a
morfologia, foram analisados principalmente os fotorreceptores, células do EPR e a

integridade da barreira hematorretiniana.

Para a analise morfométrica, a retina foi dividida em regido superior e inferior
ao disco Optico. Foram feitas medidas da espessura da Camada Nuclear Externa
(CNE) e a contagem do numero de nucleo de células do EPR a cada 200um a partir

do disco optico

2.6 PROCEDIMENTO TUNEL (TDT-MEDIATED DUTP NICK-END LABELING)

Apos serem desparafinados e re-hidratados, os cortes foram submetidos ao
procedimento TUNEL usando o Kit Apoptag® Plus Peroxidase in situ (Chemicon,
Temecula, CA) segundo protocolo do fabricante. Em resumo, os cortes foram
imersos em uma solucdo de 800U/mL de Proteinase K em Tampao Fosfato Salino
(PBS 0.01M, pH 7,4) por 15 minutos e incubados em uma solugdo contendo

deoxinucleotidil transferase (TdT), e nucleotideos, por 60 minutos a 37<C. Depois
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disso, os cortes foram incubados com o anticorpo anti-digoxogenina conjugado a
peroxidase de rdbano. O sinal foi desenvolvido usando o substrato de peroxidase 3-
3’Diamonibenzidina (DAB). Em seguida, os cortes foram contra-corados com eosina,

desidratados em bateria crescente de etanol e montados em meio Entellan®.

2.7 HISTOQUIMICA E IMUNO-HISTOQUIMICA

Os cortes foram desparafinados e re-hidratados. A peroxidase endogena foi
blogueada com uma solucéo de peréxido de hidrogénio a 0,3% em PBS. Para as
reacOes de imuno-histoquimica, os sitios antigénicos inespecificos foram bloqueados
com Albumina Sérica Bovina a 5% em PBS. Os cortes foram em seguida, incubados
“‘overnight” a 4C com isolectina GS-IB, de Griffonia simplicifolia biotina-XX
conjugada (1:20 Invitrogen) e anti-PEDF policlonal de coelho (1:50, Santa Cruz
Biotechnology). A marcagdo dos anticorpos primarios foi feita com o anticorpo
secundario anti-coelho policlonal de cabra biotinilado. Os cortes foram desenvolvidos
usando peroxidase de rabano conjugada a avidina (Vectastain ABC Kit, Vector
Laboratories) com DAB como substrato. Os cortes foram contra-corados com Azul
de Toluidina e Hematoxilina, respectivamente, desidratados e montados em meio
Entellan®.

2.8 INJECAO DE PEROXIDASE DE RABANO (HRP) E MONTAGEM GLOBAL DA
RETINA

Os camundongos foram anestesiados e receberam uma injecdo de 0,3mL de
solucéo salina contendo Peroxidase de Rabano Tipo | (Sigma Aldrich) na veia cava
caudal. Apds quinze minutos, o0s animais receberam uma sobre dose de
pentobarbital sédico e os olhos foram enucleados. Para a preparagdo da montagem
global da retina, os globos oculares foram fixados em Paraformaldeido a 4% em
Tampao Fosfato a 0,1M (pH 7,4) durante 1 hora. As retinas foram dissecadas em
modelo de montagem global mediante a realizagdo de quatro cortes radiais, sendo
um em cada polo (superior, inferior, nasal e temporal). Posteriormente imersas na
solucéo fixadora durante uma hora a temperatura ambiente, lavadas em PBS e
processadas para a revelacdo da peroxidase segundo protocolo modificado de

Hanker-Yates [33]. As retinas foram montadas em meio aquoso (solugcéo 1:1 de
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glicerol e tampao carbonato, pH 9, contendo 0,04% de p-fenilenodiamina) para

visualizagdo em microscopio de luz.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos em médias e erro padrdo da média. Os
valores foram processados para analise estatistica usando o teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis para variaveis independentes. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas para valores de p < 0.05.

3 RESULTADOS

As lesbes retinianas variaram em numero e intensidade nos grupos e
periodos avaliados. De maneira geral, as alteracdes localizaram-se no EPR,
segmentos externos e internos dos fotorreceptores e na CNE, sendo mais severas
na retina superior entre 200 a 1000um a partir do disco éptico. As regides periféricas
da retina, correspondentes a ora serrata, se mantiveram intactas em todos os

grupos.

