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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avdiar a presenca de ateragdes
morfol dgicas nos vasosirianos de ratos normais e diabéticos doxanicos

Material e Méodo: Foram utilizados 16 ratos da raca Widar, divididos
em 2 grupos experimentas. grupo controle (GC) e grupo diabético (GD). A inducdo do
didbete foi feita por injecdo endovenosa de Aloxana Os animas foram acompanhados
com avdiagdo dinica e exames ldboraorias durante todo o periodo experimentd,
tendo sdo sacrificados em 2 mometos M1(1 més) e M2 (12 meses) gp6s o inido do
seguimento.  Edtudou-se 0s vasos irianos sob  microscopia Optica e detrbnica de
transmissio.

Resultados: A avdiacdo morfologica do GC mosrou que 0S raos
goresentaram . espessamento da membrana basd nes cdulas endotdias e penicitos
asim como aumento dos corpos densos principdmente no M2, Os animas do GD
goresentaram dteragbes nas cdulas  endotdliais, pericitos , cdulas musculares e
fibroblestos perivasculares . Os pericitos, assm como as céulas musculares, estiveram
mais dteradas que as cdulas endotdiais. Todas as dteragbes foram mais freqlientes no
M2, sendo mais importantes nos animais do GD.

Conclusdes: Os vasos da iris de ratos gpresentam dteragbes decorrentes
da senilidade. Alteragbes semelhantes ocorrem nos ratos digbéticos, que as gpresentam
com maor intenddade, principdmente quando a descompensacdo metabdlica  ocorre
por tempo prolongado.

Descritores. didbetes expeimentd, rao, iris, vasos, microscopia

detrénica de tranamissio.



1. INTRODUCAO

1.1. Definindo a doenca

Disbetes mdlitus é um grupo de doencas metabdlices, de eiologias
mlltiplas, caracterizada por hiperglicemia crbnica, com dteracdo do metabolismo dos
hidratos de carbono, gorduras e proteines, resultante de defeitos na secrecdo de insuling, na
ua agdo ou de ambos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1997).

A doenca ja era conhecida pelos egipcios ha mais de 2000 anos Existe no
antigo “Pepirus de Ebers’, que data de 1.500 aC., a dexricdo de uma doenca relacionada
com perda de grande quantidade de urina (gpud CAHILL, 1985).

O tamo didbetes mdlitus, ou disbete mdito, foi utilizado peos medicos
gregos Aretaeus e Cesus (250 aC.) edgnifica®“sfao demd” (gpud CAHILL, 1985).

Em 1922, Bating e Bet descobriran a insling pemitindo o
prolongamento da vida dos pacientes que, aé entdo, ndo Sobreviviam por muitos anos,
devido a0 dexcontrole metabdlico. Com o0 aumento da Sobrevida dos pacientes, houve
também aumento dos problemas cronicos e degenerdivos decarentes da descompensacéo
metabdlica da doenca didbética (FOSTER, 1998).

A doenca pode s dividida em: primaia asim chamada quando ndo
associada a outra patologia (digbete mdito insulino-dependente e n&o-inalino-dependente)
e secund&ia, quando outra condicio identificivel provoca a sindrome digbética ou permite

Seu desenvolvimento (FOSTER, 1998).



O temo dicbete tipo 1 é freglientemente utilizado como snénimo de digbete
inauino-dependente  (DMID), enquanto o tipo 2 vem sendo condderado equivdente a
doenca néo-inaulino-dependente (DMNID).

Os digtirbios metabdlicos do diabetes decorrem da deficiéncia relaiva ou
aboluta de insllina e do excesso rdaivo ou asoluto de glucagon. Normdmente, o
processo que conduz a descompensacdo metabdlica consste na devagdo da rdacdo molar
entre glucagon e insulina (FOSTER, 1998).

O diabete do tipo 1 ocorre por deficiéncia insulinica e quando a doenca se
manifesta, amaioria das células beta do pancress ja estd destruida (FOSTER, 1998).

Entre a populagdo portadora de diabetes, 10% a 15% possui o tipo 1, e os
pecientes usudmente so diagnogticados antes dos 40 anos de idade. Entretanto, a maoria
dos pacientes diabéticos € do tipo 2 e normamente pacientes sd0 diagnogticados gpds
0s 40 anos de idade, poderdo ou néo necessitar do tratamento com insulina,

O proceso dedtrutivo é provavemente de natureza auto-imune, embora os
detdhes ndo sgam conhecidos Os pacientes com diabetes tipo 1 goresentam dois defetos
fisoldgicos secrecdo anormd de insulina e resigénda a acdo do hormdnio nos tecidos-
dvos (FOSTER, 1999).

As manifestagbes dinices do disbete mdito sntomdico vaiam entre os
pacientes.

Em ged, a procura peda assgéncia médica ocorre devido a sintomas
rdlacionados a hiperglicemia (polilria, polidipsa, polifagia). Entretanto, o primero evento
pode s a descompensacdo metabdlica aguda, resultando em coma digbético. Em certas
ocasifes, a expressio inicid condge de complicacdo degenerativa, como a neuropdia, na

auséncia de hiperglicemia sintomética



A causa das complicagbes diabéticas ndo é totamente conhecida e pode ser
multifatorid. Deve-se dar maor énfase & via do poliol, na qua a glicose € reduzida a
sorbitol pda enzima ddoseredutases O sorbitol, que parece funcionar como toxina
tecidud, vem sendo implicado na patogenia da retinopaia, da neuropatia, da cataraa, da

nefropatia e da doenca adrtica (FOSTER, 1998).

1.2. Importancia do problema

Atudmente a doenca diabética € encaada como um problema de salde
plblica, em conseqiiéncia das complicacles que dela decorrem alongo prazo.

Ocorre tanto nos paises desenvolvidos, como nos subdesenvolvidos Esima-
* que 14 milhdes de americanos sgam portadores de disbete mdito. Porém, agpenas
Imilh&o e meio desses casos foram diagnogticados (AIELLO & CAVALLERANO, 1994).

No Brasl a incidéncia é dta Porém, ndo se sdbe a0 certo quantas o as
pessoas acometidas, cdculando-se que exitan mas de 5 milhdes de individuos com
didbete, sendo que a metade desconhece ser portadora da doenca (SOUZA FILHO &
BONOMO, 1983).

A prevdéncia do diabetes na populacdo brasileira € de cerca de 7%, sendo
maior na cidade de S0 Paulo, chegando a 9,7% na faixa eté&ia de 30 a 69 anos e a 134%
entre 60 e 69 anos, semehante a observada em Vvé&ios paises desenvolvidos (MALERBI &
FRANCO, 1992).

Eda dta inddéncia e prevadéncia leva a grande nimero de potencias
portadores das complicagbes cronicas e degenerativas, decorrentes da descompensacdo do

metabolismo (SOUZA FILHO & BONOMO, 1983).



A hiperglicemia conica do didete associa-se a lesbes, disfungbes e
fdéncias, a longo prazo ou tardias, ocorrendo em véaios Orgdos, especidmente nos olhos,
rns, nervos e vasos sanguiineos.

A neuropatia didbética pode aetar quaquer pate do Sstema nervoso, com
possivel excegfo do cérebro. Apesar de raramente condituir uma causa direta de morte,
trata-se de umaimportante causa de morbidade (FOSTER, 1998).

A nefropdtia didbética € uma importante causa de morte e de incapacidade
no diabético. Nos Estados Unidos, cerca de 50% dos casos de doenga rend em fase
termind, 20 devidos a nefropatia digbética (FOSTER, 1998).

As dteragbes oculares sfo muito importantes e bastante prevalecentes. Entre
1% e 2% da populacdo do Reno Unido é acometida peo digbete (KANSKI, 2000) e
cdcula-se que 0 risco de cegueira nos diabéticos € 25 vezes maor que na populacdo gerd
(KLEIN et d., 1984).

A retinopaia disbética (RD) eta se tornando uma das principais causas de
ceguera nos paises desenvolvidos Seu dgnificado sdcio-econdmico € dtamerte relevante.
Cerca de 60% dos digbéticos desenvolvem retinopatia apds 15 a 20 anos de doenca
(AIELLO & CAVALLERANO, 1994).

Nos Egados Unidos, a didbetes é a segunda causa de ceguera legd,
surgindo cerca de 8000 cegos a cada ano devido a RD; cdcula-se que naguee pais,
goroximadamente 19% das causas de cegueira sgam de diologia diabética (KLEIN & 4.,
1984).

Tanto nos Egtados Unidos, como na Inglaterra, cerca de 10% da populacéo

cega é diabética (CAIRD, 1967).



Essa dtuacéo tende a se agravar, uma \ez que, edimdivas feitas no ano de
1971, indicavam cerca de 55.000 cegos por RD nos Egtados Unidos e projecdes para 0 ano
2,000, mostravam que 0 nimero deveria adcancar 575.000 portadores de cegueira funciond.
Nesse mesmo pais, 0 nimero de digb&icos aumenta 6% a0 ano, devendo duplicar em 12
anos e quadruplicar em 25 anos (DANTAS et d., 1989).

No Brasl, as edatidicas sfo inaficientes. Trabahos gpresentados no VI
Congresso de Prevencdo da Cegueira mostraram prevdéncia de olhos cegos devido a
retinopetia digbética variando de 142% a 9,77%, (LAVINSKY & d., 1999). Dentre 138
digbéticos, 26,5% desconheciam que eram portadores de retinopatia . Entre 400 digbéticos
portadores de retinopetia, 58,2% gpresentaramse ja na fase proliferativa para a primeira

consulta com retindlogo. (DANTAS et d., 1989).

1.3. O Diabetes e as alteragdes ocular es

Apesxr de ser a RD a patologia ocular mais comentada e estudada decorrente
da doenca diabética, o diabete afeta 0 olho como um todo.

Nas pdpebras, ha maor fregiéncia de xantdasma, bem como quadros
inflamatdrios, como hordédlo, blefaiite e mebomite (AIELLO & CAVALLERANO,
1994).

Pode ocorrer pardisa da musculatura extra-ocular, condderada como uma
neuropatiaisolada

Na conjuntiva, podem ocorrer dteragbes nos vasos, tas como dilatacio
venosa, presenca de corrente sangliinea segmentada nas velas e artérias e microaneurismas

fusformes (SOUZA FILHO & BONOMO, 1983).



A diminuicdo da senghilidade corneana tem ddo descrita dentro do quadro
de dteragbes neuroldgicas da disbetes Acomete ambos os olhos de forma Smétrica e
resulta de uma polineurite difusa do nervo trigémio e de seus ramos. Edta ceratopatia pode
edar associada a neuropatia periférica generdizada do digbetes e geramente et associada
a duracdo da doenca e a severidade da retinopatia (BENSON, 1998, GINSBERG, 1998,
KINCAID, 1998, NELSON & MARTYN, 1998).

A hipoestesia da cdrnea, asociada a reducdo da producdo lacrimd e a
digrofia da membrana basd (MB) do epitdio, aumenta 0 risco de erodes recarentes e
Ulceras neurotrdficas de cornea (GINSBERG, 1998; KINCAID, 1998).

No crigdino, os diabéticos goresentan maior propensio a catarata senil,
tanto em relacdo a0 gparecimento quanto a maturagdo. Exise anda uma catarata diabética
propriamente dita, obsarvada em pacientes jovens, em ged por descompensacdo aguda do
metabolismo, que se caracteriza por s sempre bilaterd, iniciando-se com opacidades
granulares no cortex crigdiniano que podem regredir com O redabdecimento da
normdidade metebdlica A fisopaologia da catarata diabética possui como fator bésico a
dteracdo do metabolismo intracrigdiniano (SOUZA FILHO & BONOMO, 1983). O
excesn de glicose presente no humor agquoso, por aivacdo da adosereductase, leva a
formacdo de sorbitol que, por gradiente camdtico, permite a entrada de &ua e sodio no
crigadino, causando lesfo das fibras da lente e conseqiente opacidade (SOUZA FILHO &
BONOMO, 1983).

Além das cataratas, ha também as dteracOes refrativas de  origem osmdtica,
podendo ser ete um snd de descompensacdo do estado metabdlico. Gerdmente sfo
miopias trangtdrias, de aparecimento gibito, em quadros de hiperglicemia gerdmente

maor que 300mgd (SLAMOVITS & GLASER, 1998). E também comum a mehora



trandtéria da acuidede visud paa peto em préshitas e a ocorréncia de dteragbes na
capacidade acomodativa (AIELLO & CAVALLERANO, 1994).

A RD é a mas comentada dentre as dterages oculares, provavelmente em
decorréncioa do risco de cegueira que esta a da relacionado. E uma complicagio vascular
dtamente epecifica, ocorrendo tanto para os digbéticos do tipo 1, quanto os do tipo 2 e a
duracdo do didbete € um fator de risco Sgnificativo para 0 desenvolvimento da retinopatia
Apbs 20 anos de doenca, quase todos os didbéticos insulino-dependentes e mais de 60%
dos néo-insulino-dependentes terdo dgum grau de retinopatia (KANSKY', 2000).

Apesxy da fisopatogenia ndo ser totdmente conhecida, sabe-se que a RD é
uma microangiopatia que afeta as arteriolas pré-capilares, os capilares e as vénulas. O snd
mas precoce de dteracdo da retina condse no aumento da permeebilidade capilar,
evidenciado peo extravesamento de fluoresceina no  humor  vitreo, gods injecdo
endovenosa. A seguir, ocorre ocdusBo dos capilares retinianos, com formacdo subseqliente
de aneurismas saculares e fudformes dém do desenvolvimento de  derivaches
ateriovenoses. As  lesfes vasculares sfo acompanhadas de proliferacdo das céulas
endotdias de revestimento e perda dos pericitos que circundam e sudentam 0S vasos
(FOSTER, 1999).

A consegliéncia da ndo pefusio retiniana € a isguemia que, por sua vez,
causa hipdxia retiniana. Os dois principas efatos da hipdxia na retina 2o os "shunts'
ateriovenosns e a neovascularizagcdo que podem ocorrer tanto na retina coOmo No  nNervo
Optico e nairis ("Rubeosisiridis") (KANSKI, 2000).

Os portedores de dicbete estariam mas predigpostos a0 goarecimento de
hipetensio ocular e também mas sUjetos ao desenvolvimento de glaucoma que oS néo-

disbéticos (SHIELDS, 1989).



Os tipos de glaucana que mas £ redacionam ao digbete sSo 0 glaucoma
prima&io de angulo aberto (GPAA) e o glaucoma neovascular, sendo que o GPAA é 14
vezes mas freqlente na populacdo diabética que na populacdo néodidbética (AIELLO &
CAVALLERANO, 19949).

O DM também é condderado um faor de risco para 0 desenvolvimento de
GPAA emn odhos com hipatensio ocular, devido a0 provavd comprometimento da
microcirculacdo da cabeca do nervo oOptico (LIEB & d., 1960,BECKER, 1971).Em estudos
redizados por Kass e d. (1980), Zeater e d. (1991), e Zucca & d. (1997), pacientes
portadores de GPAA modraam-se mas susceptiveis a progressio  dos  defeitos
glaucomatosos do campo visud que os néo diabéticos.

Todavigainda ha controvérdas a respeito da associacdo entre DM e GPAA
(PILTZ-SEYMOUR & STONE, 1996, WILSON & MARTONE, 1996).Em estudo sobre
prevdéncia de glaucoma, Bengtsson (1981) ndp encontrou associacdo dete com O
disbete Anteriormente Solie (1985) ja criticara 0 vaor epidemiolégico de pesquisas sobre
a prevdéncia do GPAA gue néo levassem em condderacdo, de mandra rigorosa, vaiaves
de importancia fundamenta nesta doenca, como a faxa et&ia e a composicio racid das
popul agdes estudadas.

Uma das mas saias complicagdes que podem ocorrer no  individuo
disbético € o glaucoma neovascular, patologia decorrente da proliferacdo fibrovascular que
recobre a maha trabecular. No inicio, 0 égulo € aberto e a pressfo intra-ocular pode ou
ndo esar dta Pogeriormente, ha retracdo do tecido fibrovascular e formagdo de sinéquias
anteriores periféricas, com importante aumento da presséo intra-ocular. Os neovasos do
sgmento anterior e, quase  sempre, asociados a agum tipo de doenca do segmento

posterior.



Sggundo dguns attores, 0s primeros dnas de neovascularizacdo iriana
ocorrem na  borda pupilar (WAND, 1982, HENKIND, 1975). Porém, outros acreditam que
0 proceso de neoformacdo vaescular se inicia na raiz da iris (GARTNER & HENKIND,
1978; DRYDEN, 1965).

Apds iniciado o processo de neoformacdo vascular, hd o0 gparecimento de
delicada trama de neovasos sobre toda a superficie iriana, com disposcdo mas ou menos
irregular e aspecto aborizado. Os vasos irianos normais tém uma disposcdo radid, com
raras anastomoses, sem aborizagdo e est@ sempre recobertos por dguma quantidade de
paénquima iriano, sendo evidentes somente em iris de coloracdo dara JA 0s vasos
neoformados tém ddicada parede que permite a visudizacdo nitida da coluna sanglinea
(GARTNER & HENKIND, 1978).

Os neovasos presentes na margem pupilar tendem a se anastomosar com 0s
vasos do colarete para entdo se estenderem em diregéo a periferia

No éangulo, os vasos neoformados podem s facilmente diferenciados dos
vans normas Edes tém uma disposcéo radid na periferia da iris, sempre locdizados sob
0 estroma Pode-sg, @ vezes, notar segmentos de vasos circunferenciais, locadizados na raiz
da iris ou sobre a faxa dliar. Vasos normas ndo ultrapassam o espordo eclerd. J4, oS
vasos neoformados, caracteristicamente, estendemse da periferia da iris sobre afaxa dliar,
cruzam o epordo exlerd e s aborizam ao atingir a maha trabecular. A partir de um vaso
que dainge o trabeculado, ha a formacdo de uma fina rede capilar que ocorre
cdrcunferencidmente  aé anastomosar-se com  neovasos  provenientes de  outro  tronco
nutridor (ALMEIDA, 1977).

Portanto, a iris pode estar afetada no digbete como conseqliéncia da isquemia

retiniana e também fazendo parte do quadro do glaucoma neovascular.



14. Edrutura e ultra-etrutura da irisnormal

A descricdo a seguir foi feita baseando-se nos relatos de Hogan et d. (1971).

A iris é a porcdo mas anterior do trao uved. Ela forma um deicado e
méve diafragma entre a cAmaa anterior e a posterior. E um diafragma importante nos
processos visuas, ja que regula a quantidade maor ou menor de luz que deve impressonar
aretina. De forma circular, gpresenta umaface anterior e outra posterior.

A face anterior € ligaramente convexa, modrando uma regido Stuada
excentricamente  (zona cliar), mas desenvolvida, e outra centrd (zona pupilar), mas
exigua.

As zonas pupilar e dliar esd0 separadas pelo colarete, correspondendo ao
pegueno circulo arterid dairis.

Com o0 desenvolvimento, o edroma da zona pupilar s drofia e forma as
criptas de Fuchs.

A zona ciliar gpresenta trés zones bem caracterizadas zona plana, que va
desde o colarete a@é o primero circulo de contracdo da face anterior da iris zona ondulada,
gue va dede o primeiro circulo de contracdo até o mas periférico; e a raz da iris que va
desde alinha das criptas aé ainsercéo dairis no corpo ciliar.

A face poderior é de coloracdo negra, correspondendo a0 epitdio pigmentar
da iris, regido onde s encontra a maor concentracdo de pigmentos. Pequena por¢do do
epitdio pode s vida na borda pupilar, onde se disingue uma margem ou um corntorno de

coloracéo enegrecida, conhecidapor "liseré'.



A borda dliar corresponde anatomicamente ao ponto de implantacédo da
cornea na eclera

A borda  pupilar coreponde a pupila que € um orificdo  pegqueno,
aredondado, que pode aumentar ou diminuir de didmetro, de acordo com a luminosidede
presente, aravés de atos reflexos que dilatam ou contraem os misculos da iris.

A pupila rdadona-se com a lente, goresentando-se fechada peda membrana
pupilar, que é uma membrana transparente e delgada e que desgparece do 7° a0 & més de
vidafeta.

A inevacdo parassmpaica s desina a0 musculo esfincter da pupila Este,
por contracdo, fard miose. Uma raiz parassmpatica vem do ramo do nervo oculomotor para
0 misculo obliquo inferior. Edtas fibras fazem snapse no ganglio e sfo as Unicas fibras que
assim o fazem. As fibras pds-ganglionares passam para 0s nervos cdliares curtos e inervam
0 musculo dliar e o edfincter da pupila

A inervacdo smpdica s dedina a0 misculo dilatador da pupila. Este, por
contracdo, fard midriase. As fibras dmpdicas deivam do plexo carotideo interno e
dcancam o ganglio dliar diretamente ou por meo do nevo naodliar, havendo raramente
uma raiz smpética separada. Estas fibras sBo pds-ganglionares (nescem no ganglio cervicd
superior). Apenas passam araveés do ganglio dliar e pela via dos nervos diliares curtos,
ine'vam o dilaador da pupila, o orbitd, os misculos paperas e os vasos sangliineos do
bulbo do dlho (DANTAS, 1983).