3.1 MORFOLOGIA

Os animais do grupo controle, avaliados imediatamente apds a exposi¢ao a
luz, apresentaram vacuoliza¢gfes intracitoplasmaticas nas células do EPR e na
matriz intercelular dos segmentos externos dos fotorreceptores, além de uma
desorganizacdo dos segmentos internos. O grupo que recebeu a dieta rica em w-3
LCPUFAs apresentou lesbes mais atenuadas no EPR e segmentos externos dos

fotorreceptores, e 0os segmentos internos se mantiveram intactos (Figura 1 A e B).

Nos periodos subsequientes, ndo houve diferencas evidentes entre 0s grupos
controle e suplementados. Os achados evoluiram gradativamente, partindo de
lesbes focais com perdas de células, picnose nuclear, até uma total reducdo da CNE
e segmentos, observada em alguns animais (Figura 1C). Nos animais cuja

degeneracdo foi mais acentuada, foram observados aglomerados de debris
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nucleares de coloragdo escura presentes na CNE (Figura 1D). As alteragbes
celulares encontradas no EPR variaram de hipertrofia celular, sugestivo de
degeneracédo hidropica, até areas com total reducdo do numero destas células.
Nestas areas, ocorreu a perda da integridade da membrana de Bruch, caracterizada

pela formacao de aderéncias do tecido coroidal ao EPR (Figura 1C).

3.2 ESPESSURA DA CNE E QUANTIDADE DE CELULAS DO EPR

Imediatamente apds a exposi¢cdo a luz, ndo houve diferencas significativas
entre 0s grupos. Entretanto, nos periodos subseqlientes, a espessura da CNE dos
grupos suplementados com a dieta rica em w-3 LCPUFAs foi similar ou menor que

as medidas dos animais que receberam a dieta controle (Figura 2).

Na retina dorsal, logo apos o término da exposi¢do a luz, o grupo alimentado
com a dieta controle teve uma menor quantidade de células do EPR que o grupo
suplementado. Nos tempos seguintes, houve a reducdo do numero de células dos
dois grupos expostos. Apds 90 dias da exposicdo, houve uma reducdo significativa
do namero de células do EPR do grupo suplementado em relacdo ao controle sem
exposicdo (Figura 3). Na retina ventral, houve reducdo significativa do numero de
células do grupo suplementado em relacdo ao grupo com dieta controle somente 90

dias apos a exposicao a luz (Figura 3).

3.3 MIGRACAO E ATIVACAO DE MICROGLIAS

Foram encontradas micréglias ativadas nos segmentos dos fotorreceptores e
espaco subretiniano nos grupos avaliados logo apds a exposi¢cédo a luz. O fendétipo
destas células € caracterizado pela localizacdo fora das camadas plexiformes da
retina e a reducao de seus processos citoplasmaticos. Nos animais que receberam a
racdo suplementada ocorreu uma resposta mais atenuada, com uma menor
quantidade de células nos segmentos dos fotorreceptores e no espaco subretiniano
(Figura 4).

Os animais do grupo de dieta controle apresentaram uma reducéo gradual do

namero de processos citoplasmaticos na CNE e nos segmentos dos fotorreceptores,
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assim como o0 aumento proporcional de células com fendtipo quiescente,
caracterizadas pela localizagdo nas camadas plexiformes e por possuirem
processos citoplasmaticos finos e alongados. Ja os grupos suplementados com w-3
LCPUFAs apresentaram maior quantidade de células ativadas e uma presenca de
maior numero de células na CNE e segmentos dos fotorreceptores. Entretanto no
periodo de 90 dias ap0s a exposicdo, foi possivel observar um aumento significativo
no numero de células ativadas, e a presenca de grande quantidade de microglias

nos segmentos e CNE no grupo suplementado.