A iris recebe seu suprimento sangliineo aterid do circulo arterid maior, o
qua fica no esroma do corpo diliar préximo a raiz da iris Ramos provenientes do circulo
maior penetram a periferia da iris aravés de sua raiz. Esses ramos ocupam 0 estroma iriano

anterior enquarto dirigemse ao colarete . Os ramos desses vasos, suprem o estroma e a iris



poderior. Os ramos principais findmente formam um circulo aterid incompleio no
colarete.

Os ramos do circulo aterid menor edendemse pda regido pupilar para
formar arcadas capilares, edas entdo juntam-se as veias na regido do edfincter muscular.
Ramos do circulo menor também passam poderiormente entre feixes de muasculos
esfincterianos para suprir o misculo e a iris pogterior. Os canais venosos da iris seguem 0s
arterials, sendo que as velas maores penetram no estroma anterior e as menores, proximas
a0 musculo dilatador. O tronco coletor dessas veias entra no corpo ciliar,  onde o sangue

entdo drena para 0 Ssemadas veias vorticosas e 0 plexo ciliar (HOGAN et d., 1971).

1.5. AlteracBes da iris decorrentes do diabete

O digbete afeta de forma intensa 0 dgema vascular de todo o organismo. A
Uvea, a tlnica vascular do olho, ceatamente etard sujeita a dteracbesAlteragbes em vasos
da cordide ja foran evidenciadas em ohos de ratos diabéticos (RODRIGUES, 2000).
Sendo a iris pate integrante da Uvea, esperase encontrar nela também a presenca de
marcas da doenca.

O ponto mas comentado € a neovescularizacdo iriana que ocorre no

glaucomaneovascular.

Alguns autores (SSIMON & FRANCOIS 1976) acreditan que, quando
ocorre a  vastularizagdo da iris nos digbéticos, esta goresenta um aspecto bagtante tipico,

quase patognomonico e, assm, dividem a neoformacéo iriana em:



1- "Rubeosis iridis' vera, didbética ou de Sdus rubeosis primaia ou
pré-glaucomatiosa  (iris vascular  digb&ica) que corresponde a uma  neovasculaizagio
predominantemente profunda.

2- Pseudo-"Rubeosis iridis'; rubeose secundaia ou  pds-glaucomatosa
(iris vascular hemorragica), que € aimagem de uma neovascularizacéo superficd.

3 Vascularizagdo misa

Porém, a neovascularizacdo iriana ocorre, em gerd, nas fases avancadas da
doenca, quando os olhos ja esdo bastante dterados.

A maoria dos reaos sobre dteragbes irianas e diabetes pertence a olhos
didbéticos em est&gios avancados da doenca (FRYCZKOWSKI e d., 1989; BRANCATO
e d., 1994), quando as dteragbes podem derivar de outros problemas coexidentes, como
do préprio glaucoma neovascular.

Alteraches nos estégios iniciais da doenca diabética ndo foram relatadas.

1.6. AlteracOesirianas em modelos experimentais em diabetes

Edudos dinicos envolvendo dteragbes da iris didbética modraram  que
exidge extravesamento de contrase em iridografias de individuos digbéticos (DEMELER,
1979, BRANCATO « d., 1994), indicando que esta edtrutura esta dterada em portadores
da doenca

Avdiagdo morfoldgica mostrou que 40% dos dlhos disbéicos de individuos
gue portavam a doenca em eddgio avancado, posdiam uma vecuolizecdo rendilhada do
epitdio pigmentar iriano, dém de cerca de 85% de Rubeoss iridis’ e snéquias anteriores

periféricas (Y ANOFF, 1969).



Outros edudos, no entanto, mostraam que a iris pouco £ dtera em
digbéticos, havendo baixa incidéncia de neovasos (GREY & d., 1986, ENGERMAN & 4d.,
1982), bem como dk ectrépio uved e ardfiairiana (ARMALY & BALOGLOU, 1967).

Avdiaghes morfologicas em esdgios evolutivos da doenca siam possivels
goenas com a redizacdo de estudos experimentals, os quais seriam de grande vdia para o
conhecimento da doenca e de suas repercussoes.

Com a uilizacho de animas é possve ocontrola vaidves inter-
rdacionadas e avdiar grupos-controle procurando ducidar pontos ainda desconhecidos da
etiopatogenia do problema

A maior limitacdo do uso de modeos animais € a fdta de mrfeita corrdacdo
entre o disbete animd e humano. A diologia do didbete em muitos moddos animas €
homogénea, permitindo o isolamento de um dos vaios faores patogénicos que influenciam
0 desenvolvimento do digbete humano (KARASIK & HATTORI, 1994).

Apesy do diabete esponténeo em animals Ser uma ocorréncia rdativamente
comum, a doenca tem ddo bem caacterizada somente em dguns poucos expecimes
animals, como aguns ratos, macacos, caes e gatos (MORDES & ROSSINI, 1980).

Os pequencs roedores seriam os melhores candidatos para estudo do diabete
experimentd, por terem ciclo de vida curto e custo de manutenco relaivamente baixo.

Acresce- a edes fatores, a posshbilidade de trabadhar usando o rao como
modelo experimenta previamente estabelecido na Indituicio em que o presente estudo foi

desenvolvido (MACEDO &t d., 1981).



1.7. Estudos mor fol6gicos envolvendo iris e diabete

Também com relacdo aos estudos morfoldgicos e digbete, a retina é o foco
principd, havendo vaios rdaos, inidados com Kuwabara e Cogan , que descreveram pela
primeira vez as dteragfes senis nos vasos retinianos, com perdas endotdias e periciticas e
0 desenvolvimento de aneurismas saeculares em homem com mas de 50 anos de idade
(KUWABARA & COGAN, 1960).

Alguns edudos ultraedruturais redizados em ratos  Sprague-Dawley
digbéticos, demondraram dteragies degenerativas nos pericitos da reting, iris e corGide
(DRYDEN, 1965; GARTNER & HENKIND, 1978; WAND, 1982).

Em 1969, foram rdaadas dteragbes no epitdio pigmentar em humanos em
estudo microscopico (Y ANOFF, 1969).

Sdimann e Grimes encontraram em ratos diabéticos, a presenca de dilatacdo
de vasos irianos, dém de aumento de vacuodlizecdo do epitdio pigmentar da iris devido a0
acimulo de glicogénio (SALLMANN & GRIMES, 1971).

Koima e d. (1971) também estudaram ratos diabéticos, tendo encontrado
dteraches nos vasos da cordide e da iris.

As cdulas endotdias de ratos diabéticos gpresentamse edemaciadas, com
epessamento da MB, sendo possivel  observar  neovasos  irianos em estudos  com
preparagdes tripsinicas (BABEL & LEUENBERGER, 1974).

Schdlini (1992) estudou dteragbes morfolOgicas,  ultrarestruturais e
morfoméricas dos capilares das camadas supeficias e profundas da retina de ratos
digbéticos doxénicos com idede entre 3 e 15 meses, observando estarem presentes lesbes

principamente nos animais de 15 meses, mehor evidenciadas ao exame ultra-estruturd.



Os mulsculos irianos de ratos diabéticos apresentam  gotas  lipidicas e
aumento de corpos densos, dependentes da duracdo e controle da doenca (ISHIKAWA
&UGA, 1977).

Estudo comparativo entre lesdes de vasos retinianos e da iris, contrariamente
a0 eperado, modraam que Os peicitos ndo edéo dteados nos animas de
experimentacdo, como ocorre no ser humano (TILTON et d., 1986).

Portanto, dteragbes morfolégicas na iris decorrentes do digbete foram aé o
momento pouco estudadas, havendo interesse em mehor exClarecer s 0s vasos iriancs
participam de modo significativo da patogénese da doenca no olho.

Assm, 0 presente esudo foi delineado.

Judtificativa da proposta:

O presante estudo foi desenvolvido com o intuito de avdiar os vasos da iris
de ratos normas e diabéicos na tentativa de melhor conhecer a influéncia do estado
diabético sobre estaimportante estrutura ocular.

O moddo de digbetes experimentd utilizado foi desenvolvido na Faculdede
de Medicina de Botucatu por Macedo & d.(1981), ja tendo Sdo empregado com SUCESD
em expaimentos que envolveran 0 segmento podterior e atterior do bulbo ocular
(SCHELLINI, 1992, JORGE, 1995; SPIRANDELLI| e 4d., 1998 RODRIGUES, 2000;

BOSSO, 2002).



Objetivos



idosos .

eidosos.

2.OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo s&o:

<> Avdia o0s vasos do esroma iriano de ratos normas jovens e

<> Avdiar 0s vaos do edroma iriano  de ratos diabéticos jovens



Materia e Métodos



3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi ddineado como um esdudo experimentd, de caraer
progoectivo e seguiu todos os principios para indugdo da doenca diabética e avdiacéo dos
animais ja atteiormente preconizados pdo Grupo de Edudos do Disbete Experimentd-

UNESP.

3.1. ANIMAISUTILIZADOS

Foram utilizados 16 ratos da raca Widar, de ambos os sexos, com idade de 3

meses, pesando 200 a 300 grames (g) cada Foram sdecionados para o estudo, gpenas

animais sadios ap exame dinico. Os animas foram fornecidos peo Biotéio Centrd do

Campus de Botucatu - UNESP.

3.2. GRUPOSEXPERIMENTAIS

Os animas foram divididos por sortdo em 2 grupos experimentals como

segue

3.2.1. GRUPO CONTROLE (GC) -

O grupo controle, formado por 8 ratos normais.



3.2.2. GRUPO DIABETICO (GD)

O grupo diabético, formado por 8 ratos digbéticos.

Para integrar 0 GD, os animas foram seguidos por 15 dias, gp0s a indugéo
do diabetes, com redizacdo de exames dinico — laboratorias, como descrito a seguir, no
ftem 4. Este procedimento foi adotado paa que o GD fosse condituido de animas

portadores de digbete grave.

3.3.MOMENTOSEXPERIMENTAIS

O momento zero (MO) foi o dia do sorteio dos ratos para os respectivos

grupos experimental's, coincidente com o dia daindugéo do diabete nos animais do GD.

Os demas momentos corresponderam aos dias de sacrificio dos animas e

ocorreram Como Segue:

3.3.1. MOMENTO 1 (M1) - 1 mése 15 dias gpos MO

3.3.2. MOMENTO 2 (M2) - 12 meses e 15 dias apds MO

Foram sacrificados 5 ratos do GC e 5 ratos do GD no M1 eno M2.



34. PARAMETROSESTUDADOS

34.1. PARAMETROSCLINICOS

Diaiamente, foran avadiados todos 0s animas quanto a0 comportamento,

atividade, aspedto gerd, peso (g), ingestdo hidrica (ml/24 h), diurese (ml/24 h).

3.4.2. PARAMETROSBIOQUIMICOS

Foi feita pesquisa didia (de manha e a tarde) da glicoslria e da cetondria

Quinzend mente foram dosadas a glicemia de jgum (mg%) e a glicose urindria (Mg%o).