3.4 APOPTOSE DE FOTORRECEPTORES

O grupo de dieta controle apresentou, logo apos a exposicdo a luz, uma
grande quantidade de ceélulas em apoptose na CNE, com maior concentracdo na
retina superior. O grupo tratado deste dia apresentou marcagao significativamente
menor do namero de células em apoptose em relacdo ao controle (Figura 5). Dos
periodos experimentais subsequentes, ocorreu uma diminuicdo no ndamero de

células marcadas, ndo havendo diferengas entre 0s grupos.

3.5 IMUNOMARCACAO DO PEDF

Foi observada a presenca do PEDF em toda a espessura da retina e no
interior do EPR, sendo mais evidente na Camada Plexiforme Externa (CPE), nos
segmentos internos dos fotorreceptores e no citoplasma do EPR (Figura 6).
Imediatamente apds a exposicao a luz, ndo houve diferencas significativas entre os
grupos experimentais. Nos tempos subseqientes a exposicao a luz, ocorreu uma
marcagdo mais evidente da retina dos animais suplementados, principalmente aos
90 dias (Figura 7).
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3.6 VASOS SANGUINEOS DA RETINA

Entre os grupos experimentais, ndo foram observadas diferencas de calibre,
quantidade ou trajeto dos vasos sanguineos, assim como nao foi possivel distinguir

areas de neovascularizacéo (Figura 8).

4 DISCUSSAO

4.1 DEGENERACAO INDUZIDA PELA LUZ

A fototoxicidade é um fenbmeno bastante conhecido por provocar lesdes nos
tecidos oculares, especialmente a retina [34]. E bem caracterizado que o0s
fotorreceptores e células do EPR de ratos [14] entram em apoptose, servindo como

modelo para estudos sobre a DMALL

As lesdes produzidas pela luz na retina de mamiferos depende de diversos
fatores como o comprimento de onda utilizado [35], tempo de exposi¢cdo, prévia

adaptacado ao escuro [36], pigmentacdo dos olhos, espécie, linhagem e idade [37].

O modelo de degeneracdo empregado no nosso estudo (exposicéao a luz de
média intensidade com adaptacdo prévia ao escuro) pode representar situacdes
reais vivenciadas por seres humanos habitantes de regides com grande incidéncia
de luz, como os tropicos. Os resultados mostraram que foi eficiente para
desencadear a apoptose de fotorreceptores e lesdes intra e extracelulares do EPR,
servindo de modelo para estudos posteriores para avaliacdo da eficacia de novas
substancias neuroprotetores e outros mecanismos que venham elucidar o processo

de degeneracéao fototoxica.

Em comparacdo com outros estudos de fotodegeneracao [34, 38], as lesbes
encontradas em nosso estudo presente nos fotorreceptores e EPR mostraram-se
bem atenuadas. Além disso, ndo houve neovascularizacdo em nenhum dos grupos
estudados. Isto pode ser explicado pela escolha de um modelo de exposicdo a luz

menos agressivo e pelo uso de uma linhagem de camundongo aparentemente
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menos susceptivel a degeneracdo fototoxica do que outras utilizadas, como o
BALB/C. Wenzel et al. [39], compararam a susceptibilidade & degeneracéo induzida
pela luz de trés linhagens distintas de camundongos, BALB/C, B6CF1 e C57BL/6.
Este estudo demonstrou que o B6CF1, uma linhagem resultante do cruzamento do
BALB/C com o C57BL/6, obteve um fenoétipo intermediario com relacdo a
susceptibilidade a degeneracao induzida pela luz. Isto pode estar relacionado com a
diminuicdo da capacidade do EPR de regenerar a rodopsina e conseqientemente a
reducdo da taxa de fétons absorvidos pela retina. O camundongo SWISS é uma das
linhagens de animais albinos com grande variabilidade genética [40], tendo
possivelmente variacdes génicas nos alelos do gene RPEG65, responsavel pela
codificacdo da proteina do mesmo nome que participa no processo de regeneracao

da rodopsina.

4.2 EFEITOS DA DIETA RICA EM Q-3 LCPUFAS

Nossos resultados podem ser divididos em dois momentos: imediatamente

apos a exposicao a luz e nos periodos de 7 a 90 dias.

As lesbes em fotorreceptores e EPR, na fase inicial pés-exposicao,
mostraram-se atenuadas no grupo suplementado com a dieta rica em w-3
LCPUFASs, bem como o numero de células do EPR foi semelhante ao observado no
grupo controle sem exposicao. Além disso, o reduzido numero de fotorreceptores em
apoptose indica um efeito neuroprotetor da dieta. Provavelmente, o DHA (principal
componente do suplemento em nosso estudo) foi responsavel por este efeito.
Diversos estudos demonstraram a eficacia do uso do DHA na inibicdo do processo
de apoptose dos fotorreceptores, por meio de diferentes mecanismos como a
inibicdo de fatores pro-apoptoéticos, como o BAX e Caspase 3, e pela sintese da
NPD1, a qual modula a expressao de fatores de necrose e reduz a expressao de
genes proé-inflamatérios e aumenta a concentracao de fatores anti-apoptoticos. [18,
24, 25, 26, 27] Em nosso estudo, houve a ativacdo de menor nimero de microglias
nos animais suplementados avaliados imediatamente apds a exposi¢ao a luz, assim
como uma reducédo da migracao de células para a CNE e segmentos, corroborando

com o que foi observado por Ebert et al. [28].
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Nos periodos de 7 a 90 dias ap0s a exposi¢cdo a luz, a suplementacdo
dietética com w-3 LCPUFAs mostrou-se ineficiente ou até prejudicial para a retina.
Nossos achados indicam que as retinas dos animais suplementados apresentavam
sinais de estresse oxidativo mais acentuados que 0s grupos que receberam a dieta
controle. Estudos sugerem que o DHA associado a fosfolipidios aumenta a fluidez
das membranas dos segmentos externos dos fotorreceptores, o que leva ao
aumento da taxa de regeneracdo da rodopsina e consequente formacdo de
substéancias toxicas e radicais livres que aumentam o estresse oxidativo [41]. Apesar
de estudos mostrarem que o0 estresse oxidativo oriundo do excesso de DHA na
retina pode induzir a morte de fotorreceptores, a apoptose destas células néo foi
observada nos periodos de 7 a 90 dias [30,31,42]. A presenca de grande quantidade
de processos citoplasmaticos de micréglias nos segmentos externos dos
fotorreceptores, a 90 dias pés-exposicao a luz, indica que o excesso de DHA atuou

como um agente pro-inflamatorio nesta regiao.

Em estudos realizados com camundongos transgénicos portando o gene fat-1
derivado do C. elegans, o qual codifica uma desaturase que converte acidos graxos
w-6 em w-3, Tanito et al. [30] concluiram que a alta concentragdo de DHA nos
segmentos externos dos fotorreceptores favoreceu o aumento da peroxidacdo dos
LCPUFAs, levando a elevacdo do estresse oxidativo e conseqiente aumento de
células em apoptose. Aléem disso, [32] observaram que a peroxidacdo do DHA gera
uma lipoproteina, denominada Carboxietil-pirrole (CEP), que tem ac¢do oxidante e

Imunogénica sobre a retina.

Estudos tém demonstrado que o PEDF, além da sua potente acdo anti-
angiogénica, exerce funcdes neurotréficas e [43,44], e em conjunto com outros
mitégenos, como o Fator de Crescimento do Fibroblasto 2 (FGF-2) e o Fator de
Crescimento Epidermal (EGF), promove a proliferacdo de células progenitoras do
hipocampo [45]. Em nossos resultados, o aparente aumento da expressao do PEDF
nos animais suplementados, pode estar associado a uma resposta endégena ao

estresse oxidativo, como uma tentativa de restabelecer a homeostase.