34.3. PARAMETROS MORFOL OGICOS

Os parametros morfologicos foram obtidos nos 16 animas, em cada um dos
momentos experimentas.
No exame ultra-edruturd, foram avaliados os vasos 0 expago perivascular e

0 efroma dairis.

3.5. SEQUENCIA DOS TEMPOS EXPERIMENTAIS

- Pesagem do animd;
- Sotedo dos animas paa didribuicio  nos  respectivos  grupos

experimentas



- Adminigracédo de Aloxana 2% (JT. Baker Chemicd Co.) paa inducéo
do digbete experimentd;

- Avdiacdo dinicolaboraorid quinze dias gpds a inducdo doxénica A
partir de entfo, mensdmente;

- Obsavacdo didia do aspecto gerd, medida da diurese, da ingestéo
hidrica, da glicoslria e da cetonUrig;

- Avdiacéo dinicolaboratorid conformeitem 4.2.

- Saoifido dos animas previamente anestesados, de acordo com oS
momentos experimentas,

- Imediata enucleacdo dos olhos;

- Processamento dos olhos para exame histopatologico e para exame ultra:

estruturd.

3.6. TECNICASUTILIZADAS

3.6.1. INDUCAO DA DIABETES EXPERIMENTAL

Para inducdo do didbete, os ratos receberam injegdo endovenosa de solucéo
agquosa de Aloxana 2% (2, 4, 5, 6 tetraoxohexahydropyrimiding), na dose Unica de 42
miligrameas por quilograma (mg/kg) de peso corpord.

Previamente a inducdo, os animais foram submetidos a jgum dimentar de
12 horas, recebendo &gua "ad libitum". A seguir, para fadlitar a vishilizagdo das veias
caudais, cada animd foi colocado em uma caixa aguecida por |lampada eérica, por cerca

de 10 minutos. Dai, os ratos foram trandferidos para uma peguena caixa de contencéo, que



permitiu que suas caudas ficassem expodas. Foi usada, entdo, uma agulha de cdibre 13 x 4
(27G x 33/64) para administracdo da droga em uma das veas caudas Trinta minutos apés
ainjecdo, os animais foram reglimentados norma mente.

Foram condderados diebéticos graves e aprovetaveis nede edudo, os
animais que goresentaram perda de peso, aumento da ingest@ hidrica e do volume urin&io,
acompanhados de dteragdes laboraorias de glicemia de jgum acima de 200 mg%, glicose
windia supeior ou igud a 3000 mg% e glicodiria podtiva (+++) no tete de fitas
reegentes. Os animas que ndo preencheram eses critérios foram descatados e
subdituidos Foram também subdituidos os animais que morreram antes do  periodo

programado para o sacrificio.

3.6.2. MANUTEN@O DOSANIMAIS

Os animas foran mantidos em caixes individuas no Laboraidrio de
Técnica Cirargica e Cirurgia Experimentd do Departamento de Cirurgia e Ortopedia da
Faculdede de Medicina de Botucatu - UNESP, sob condigdes iguais de temperaura e
iluminaczo.

Os ratos receberam ragdo Nuvilab CR1 (Nuvitd Nutrientes e Produtos

Veterinaios LTDA —PR)) e&gua"ad libitum".

363. TECNICAS UTILIZADAS PARA COLETA DOS DADOS

CLINICO-LABORATORIAIS

As avdiaches dinicolaboratorias, foram redizadas mesdmente gpds a

induco do diabete, da seguinte forma



- Os animas foram colocados em gaolas metabdlicas individuais, durante
24 hores,

- Nede periodo foi fornecido volume conhecido de &gua e quantidade
conhecidaderacéo Nuvilab - CR1,

- Apos este periodo os animais entraram em jgum de 12 hores;

- No find do periodo de jgum, os animas foran pesados e avdiados os
volumes, tato o de &ua ingerida (ml/24 horas) como o de diurese
(ml/24 hores);

- Foram coletadas amostras de 10 ml da urina de 24 horas para dosagem
de glicose urindria (mg %);

- Foram coletadas amodiras de 1,5 ml de sangue para dosagem da glicose
plasmdica (mg %), cortando-se cerca de 0,1 cm da ponta da cauda de
cadaanimd,;

- ApGs a retirada do sangue, a cauda seccionada foi amarrada com fio de

agodzo 2-0.

3.6.4. EXAMESBIOQUIMICOS

- Dosgem de dlicoe plaandica e wuwinaia foran redizadas
repectivamente, no Laboratdrio Clinico do Depatamento de Clinica Médica e no
Laboratério de Pesquisa Experimentad do Depatamento de Pediaria da Faculdade de
Medicinade Botucatu-UNESP, sendo empregado o método da Ortotoluidina

- Pexuisa de glicose e de corpos cetonicos na urina foram redizadas

diariamente, no Laboradrio de Técnica Cirlrgica e Cirurgia Experimentd da Faculdade de



Medicina de Botucatu - UNESP, sendo empregadas fitas resgentes Gluketur-test

(Boghringer Mannhem M .B. Bioquimica Ltda- RJ).

3.6.5. SACRIFICIO DOSANIMAIS

Os animais foram colocados em cubas de vidro e anestesados utilizando-se
éer aulfdrico (Technion Indidria Quimica Ltda- RS), administrado por via indaoria aé a
perdados reflexos.

Apés a anestesia, foi feta toracotomia, seguida de puncdo cardiaca para
obtencdo de amodras de sangue dedinadas aos exames laboratorias. A morte do anima
ocorreu provavemente em fungdo das dteragbes respiratdrias decorrentes da toracotomia e

da hipovolemia aguda, provocada pela aspiracéo do sangue intracardiaco.

3.6.6. PREPARO DOS OLHOS PARA EXAME MORFOLOGICO

3.6.6.1. Exame histopatol ogico

Apbs a enudeacdo, o olho direto foi preparado para avdiagdo estruturd,
COMO Segue:
- Seccdo exdlerd cearca de 5 mm na regido do Equador, usando-se bisturi
com lamina15;
- Fixacéo em solugéo de Bouim acodlico (Duboscg Brasil) por 48 horas;

- Lavagem em <frie crescente de dcodis (70, 80, 90 e 100%0);



- Seccdo do globo com lamina de barbear no sentido transversdl;

- Remoc8o do crigdino com pinca ddicada;

- Didfanizacdo em benzoato de metila (24 h) e benzol (45 min);

- Embebicio em parafina histoldgica, em ponto de fusio de 58° C;

- Indusdo em bloco deparafing;

-  Cortes hidologicos, com espessura  de 7 micra corados por

hematoxilina-eosina (HE) e &cido periddico de Schiff (PAS).

3.6.6.2. Exame ultra-estrutural

Apés a enudescdp, o0 oho esquerdo foi preparado para exame Ultra

edtrutura, como segue:

- Fixacdo em glutaradeido 2,5%, em tampéo fofato 0,1 M, pH 7,3;

- Seccdo sagitd do globo na regid do Equedor, usando-se lamina de
barbesr;

- Disxxcdo do bulbo ocular, com auxilio de pingas, sob lupa (Kal Zeiss)
com aumento de 2,0 vezes,

- Separacdo da Uveadaeclera, com auxilio de 2 pingas delicades;

- A iris fo sgparada das demas edruturas oculares, sendo colocada em
frasco contendo glutaraldeido 2,5% e azul de metileno;

- Pdsfixacdo em &cido Géamico 1%, em tampdo fosfao 0,1 M, pH 7,3;

- Deddratacéo em série crescente de acetonas (50, 70, 90 e 100%);

- Mergulho dos fragmentos em mistura acetona/Arddite por 12 hores;



- Redirada dos fragmentos da migura e incdusio em bloco de resna
Arddite pura por 1 hora, em edufa a 37° C, sendo preparados 6 blocos
de cadaanimd,

- Colocago em estufaa60° C por 48 horas para polimerizacéo;

- Trimagem dos blocos, sob lupa, com auxilio de lamina de barbesr;

- Cortes sami-finos, de 1/2 micron, que foram colocados sobre lamines e
coradlos com mistura.de 1:1 de azul de metileno a 1% e Azur |1 a 1%,

- Exame em microscdpio Optico, paa ecolha dos cortes semi-finos
goropriados;

- Cortes ultrafinos (500 Angstrons) feitos a patir dos cortes semi-finos
escolhidos,

- BExame em microsoopio detronico de transmissto Philips EM 301

3.6.7. DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

Foram obtidas a0 microscopio Optico e a0 microscdpio  detrdnico  de
transmissdo, micrografias da regido correspondente ao estromairiano.

A documentacdo fotogréfica des lamines higologicas foi feita usando o
filme Kodacolor Kodek. Paa as deromicrografias detronicas, foi utilizado o filme

Ektacrome Kodak. O papel fotogréfico utilizado foi o Kodacrome RC Print F3 Kodak.



3.6.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes aos pardmetros clinicos e laboratorias  foram
submetidos a andlise eddidica, utilizando-se a técnica da Andise de Vaiancia para 0
moddo com dois fatores (grupo e momento), tendo como procedimento paramétrico, dados
gpresentando  caracteridticas da didribuicio norma de probabilidade, e procedimento néo-
paramétrico, na auséncia dedtas caracteridicas. Para  gpresentacdo  dos  resultados,
condderou-se nas tabelas, a SgnificAncia gpontada por meio de letras, sendo que duas letras
iguas modram ndodgnificanda e duss letras diferentes indicam diferenca edtatisicamente
sgnificativa. As leiras minlsculas comparam 0S grupos € as malsculas, 0s momentos

dentro de um Mesmo grupo.



Resultados



4. RESULTADOS

Os dados referentes aps parametros dinicos e bioquimicos, usados para
comprovar a homogeneidade dos grupos de edudo, assim como os resultados dos tedtes

edtatisticos, estdo gpresentados em gpéndice.

4.1. AVALIACAO MORFOLOGICA

4.1.1. Exame Histopatol6gico

4111.GCM1

A iris de ratos Widar foi vita como uma fina membrana semi-transparente,
contendo vasos, nervos € musculos em meo a trama de tecido conjuntivo. Os vasos estdo
didribuidos pdo edtroma iriano de modo difuso sendo dguns de maor
cdibrePogteriormente a0 estroma, 0 epitdio da iris pode ser visudizado, e formado por

cdulas dispotas em camada Unica, sem a presenca de pigmentos e acentadas sobre

membranabasd (fig.1).

4112.GC M2

A iris de ratos de GCM2 ndo difeiu da obsavada nos animas de

GCM1(fig.2).



4113.GDM1

A iris de raos de GDM1 ndo diferiu da obsarvada nos animais de

GCM1(fig.3).

4114.GD M2

A iris de raos de GDM2 ndo difaiu da obsavada nos animas de

GCM1(fig.4).

4.2. Exame Ultra-estrutural

421.GC M1

Os vasos da iris de ratos do CGM1 foram observados digribuidos por todo o
esroma. Tratase, em gerd, de ateriolas e vénulas, havendo também cepilares Sdo vasos
de luz ampla cujas paedes possuem muitas projegdes , <diéncias e reentrancias,
condtituidas por clulas endoteliais digribuides em camada Unica, e por pericitos, dispostos
de formacircular e descontinua o redor das cdulas endotdlials.

As cdulas endotdias sfo envoltas por MB, assm como também os
pericitos, havendo MB entre cdula endotdid e pericito e entre o pericito e cdulas

adjacentes. As arteriolas Sfo revedtidas por camada de cdulas musculares, também com sua

respectiva MB.



Observous2 dgumas heméceas e granuldcitos na luz de dguns vesos (fig.
5).

Com rdacdo a0 conteldo cdular, obsarvou-s2 que 0 nlcdeo das cdulas
endotdiais sfo dongados, possuem  contornos  irregulares, contendo  cromaina  mas
condensada proximo a carioteca, aguns contendo nucléolo evidente (fig.5).

O citoplasma das cdulas endotdias € mas abundante na regido proxima ao
nicdeo, contendo organdas como mitocondrias redondas ou ovas, ribossomos  reticulo
endoplasmédico liso e rugoso, complexo de Golgi, vesiculas pinoditéticas e vaclolos de
contelido eetron-transparente ou contendo “figuras de midinad’ e corpos densos (fig.5). Em
agumas cdulas, observou-se centriolo .

Afagando-se da regid do nucdeo, a paede vascula é formada por
ssgmentos mas edratos de cdulas endotdias , onde exise menor quantidade de
organdas citoplasméticas (fig.6, 7).

As cdulas endotdias sfo unides por jungdes intimas ou desmossomos
(fig.6), caracterizando os vasos da iris como ndo fenestrados .

Exitem projegbes citoplasmdicas das cdulas endotdias semdhantes a
dedos-de-luva em diregdo a luz vascularAs projegdes citoplasméticas presentes na regido
de unido entre cdulas sfo conhecidas por projecOes filopoidais (fig.6). Algumas vezes
estas projegfes ediveram unidas umas as outras em Suas porgdes mas extremas, dando a
impresséo de formagbes em arco.

Envolvendo as cdulas endotdiais de forma descontinua exisem os pericitos
gue possuem nideo de formao semdhate a0 das cdulas endotdids assm como

organel as citoplasméticas semel hantes aguel as (fig.6).



Nas ateriolas maores foram observadas as clulas musculares, contendo
midfibrilas e midfilamentos Os micdfilamentos etdo digpodos em gead, proximo a MB.
Vesiculas pinocitticas S0 mas numerosss no citoplasma das cdulas musculares, com
locdlizacéo preferencid proximo aMB.

Os capilaes e as vénulas possuem paredes condituidas unicamente por uma
camada de cdulas endotdias e so diginguidos das ateriolas por agpresentarem  estas
dltimas, 0 envoltorio de céulas musculares .

Nas arteridlas maores, as cdulas musculares S0 também maiores, dém de
exigir mais de uma camada de células concentricamente dispostas.

Externamente a parede vascular, exisem fibras coldgenas dispostas no sentido
longitudind ou transvers e os fibroblastos edromas, cdulas que s assemdham em
formato e contetido citoplasméico, as cdulas endotdias.

Tanto as cdulas musculares, como os fibroblastos, circundam os vasos, mes
ndo os envolvem totamente e possuem maor concentracdo de organdas citoplasmaticas na
regi&o proximaao nucleo.

Ao redor dos vasos exige digposicdo concéntrica de fibras coldgenas e
fibroblastos, famando a adventicia vascular, que € mais frouxa proximo da parede vascular
e torna-e mas densa com as fibras colégenas orientadas preferencidmente na forma
concéntrica, mais externamente (fig.8).

Proximo aos vasos pode-se observar, anda, feixes nervosos midinizados e

amidinicos (fig.7, 8).



422.GC M2

Os vasos irianos de ratos do GCM2 goresentaram a mesma edrutura e
organizacéo celular que o observado no GCM1(fig.9).

Comparando-se animais de GCM1 com os do GCM2 foi possivd obsavar
gue os do GCM2 agoresentaram maor nimero de vesiculas citoplasméicas e de corpos
densos nas cdulas endoteliais, nos pericitos, nas clulas musculares e também, nos
fibroblagtos (fig.10, 11, 12, 13) .

As dteragbes observadas foram mais freglientes nos pericitos, nes cdulas
musculares e nos fibroblastos perivasculares. Nestas Ultimas cdulas, foi possivd observar
gotas lipidicas no citoplasma cdular (fig.14, 15).

Principdmente nas arteriolas, observou-se espessamento da MB das cdulas
endotdias e dos peicitosO egpessamento da MB ocorreu de modo néo  homogéneo

(fig.16, 17, 19).

4.23.GDM1

Os vasos irianos de ratos do GDM1 goresentaram a mesma edrutura e
organizacao cdular que o observado no GCM 1.

Foran obsavadas nos animas dete grupo dteragbes semdhantes as
exigentes no GCM1, tas como aumento de corpos densos e vesiculas citoplasméticas no
citoplasma de cdulas endotdias, pericitos, cdulas musculares e também nos fibroblastos
perivasculares  (fig19, 20, 21). “Fguras de midind’ e vaclolos derontlucentes também

foram visos nestes animais.



Além diso, as MBs ediveram mais espessadas nos animais deste grupo (fig.
22, 23, 24, 25). O espessamento ocorreu principdmente na parede de arteriolas, quando a
MB das cdulas endotdiais, pericitos e tarbém das cdulas musculares foram observadas
espessadas, com reducdo ou austncia do espacamento entre as mesmas, havendo por vezes

gnais de vacudlizacéo daMB (fig. 26, 27, 28, 29).

4.24.GD M2

Os vasos irianos de ratos do GDM2 goresentaram a mesma esrutura e
organizacéo ceular que a obsarvadano GCM 1.

As dteragbes obsarvadas nos animas de GDM2 foram semedhantes &s
obsavadas no GDM1, porém, com maor intenddadeAssm também nestes animas foi
obsarvado acimulo de vesiculas e de corpos densos, “figuras de midind’ e vaclolos
eetron-lucentes, ocorrendo nas cdulas endotdiais nos pericitos, nes cdulas musculares e
nos fibroblastos perivasculares (fig.30, 31, 32, 33).

Muitas vezes, 0s peicitos goresentaram 0 compartimento ceular preservado,
porém com as organdas totdmente dteradas, reconhecendo-se as "figuras de midind' e os
corpos densos. Algumas cdulas musculares e dguns fibroblastos perivasculares tambem
foram visudizados como contendo organdas totdmente desestruturedas (fig. 34, 35, 36,
37).

As dteragbes mais importantes ocorreram nas arteriolas, assm como o foi
obsarvado no GDM 1.

Principdmente nas ateriolas, mas ocorrendo também nos capilares, foi

possivel observar egpessamento da MB das cdulas endotdias O espessamento néo foi



homogéneo, havendo &ess de espessamento desigud em um mesmo vaso sangliineo. Por
vezes, 0 expao entre a cdula endotdia e a muscular esteve "preenchido” pela MB espessa.
Obsarvourse também, vacuodlizagdo ou cavitacdo da MB, principdmente nos lugares onde a

mesma encontrava-se mai's espessada (fig. 34, 35, 36, 37).



Legenda das Figuras



L egenda dasfiguras

MICROSCOPIA OPTICA

FIGURA 1. A iris() é umaddicada estrutura que contém o estroma rico
em vasos (V) e epitélio na suaface posterior.Corpo ciliar (*) , cornea (C) . retina (r)

(GCM1-PAS X 20).

FIGURA 2: A iris(I) ndo difere do observado nafigura 1(GCM2-PAS X

20).












FIGURA 3: Observar detdhe da iris contendo inimeros vasos (v).Cornea

(C)(GDM1-PAS X 40).

FIGURA 4 : A iris ndo difere do observado nas demais figuras(GDM2-PAS

X 20).









MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRASMISSAO

Vasosdairisderatodo GC noM1

Figura 5 Nudeo dongado contendo nudéolo. O citoplasma das cdulas

endotdliais € mas abundante naregido proximaao nideo. (METX14500).

Figura 6. Céulas endotdias unidas por jungles sdantes ProjecOes

filopoidais (seta) Pericitos (P). (MET X 14500).



Figura 7: A parede vascular € condituida por edreitos segmentos de cdulas

endotdiaisFeixe nervoso (N) perivascular.Hemécianaluz vascular (h). (MET X 5750).

Figura 8 Nudeo (N) de cdula muscular. Observar riqueza de terminagbes

nervosas perivasculares (T). (MET X 2800).
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Vasosdairisderatodo GC noM2

Figura 9. Advetica peivascula (A) contendo fibras colédgenas e

fibroblastos esromais . (MET X 5750).

Figura 10: Cdulas da parede vascular contém maor nimero de vesiculas

citoplasméticas e de corpos densog(seta). (MET X 14500).



Figura 11: Cédulas da parede vascular contém maor nimero de vesiculas

citoplasméticas e de corpos densos ((MET X 14500).

Figura 12: Cdules da parede vascular contém maor nimero de vesiculas

citoplasméticas e de corpos densos. ProjecOes filopoidais em arco (seta) (MET X 14500).

Figura 13: Grande nimero de vesiculas citoplasmédicas em cdulas

endotdias (MET X 14500).






Vasosdairisderatodo GC noM2

Figura 14: Pericito (P) e fibroblastos perivasculares com organdlas dteradas

(MET X 14500).

Figura 15: Gotaslipidicas (L) no ctoplasmade fibroblaso (MET X 14500).

Figura 16. Cédulas endotdias e pericitos com egpessamento de membrana

basdl (pontadaseta). (MET X 4050).



Figura 17 O espessamento da membrana basd (ponta da seta) € nédo

homogéneo.Pericito (P).Cdulaendotdlid (E). (MET X 14500).

Figura 18: Membrana basd espessa preenche 0 expaco entre a cdula

endotdid e pericito (k). (MET X 14500).
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Vasosdairisderatodo GD noM1

Figura 190 Aumento de corpos densos (ponta da seta) e vesiculas
citoplaamdticas no dtoplasma de cdulas endotdias, musculares e também nos fibroblastos

perivasculares.actiolo (seta branca) em fibroblasto. (MET X 14500).

Figura 20 Cdula endatdid (E), pericito (P) e fibroblasto (F) perivascular,

contendo vesiculas e corpes densos. Luz vascular (L).(MET X 14500).



Figura 21: Observar o0s corpos densos (pontas de seta) nas cdulas

endotdias (E), pericitos (P) efibroblastos (F). (MET X 14500).

Figura 22. A MB (ponta de seta) nesta regido néo esteve espessada (MET X

14500).