Nossos resultados demonstram, portanto, que o DHA possui um efeito dual

sobre a retina. Acreditamos que novos estudos possam determinar o limiar de
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concentracdo deste acido graxo na retina, para que sejam estabelecidos niveis

seguros para o uso desta substancia em seres humanos e animais.
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Figuras

Figura 1. Fotomicrografia de luz da regido externa de retinas avaliadas logo apos a exposigdo a luz e
a 60 dias ap6s a fotoexposicdo. A. retina de animal alimentado com dieta controle apresentando
desorganizacdo dos segmentos internos dos fotorreceptores (seta), vacuolizacfes na matriz
intercelular dos segmentos externos e intracitoplasmaticas no EPR (asteriscos).B. retina de animal
suplementado com dieta rica em w-3 LCPUFAs, com segmentos internos intactos, e vacuolizacfes
em menor namero. C. retina de animal suplementado, 60 dias ap0s exposi¢édo a luz evidenciando-se
a reducdo da espessura da CNE (asterisco) e aderéncia do tecido coroidal ao EPR (seta). D. Maior
aumento da fotomicrografia C, evidenciando-se debris nucleares na CNE (seta). Coloragéo em H.E.
EPR: Epitélio Pigmentar da Retina, w-3 LCPUFAs: acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (w-
3), CNE: Camada Nuclear Externa.
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Figura 2. Comparagdo das espessuras da Camada Nuclear Externa entre o grupo controle sem
exposicdo a luz, grupo alimentado com dieta controle e o0 suplementado com acidos graxos
polinsaturados de cadeia longa (w-3) nos tempos de 0, 7, 14, 21, 30, 60 e 90 dias ap0s a exposicéo a
luz. * P < 0.05 entre os grupos de dieta controle e dieta rica em n-3 LCPUFAs.
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Figura 3. Comparacédo do nimero de células do Epitélio Pigmentar da Retina, dorsal e ventralmente
ao disco 6ptico, entre o grupo controle sem exposicao a luz, grupo alimentado com dieta controle e o
suplementado com acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (w-3) nos tempos de 0, 7, 14, 21,
30, 60 e 90 dias apo6s a exposic¢éo a luz. * P < 0.05.
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Figura 4 . .Fotomicrografia de reacdo histoquimica para a marcacéo de processos citoplasmaticos de
micrdglias da retina de animais avaliados imediatamente apds exposicéo a luz. A.. retina do grupo de
dieta controle, apresentando uma grande quantidade de processos citoplasmaticos de microglias
ativadas nos segmentos dos fotorreceptores (asterisco). B. retina do grupo alimentado com dieta rica
em w-3 LCPUFAs, apresentando uma menor quantidade de processos citoplasmaticos nos
segmentos dos fotorreceptores.C. retina do grupo controle evidenciando-se processos
citoplasmaticos de micrdglia no espaco subretiniano (seta). A e B: contra-coloracdo com Azul de
Toluidina, w-3 LCPUFAs: acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (w-3).
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Figura 5. Marcacdo de células em apoptose pelo método TUNEL na retina de animais avaliados
imediatamente ap0s exposi¢do a luz. A. retina representativa do grupo controle apresentando uma
grande quantidade de ndcleos em processo de apoptose na CNE. B. retina representativa do grupo
suplementado com dieta rica em w-3 LCPUFAs apresentando uma menor quantidade de nucleos
marcados na CNE. CNE: Camada Nuclear Externa, w-3 LCPUFAs: acidos graxos polinsaturados de
cadeia longa (w-3). Contra-coloracdo com Eosina.

Figura 6 . Fotomicrografia de marcacdo imuno-histoquimica de PEDF na retina de animais avaliados
logo apds exposicéo a luz. A.presenca de PEDF no citoplasma do EPR e nos segmentos internos dos
fotorreceptores (setas). B. marcacdo mais evidente do PEDF na camada plexiforme externa da retina
(asterisco). Contra-colora¢éo com Hematoxilina.
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Flgura 7. Fotomicrografia de marcagdo imuno-histoquimica de PEDF na retina de animais
alimentados com dieta rica em acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (w-3). A. retina de
animal avaliado logo apés a exposi¢do. B. retina de animal avaliado 90 dias apos a exposi¢ao a luz,
evidenciando-se marcacgdo mais intensa do tecido retiniano. Contra-coloracdo com Hematoxilina.

Figura 8. Fotografia estereoscopica de montagem global da retina para demonstracdo intravascular
da peroxidase de rabano. A. Retina representativa do grupo controle sem exposicao a luz. B. retina
de animal do grupo alimentado com dieta controle a 90 dias pés exposicao. C. retina de animal do
grupo suplementado com dieta rica em acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (w-3).
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