Figura 23:.. Comparar a MB (ponta de s#td) deste vaso com o da figura

anterior. O espessamento néo é homogéneo (MET X 14500).






Vasosdairisderatodo GD noM1

Figura 24: Epessamento ndo homogéneo daMB (MET X 14500).

Figura 25. Vaso contendo hemécess e granuldcitos na luz, mostrando

espessamento néo homogéneo daMB (MET X 5750).



Figura 26: Espessamento e cavitagdo da MB entre cdulas endotdid e
muscular (M). A cdula muscular exibe midfilamentos proximo a membrana  plaamdica,

aém de corpos densos e mlitiplas vesiculas (MET X 14500).

Figura 27.. Espessamento e caviteacdo (ponta de setd) da MB. Cdula

muscular (M) (MET X 14500).






Vasosdairisderatodo GD noM1

Figura 28 MB eyessa e com cavitagdo (ponta de seta). Fibroblasto

perivascular contendo lipideo (L). (MET X 14500).

Figura 29: Cdula endotdid (E) e muscular (M) com espaco entre das

preenchido pdaMB espessa. (MET X 14500).






Vasosdeirisderato do GD noM?2

Figura 30: Inimeras vesiculas em cdulas musculaes e endotdias

Adverticia (A) perivascular com feixes coldgenos e fibroblastos (MET X 14500).

Figura 31: Acimulo de vesiculas corpos densos, “figuras de miding’ e
vacliolos vazios nes cdulas endotdials, musculares e fibroblastos perivasculares (MET X

14500).



Figura 32 Cdulaendotdid com mitiplas vesiculas (MET X 14500).

Figura 33: Acimulo de corpos densos em fibroblasto peri-vascular. (MET

X 14500).






Vasosdairisderatodo GD noM2

Figura 34. Cdulas musculaes (M) e pericitos (P) conterdo organdas

desestruturadas e MB espessa (MET X 14500).

Figura 35: Idem, com espessamento de MB (MET X 14500).



Figura 36. Cdulas musculares (M) e pericitos (P) contendo organdas
desestruturadas, ndo sendo possivel reconhecé-las MB com espessamento néo homogéneo

(MET X 14500).

Figura 37: Idem, com espaco entre cdulas "preenchido” peda MB espessa

Pericito (P) (MET X 14500).






Vasosdairisderatodo GD noM2

Figura 38: As cdulas periciticas (P) e musculares (M) sfo envoltas por MB
espessa. (MET X 14500).

Figura 39: Idem (MET X 14500).






Discussaon



5. DISCUSSAO

5.1. QUANTO AO MODELO UTILIZADO PARA ESTUDO

A dificuldade de s= estudar as dteragbes oculares evolutivas que ocorrem no
dicbete, nos fez optar peo uso do rato como moddo experimenta, gpesar de que edes
animais ndo agoresentam lesdes exatamente iguais as obsarvadas em humanos, como por
exemplo, nd desenvolvem  microaneurismas na retina em conseguéncia  da
descompensaczo disbética (SCHELLINI, 1992).

No presente estudo, 0 moddo experimenta utilizado foi o estabdecido por
Macedo & d. (1981), bassado em Orloff et d. (1975). Inimeros estudos anteriores
redizados neda Indituicio, esabdeceram um bom dominio dete moddo experimentd
(MACEDO & 4d. 1981, 1985 1986a 1986b, 1987; SPADELLA, 1989; BREIN, 1990;
SCHELLINI, 1992), edando totdmente determinado o modo de indugdo, assm como oS
cuidados a serem tomados para que a pesquisa sgavdida

Utilizourse, entéo, a Aloxana, um derivado do &ido Urico que destrGi as
cdulas beta do péancress, provocando disbete de longa duracdo em muitas epécies de
animas (DUNN & d., 1943). O tipo de didbete induzido € o do tipo 1 ou insulino-
dependente, uma vez que, com a dedruicdo das cdulas beta, 0 péncress ndo produz mas
insulina. Outra droga que € bastante usada para inducdo do dicbete € a Edreptozotocina
(ROBISON et d., 1983). Porém, o prego dedta Ultima é muito superior a0 prego da

Aloxana, razdo danossa escolha



Exigem cepas de animais que possuem diabete espontaneamente (GIBBS et
d., 1969, PATZ & MAUMENEE, 1962). SSo animas caros, que devem ser criados com
cuidados especials, dificultando a sua utilizagdo. Pode-se empregar, ainda, dietas especials
gue tornam o animd hiperglicémico (ROBISON & d., 1983).

O modelo empregado necessta de redizacd dos exames laboratorias para
s definir qua é a intensdade de lesio pancredtica que ocorreu , com a injecdo endovenosa
da Aloxana, uma vez que , diferentes respostas a droga S0 possivels, desde ndo
desenvolver digbete a@é morte por dteracd metabdlica muito exacerbada (SPADELLA,
1989).

Em decorréncia destes fatores, hd necessdade de s acompanhar os animais
por um periodo paa s identificar 2 a doenca foi induzida e com qud intenddade,
procurando-se ter gpenas animas portadores de digbete grave nos grupos experimentais. O
tempo edipulado para definicdo da indusfo no esudo é de 15 dias Mesmo depois dos
primeros 15 dias, condderados necessxios paa a edabilizacdo da glicemia nos nives
compativels com o dabete grave, dguns animas podem ter dteragbes importantes,
chegando mesmo a reversdo do quadro de diabete paraanormaidade (SPADELLA, 1989).

Deda forma, quando se trabaha com o rato no qua se induziu gquimicamente
o digbete, ha necessdade de se redizar rigorosamente exames periddicos, como descrito no
cgpitulo Materid e Méodo e eetuado neste estudo, estando os dados de acompanhamento
dos animas condantes do gpéndice, uma vez que ese ndo ea objetivo do estudo, mas
necess dade paravalidacdo do moddo experimentd.

Outro problema que exige quando e utiliza ete moddo experimentd € que
0s animas podem morrer antes da época idedizada para 0 sacrificio. Logo apds a inducdo

da doenca, é grande o nimero de animas que morrem. Ede fao ocorre por se ter



descompensagfes  importantes do  metabolismo, conforme  ressdta Spaddla (1989) que
observou obito em 38,9% dos animais até o 14° dia gpds ainducdo do digbete.

Sendo assim, 0 nimero de ratos em seguimento deve ser sempre superior ao
que se pretende edudar, visando a reposcdo dos animas mortos e também dos que tiveram
areversio do estado diabético.

Em vez de subdituir os animais mortos ou 0s que tiveram a reversio do
estado diabético, outro caminho sria continuar a pesquisa goenas com 0S animas que
sobrevivessem e que mantivessem o digbete induzido nos niveis desgados. Porém, haveria
0 risco da amostra ndo s representativa. AsSm, optou-se por ter oS grupos com O MesMo
nimero de participantes aé o find do experimento, redizando a reposicéo dos animas que,
por qualquer motivo, n8o satisfizessem 0s parametros necessarios.

Portanto, devido a posshilidade de mudancas importantes no metabolismo
do rao portador de didbete doxéanico, exite a necessdade de exames periddicos dos
animas. Assm, os ratos foram seguidos observando-se 0s seguintes parametros. 0 estado
gerd, 0 apetite, adividade, 0 peso, aingestéo hidricae dimentar eadiurese.

A smples observegdo dos animas ja permite diferenciar os grupos de
estudo. Os animais diabéticos goresentavam o comportamento € 0 agpecto fisco bastante
diferente dos observados nos animais normas. A pdagem dos animas digbéticos era mas
anardada, com perda do brilho normd e ea freqiente a presenca de pediculose. Os
animas diabéticos eram mas apdicos ndo < limpavam e nd procuravam a comida
Quando manipulados, gpresentavam dor.

Era necessxio que os ratos do GD gpresentassem durante todo o periodo de
edudo, 0s achados caracterigicos do didbete, como hiperglicemia, glicosiria, polidria,

polidipsa e polifagia



Os animais diabéticos apresentaram peso inferior a0 dos ratos normais. A
pada de peo em animas diabdicos resltado do aumento do catabolismo, ja foi
amplamente relatada na literatura cientifica (LEE & d., 1971; ORLOFF et d., 1975; UEDA
e d., 1979, BREKKE et d., 1980; MORDES & ROSSINI, 1981; ROSS & HELDSTAB,
1981, MACEDO et d., 1981, 1986s; CALDERON, 1988; SPADELLA, 1989; BREIM,
1990; KARASIK & HATTORI, 1994).

Uma da caacteridicas do esado hiperglicémico, a polidria, foi também
reproduzida por esse modeo experimenta. Os ratos do GD sempre gpresentaram diurese
maor que os do GC, taito no M1 quanto no M2. A concentracd eevada da glicose no
filtrado glomerular excede a cagpacidade das cdulas tubulares de resbsorvé-la, provocando
diuree ogndtica, com grande volume urin&io, de devada osmoaidade (FELIG &
BERGMAN, 1995; SHERWIN, 2000). A hiperosnolaidede resultante dos dtos niveis de
glicose drculante promove a passsgem da agua do meio intracdular para 0 extraceular
paa mater o equilibio osmdtico. A desdratacdo intracdular € percebida pelos
osmorreceptores cerebrals, desencadeando sede intensa (COTRAN et d., 1989).

Nese trabdho os animas do GD tiveram ingestdo hidrica superior a
observada nos do GC. Dedta forma, este experimento reproduziu tanto a polidria quanto a
polidipsa, dnas freglentemente presentes no disbete (COHEN et d., 1972, BABEL &
LEUENBERGER, 1974; HORI et d., 1980; JONASSON &t d., 1985).

Também foram importantes para a caracterizacdo do edado diabético, o
estudo dos paamdros bioguimicos glicemia e glicosria, tendo havido diferenca
sgnificativa entre GC e GD, tanto no M1 quanto no M2.

Os animas do GC mantiveram nives de glicemia de jgum compatives a

epécie durante a pesquisa, ndo tendo goresentado glicosria Os animas do GD



goresentaram niveis dtos de glicemia e glicoslria, decorrentes do disbete grave induzido
pela Aloxana (ORLOFF et d., 1975, UEDA e d., 1979; REDDI, 1985; BLAIR & 4.,
1984; MACEDO e d., 1986 a, 1986 b; VINORES e d., 1988).

Neste moddo experimentd foram reproduzidas a perda de peso, a polidipsa,
a polilria, assm como a glicoslria, presentes no M1 e no M2, Edas dteragdes fazem parte
da doenca disbética (SHERWIN, 2000) e definem que os animais do GD gpresentaram a
doenca durante todo o periodo de seguimento.

Apesar do rato ndo desenvolver nos olhos exatamente a doenca disbética
como ea ocorre nos humanos (TILTON e d., 1986; SCHELLINI, 1992), anda assm ede
€ um bom moddo expaimentd. As vantagens de sua Uutilizacd no estudo do diabete
expeimentd etdo por conta do fédl manusgo, posshilidede de se trabdhar com Vvéios
animals a0 mesmo tempo uma vez que as gaiolas ndo ocupam grandes espacos, baxo prego
para aquiscao dos animas, ressténcia a infecgdes e pouca exigéncia quanto a dieta.

Outros animais que S0 Uutilizados para pesquisas que envolvem o diabete sfo
0 ¢ (PATZ & MAUMENEE, 192) e 0 macaco (GIBBS e d., 1969). Ambos possuem
ccdo de vida muito mas longo e devem s seguidos por tempo muito superior, caso e
desgie observar as ateragies cronicas da moléstia

Os ratos possuem cicdo de vida curto, o que posshilita a visudizagdo de
dteragbes cronicas gp0s cerca de um ano de observagéo, tendo sSdo estabelecido o tempo
de seguimento de um ano baseedo nas observegdes de estudo prévio, quando Schdlini
(1992) avdiou ratos digbéticos de 1, 3, 6, 9 e 12 mess e verificou que as dteragbes mas
importantes estavam presentes nos animais de 12 meses de doenca A patir dai, ficou

edabdecido que ede sria 0 tempo ided para pesguisa das dteragbes cronicas da doenca,



ou sga, ede intervao € o sUficiente para a inddacdo dos fenbmenos degenerativos da
senilidade e das dteragdes cronicas decorrentes da descompensacdo metabdlica

Portanto, para a redizacd de edudos experimentais utilizando modeos
animas, ha necessdade de s ter uma meodologia criteriosa e muito bem definida
Qudquer que sga o0 moddo experimenta, dificlmente reproduz de forma totd as
dteragbes obsarvadas no homem. Porém, com des € possivel s conduzir as vaiéves de
edudo, posshilitando observar a patogenia e a evolugdo do processo, assm como 0 efato

de drogas usadas para o tratamento.

5.2. QUANTO AOS PARAMETROS MORFOLOGICOS

A motivagdo para 0 estudo dos vasos da iris foi a de condatar e exigem
dteragdes na vasculaturairiang, fato ja bem estabelecido paraaretina

Clinicamente ja foram descrites lesdes irianas em individuos diabéticos
havendo a denominacdo de iridopatia dicdbética simples e proliferdiva, correspondentes
dmilares daretinopatia Smples e proliferativa, respectivamente (DEMELER, 1978; 1979).

Quando presentes, 0s neovasos irianos sG0 permedvels a fluoresceing, sendo
possivel identificar vazamentos de contraste em exares angiofluoresceinogréficos em
portedores de diabete de longa evolucéo (DEMELER, 1978).

Exigem rdatos que redcam a importancia do estudo da iris digbética, uma
vez que ja foi comprovada a corrdacdo entre retinopatia e iridopatia digbética, sendo
sugerido em olhos que possuem os meos opacos, a redizacd de angiografia fluorescente

da iris para se inferir sobre a presenca daretinopatia(BRANCATO et d., 1994).



Avdiando dinicamente olhos de 56 raos diabéticos por edtreptozotocing,
observou-se presenca de engurgitamento de vasos irianos e hifema em 89% dos animas
logo apds a inducio da doenca (SALLMANN & GRIMES, 1971). Este fao também foi
rlatado em ratos portadores de digbete doxanico (JANES et d., 1957), mas néo foi
observado em nenhum dos Nossos animais.

O exame a0 microcdpio de luz ndo permitiu identificar diferencas entre os
grupcs de esudo, uma vez que as dteragdes ocorrem no nivel sub-microscdpico. Também
a0 exame dinico, usando a lampada-de-fenda, pode-se ndo conseguir avdiar a preenca de
lesfes que sriam identificadas apenas com exame angiofluoresceinogréfico (DEMELER,
1979).

Ao microscopio detronico, entretanto, foi possivel esdtabdecer a presenca de
lesdes irianas, identificando-se diferencas entre a iris de raos normais e diabéticos. Apenas
Kojima e d.(1972) haviam feato estudo semdhante a0 presente, experimentd e de carder
progpectivo, avdiando a ultraestrutura dos vasos da iris e corpo ciliar de ratos digbéticos
doxénicos de 6 meses de idade, tendo Sdo os achados bagante semehantes aos agui
descritos.

Observous2 que a iris possui vasos néo fenedrados, semehantes aos que
exigem na retina (SCHELLINI, 1992) e a0 contr&io do que ocorre na corGide
(RODRIGUES, 2000) e no corpo dliar (BOSSO, 2002), onde 0s vasos ndo possuem unides
selantes entre as cdlulas endotdliais.

Diferentemente  dos vasos retinianos, coroidas ou do corpo  ciliar
(SCHELLINI, 1992, RODRIGUES, 2000; BOSSO, 2002), os vasos da iris possuem muites
sdiéncias e reentrancias em suas paedes. O motivo deve estar relacionado a grande

necessdade de mobilidade que exige na iris (HOGAN e d., 1971), wjata a dilaacéo e



contracdo, em decorréncia de fendmenos luminosos, emocionas, efeto de  drogas
dgémicas ou topicas, dém de respodta a etimulos variados.

As cdulas endotdias da iris de ratos possuem caracterigticas semelhantes as
cdulas endotdias de outras locdizagbes do olho (SCHELLINI, 1992, RODRIGUES,
2000; BOSSO, 2002), com relacdo ao seu contetido citoplasmético.

As projecOes citoplesméicas semehantes a dedos-de-luva  (projegdes
filopoidas) em direcdo a luz vascular ja foran comentadas por Kojima & d.(1972) que
observaram a formagéo de protusdes em forma de “bolhas’ em diregéo a luz vascular e que
denominamos de formaghes em arco. Estas imagens poderiam ser formadas pela unido de
preges digitiformes unidas por seus goices e ndo possuem sgnificado patoldgico, podendo
corresponder @ macropinocitose, fato que pode ser deduzido pela obsarvacdo detdhada de
imagens seqliencias, assm como pela presenca de muitos vacliolos de contelido eetron-
lucente no ctoplasma das cdulas, principdmente na face voltada para a luz vascular.
Agpecto semdhante também ocorre nos vasos do corpo dliar (KOJMA & 4., 1972
BOSS0, 2002).

Comparando-se 0s animas do GCM1 com os do GCM2, foi possived
observar que edes Ultimos goresentaram aumento das vesiculas intra-citoplasmédticas em
cdulas endotdias. Edas vesiculas ed@0 relacionadas ap trangporte transcitoplasméico de
substancias e, estando presentes em abundancia, modram que neda regido td meo de
trangporte é bagtante utilizado. O aumento do Nimero de vesiculas em animas mais velhos
(GCM2) poderia ser imputado ainvolucdo senil.

Quando o0s animas s didbdéicos, comparando-se com animas normais (
GDM1 com GCM1) , ja foi possivd observar 0 aumento das vesiculas intracitoplasméticas,

0 que s acentuou nos animais do GDM2, demondrando que as dteragbes ocorrem na



vasculatura iriang, tanto peo envelhecimento  quanto pela presenca do diabete, e que o
progressivas.

O amento das vesiculas nas cdulas endotdias de ratos diabéticos
doxénicos ja havia 9do obsavado na iris e no corpo diliar, com destague para maor
ocorréncia em ateriolas do que em capilares e vénulas (KOJMA ¢ d., 1972), exatamente
como o que foi observado neste estudo.

Outra dteracép obsarvada principdmente nos animas do GD, foi o aumento
de edtruturas eéron-densas, traduzindo provavemente o aumento de lisossomos, corpos
densos e “figuras de midind’, dém de vaclolos opticamente vazios demondrando que
deve estar ocorrendo morte de organdas cdulares que estdo sendo removidas do citoplasma
nestes animais.

O amento dos corpos densos ja havia d9do rdatado por outros que, dém
deles, também identifica/ram edema de cdules erdotdias em vasos irianos de retos
didbéticos (BABEL & LEUENBERGER, 1976). Porém , a caracterizacdo do edema celular
e dificl de s feto a microscopio de tranamissfo, uma vez que exigem cdulas de
diferentes tamanhos, de acordo com o didmetro e tipo dos vasos devendo-se empregar
outros métodos de pesquisa que ndo o exame ultra-estruturd para mehor evidencia-lo.

AlteragBes celulares semehantes foram observadas nes cdulas endotdias
da retina (SCHELLINI, 1992), asam como da cordide (RODRIGUES, 2000) e do corpo
cliar (BOSSO, 2002) de ratos diabéticos doxanicos modrando que o dicbete afeta os
0lhos como um todo.

Extenamente & cdulas endotdias exigem os pericitos, cdulas que
possuem fungdo de suporte, auxiliares na contracdo da parede vascular e participantes da

fagocitose (COGAN et ., 1961).



Nos ratos, os vasos retinianos (SCHELLINI, 1992), os do corpo dciliar
(BOSSO, 2002), assm como s irianos o envoltos por pericitos, embora no ser humano
haja descricdo de apenas cdulas musculares ao redor de cdulas endotdiais nos vasos da iris
(HOGAN ¢ d., 1971). Tilton e d. (1986) também obsarvaram peicitos no envoltorio
vacular da iris de raos Portanto, o0 rao posui  pericitos €ou cdulas musculares
envolvendo as cdulas endotdiais da iris, provavelmente ambas posuindo a mesma fungéo
de suporte e auxiliares na contrac@o da parede vascular.

Obsarvou-2 no presente esudo que os pericitos goresentam dteragbes mais
acentuadas que as cdulas endotdiais. Ede faio ja havia sdo observado anteriormente nos
vaos reinianos , quando os pericitos também est@d mas dteados que as cdulas
endoteliais, chegando a ser chamados de “pericitos fantasmas’ (SCHELLINI, 1992), por
serem cdulas que possuem 0 seu envoltério, mas goresentam dedtruicdo das  organdlas
citoplasméticas.

Na iris, observou-se que as cdulas musculares também gpresentaram mais
dteragdes que as cdulas endotdias.

A fdha ou fdta da funcdo das cdulas musculares e dos pericitos deve
propiciar fluxo lento e fadlitar os fendmenos vaso-oclusvos, comuns na doenca digbética
Além disso, pode propiciar 0 gparecimento das dilatagbes aneurismdicas da parede
vatular, ndo evidenciadas no presente estudo por ndo e ter feto avdiagdo da &vore
vascular, como quando se usa o méodo da digestéo tripsinica

Os fibroblastos perivasculares de ratos diabéticos apresentaram  gotas
lipidicas, assm como o0 aumento das vesiculas e dos corpos densos, 0 que S0 provas de

gue 0 meabolismo dos fibroblestos também sofre a influénda do esado digbéico. O



aumento de gotas lipidices ja foi rdaado ocorrendo nos misculos irianos de individuos
diabéticos (FUJI et d., 1977).

Um dos principais achados do presente estudo foram as dteragbes da MB
dos vasos que se mostrou espessada em ratos do GCM2, mas eteve muito mais espessa nos
animas do GDM2. Ede fao ja fo redcado por outros que, indusive questionam = 0
digbete predigpde a0 egpessamento da MB ou gpenas acdera a inddagéo de um fendmeno
que ocorreriaem consequiénciadaidade (BABEL & LEUENBERGER, 1976).

O eypessamento da MB ocorreu especidmente nNos vasos que  possuem
cdulas musculares a0 seu redor, podendo ser suposto nos vasos de menor cdibre, tendo
sdo ndo homogéneo. O fao do espessamento ser ndo homogéneo, diado a irregularidade
de cdibre e a presenca de reentrancias e sdiéncias na parede vascular, imposshilitou a
redizacBo de medides morfomélricas paa a quatificagdo deste fenbmeno quditativo,
como feito, por exemplo, paravasos retiniancs, por Schelini (1992).

E dito que 0 espessamento da MB dos vasos no diabete precede outras
dteragbes como a lesdo dos pericitos (TILTON e d., 1986). Porém, o presente estudo néo
pode fazer td condatacdo, uma vez que foram avdiados ratos com 1 més e com 12 meses
da doenca, ou sga, com doenca inicid e com doenca cronica, e ndo com as fases evolutivas
da patologia

Babd & Leuenberger (1976), avdiando raios digbéticos de 6 e 12 meses,
portadores de doenca didbética de diferentes intensdades, encontraram dteragbes do
cdibre dos vasos, assm como acimulo de maerid PAS postivo nas paredes vasculares e
espessamento progressvo da MB. As dteragbes do cdibre vascular necesstam de estudos
gue envolvam preparagdes tripsinicas do tecido ou exames angiogrdficos, ndo sendo

possve percebé-las em avdiagbes de microscopia eetrbnica Porém, 0 espessamento da



MB € muito bem evidenciado por edes Ultimos estudos, sendo 0 mas citado dentre os
problemas que ocorrem no disbete (YAMASHITA & BECHER, 1961; YANOFF, 1969;
YANOFF & FINE, 1975).

YAMASHITA & BECKER(1961) quantificaram a espessura da MB nos
vans reinianos condatando maor egpessura em  pacientes digb&icos com  retinopatia
disbética do que nos diabéticos sem retinopetia, redcando o car&er involutivo da doenca e
aassociacdo entre 0 aumento da espessuradaMB e apresenca da retinopatia

O espessamento da MB ocorre, tdvez, devido a0 acimulo de detritos
cdulares decorrentes das dteragbes provocadas pelo didbete ou pela acentuagédo de
dteracdo involutiva que iria se edabdecer. Para YANOFF(1969), 0 espessamento da MB
pode provocar obliteracdo vascular, levando a isquemia tecidud e a neoformac@o de vasos
naretina

A vaouwdlizacd da MB ja4 havia sdo também identificada por outros na
retina (SCHELLINI, 1992), tendo ddo rdacionada com involugdo senil (HOGAN et 4.,
1971).

No presente estudo ndo foran observados neovasos na iris de raos
didbéticos. Este achado se faz presente quando existe "Rubeosis iridis' em dhos humanos
(FRYCZKOWSKI et d., 1989), tendo Sdo evidenciado em ratos didbéticos apods 3 meses
de evolugdo da doenca, usando preparacOes especificas para avdiacdo da &vore vascular
(BABEL & LEUENBERGER, 1976) e que pemitem muito mas fadlmente que a
microscopia  eetronica, a identificacéo dos neovasos que, gpesyr de ndo  obsarvados,
poderiam estar presentes.

Clinicamente ja fol observado que as dteraches vasculares didbéticas na iris

S0 importantes, podendo-se us&las indusve como indico prognddico, uma vez que a



iridografia pode indicar dteragbes mas precocerente que a angiografia retiniana
(DEMELER, 1979). As dteracOes ocorridas na iris digb&ica sfo dependentes da duracéo,
assim como do controle da doenca (FUJII et d., 1977).

As obsarvagbes morfologicas efetuadas neste estudo permitem afirmar que
0s ratos diabéticos agpresentam dteragbes vasculares na iris, mas intensas em animas
submetidos a descompensacdo  metabdlica por  peiodo  mas  prolongado.  AlteragBes
semdhantes foram evidenciadas na reting, na cordide e no corpo ciliar (SCHELLINI, 1992;
RODRIGUES, 2000; BOSS0, 2002).

Assm, por este esdudo condatou-se que as ateragOes vasculares decorrentes
do diabete acometem a iris, sendo as mesmas progressivas e semehantes a0 que existe em

outras estruturas oculares.



Conclusoes



6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se condluir que:
<> Os vasos irianos de ratos do GCM1 goresentaram diferencas ultra:
edruturals quando comparados aos do GCM2,

o As dteragbes obsarvadas no GCM2 foram aumento das vesiculas
citodasmdicas, aumento de corpos densos e espessamento da membrana basd, ocorrendo
em pericitos, cdulas endotdias, musculares e fibroblastos perivasculares,

<> Os vasos irianos de ratos do GD apresentaram  diferencas  quando
comparados aos dos ratos do GC;

<o As dteragOes ultra-estruturas observadas nos animas do GD foram
mas importantes que as do GCM2, ocorreram principdmente nos pericitos nas cdulas
musculares, presentes também nas cdulas endotdias e fibroblastos perivasculares
principalmente nos ratos do GDM2,

Portanto, existem dteragbes nos vasos da iris de ratos decorrentes da
senilidade.  AlteracBes semehantes ocorrem nos ratos diabéticos que as gpresentam  com
maor intendgdade, principdmente quando a descompensacdo metabdlica ocorre por  tempo

prolongado.



7. ABSTRACT

The objective of this sudy was to assess the presence of morphologica
changesiniris vessds of both norma and digbetic dloxanic rats.

Material and Method: 16 Widar ras have been used, divided into 2
expaimenta groups. Control Group  (GC) and Diabetic Group (GD). The didbetes
induction was made by Alloxan intravenous injection. The animas had been observed by
clinicd assessments and laboratory tests throughout the experimental period, having been
daughtered & 2 experimenta moments:

M1l — the animads wee daughtered one month after the experiment
beginning, and

M2 — the animds wee daughtered 12 months &fter the experiment
beginning.

At both moments, the iris vessdls had been dudied under both optica
and dectronica trangmisson microscopes.

Results: The morphologica assessment of the GC animds showed that,

a M2, the rats presented dense bodies increesing and  basd membrane thickening in
endothdiad cdls pericytes and musdes cdls GD animads presated changes in
endothdid cdls, peicytes ad musdes cdls beyond basd membrane thickening.
Pericytes, as wdl as musdes cdls had more changes than endothdid cdls All

changes were more frequent a M2, being more important in GD animals.



Conclusons: The iris vessds of rats present changes reating to senility.
Smila changes occur to digbetic ras within wider intendty, manly when metabolic
disorder continues for alonger time,

Decribers:  experimenta  didbetes, rat, iris vessds  dectronicd

trangmisson microscopy.
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APENDICE

Apéndice 1 - Medidas descritivas e resultado do teste edtatistico do peso (gramas) segundo

grupo e momento da avdiacéo

Momento Resultado do Teste
estatigtico de
Grupo M, M momento
GC 350,00+15,00 42500+67,50 1,74 (P>0,05)
GD 230,00+45,00 267,50+85,00 1,60 (P>0,05)
Resultado do teste
estetistico de grupo 2,32 (P<0,05) 1,73 (P>0,05)

* (Mediana + Sami-amplituce o)



Apéndice 2 - Medidas destritivas da diuress(ml/24hs) e resultado do tedte edtatistico

Segundo grupo e momento da avaiacéo.

Momanto Resultado do Teste
edtatistico de
Grupo M, M momento
GC 14,00+4,00 16,00+750 0,29 (P>0,05)
GD 7200+1550 60,00+50,00 0,01 (P>0,05)
Resultado do teste
edtatigtico de grupo 2,31 (P<0,05) 1,45 (P>0,05)

* (Mediana+ Semi-amplitude (o)



Apéndice 3 - Medidas desritivas da ingestéo hidrica(ml/24hs) e resultado do teste

estatistico segundo grupo e momento da avdiacéo.

Momanto Resultado do Teste
edtatistico de
Grupo M, M momento
GC 49,00+6,00* 5500+22,00 0,89 (P>0,05)
GD 9950+25,50 139,00+6250 1,15(P>0,05)
Resultado do teste
edtatigtico de grupo 2,31(P<0,05) 1,45 (P>0,05)

* (Mediana+ Semi-amplitude (o)



Apéndice 4 - Medidas descritivas da glicemia (mg%) e resultado do teste edtatigtico

Segundo grupo e momento da avaiacéo.

Momanto Resultado do Teste
edtatistico de
Grupo M, M momento
GC 10550+13 50" 133,00+35,00 1,15(P>0,05)
GD 464,00+68,00 486,00+242,00 0,28 (P>0,05)
Resultado do teste
edtatigtico de grupo 2,31 (P<0,05) 2,31 (P>0,05)

* (Mediana+ Semi-amplitude (o)



Apéndice 5 - Medidas descritivas da glicose urindria (mg%o) e resultado do teste edtatistico

Segundo grupo e momento da avaiacéo.

Momento Resultado do
Teste edtatistico
Grupo M1 My de momento
GC 700+2,00* 17,00+4,50 2,32 (P<0,05)
GD 4214,00+917,00 4543,00+2119,06 1,60 (P>0,05)
Resultado do teste
edtatigtico de grupo 2,32 (P<0,05) 2,31 (P>0,05)

* (Mediana+ Semi-amplitude (o)



Apéndice 6 - Apresentacdo dos dados refer entes aos par ametr os avaliados

Apresentacdo das medidas efetuadas, segundo GRUPO EXPERIMENTAL:
Grupo Controle (GC) e Grupo Didbético (GD) e MOMENTO DE SACRIFICIO:

Momento 1 (M1) e Momento 2 (M2).
GRUPO | MOMENTO |PESO | DIURESE | INGESTAO | GLICEMIA | GLICOSE
DE HIDRICA URINARIA

SACRIFICIO

GC M1 360 9 43 109 6

GC M1 340 17 55 124 8

GC M1 340 12 48 97 4

GC M1 370 16 50 102 8

GC M2 345 5 16 78 21

GC M2 330 16 55 148 12

GC M2 470 20 60 14 15

GC M2 4380 16 55 142 19

GD M1 250 |48 87 448 4473

GD M1 275 77 112 335 4727

GD M1 210 79 133 521 2.893

GD M1 185 67 a2 40 3.956

GD M2 280 0 136 672 4999

GD M2 255 115 170 512 4.484

GD M2 420 15 45 18 760

GD M2 250 30 142 460 4.602
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