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ABREVIATURAS

AC =antesdeCristo

ACTH = hormdnio adrenocorticotréfico
oC =grausCelsius

CB = camada de cones e bastonetes
CIA = companhia

CFN = camadade fibras nervosas
CG =camadade células ganglionares
cm = centimetros

CNE = camada nuclear externa

CNI = camadanuclear interna

CPE = camada plexiforme externa
CPl = camada plexiformeinterna
CV = coeficiente de variagéo

DC = depoisde Cristo

DMS = desvio minimo significativo
EP = epitéio pigmentar

G =gauge

GC = grupo controle

GD =grupo diabético

gr =gramas

GT = grupo diabético tratado

HE = hematoxilinaeeosina

hs = horas

Kg =quilograma

Ltda = limitada

M =molar



MB = membranabasal

MBE = membranabasal externa
MBI = membranabasa interna
mg% = miligramas por cento

ml = mililitros

MLE = membranalimitante externa
MLI =membranalimitante interna
mm = milimetros

Mo = momento zero

M1 =momento um

M2 =momento dois

M3 = momento trés

M4 = momento quatro

M5 =momento cinco

PAS = acido periddico de Schiff
PR =Parana

RE = reticulo endoplasmaético

RJ =RiodeJaneiro

REL = reticulo endoplasmatico liso
RER = reticulo endoplasmético rugoso
RS =Rio Grande do Sul

SP = S&o Paulo

Tm = transporte maximo

U =unidades

um = micra

um2 = micraao quadrado.

UNESP= Universidade Estadual Paulista



1 INTRODUCAO

O diabetes ja era conhecido séculos antes de Cristo. CAHILL
(1985), numa interessante revisao historica, refere que no antigo "Papirus de Ebers'
(1500 AC) ha a descricao de uma doenca associada a perda de grande quantidade de urina,
a qua ARETAEUS (250 AC), renomado médico grego, deu o nome de "diabetes’,
referindo-se a ela como "uma desagregacdo da carne e membros através da urind'. Ainda
segundo CAHILL (1985), foi SUSRUTA (5 DC) quem descreveu a "urina de mel”, de
onde, séculos depois, surgiu 0 nome "mellitus’ (WILLIS, 1674).

A relacBo com o péancreas sO foi provada por MERING &
MINKOWSKI (1889). Esses autores provocaram diabetes fatal em cées, apds a remocao
cirtrgica do pancreas. S6 no inicio deste século, porém, foi que OPIE (apud CAHILL,
1985) descobriu estar afaléncia endocrina do pancreas |localizada nas célul as beta.

Com a descoberta da insulina, por BANTING & BEST (1922),
acreditava-se que as anormalidades causadas pelo diabetes estavam resolvidas.Porém,
com aingtituicdo do tratamento e o aumento da sobrevida dos diabéticos, multiplicaram-
se 0s problemas cronicos e degenerativos decorrentes da descompensacéo metabdlica.
Tal fato afetou todo o organismo, e os olhos, em larga escala.

Apesar de afetar quase todas as estruturas oculares, sdo as alteracoes
retinianas as mais temiveis. Segundo DUKE-ELDER (1967), aretinopatia diabética (RD)
€ uma doenca que afeta jovens ou idosos, de caréter crénico e progressivo e, embora sua
evolucdo sgja previsivel (cegueira, em porcentagem expressiva de casos), € inevitavel,

sendo seu tratamento relativamente impossivel.



A incidéncia da RD estd aumentando no mundo todo (ASHTON,
1958; CUNHA-VAZ, 1978). FRIEDENWALD (1950) observou que, em 1924, o nimero
de casos de RD era o mesmo gque em 1900. Observou ainda que, em 1950, esse nimero
era 3 vezes maior que em 1924. GERMANO et a. (1985), em levantamento feito no
Instituto Penido Burnier (SP), ndo encontraram a RD figurando entre as causas de
cegueira em 1940; porém, em 1960, notaram incidéncia de cegueira por RD proxima a
4%, elevando-se para 13,2% em 1980.

No Norte da Itdlia o exame oftalmolégico redlizado em uma
populacdo de diabéticos detectou prevaléncia de 26,2% de RD (SEGATO et d., 1991).
Na cidade de Sdo Paulo, HIRATA et al. (1986) encontraram retinopatia diabética simples
em 34,06%, e proliferativa em 9,42% dos pacientes diabéticos examinados. ULSON &
ABUJAMRA (1986) chamam a atencdo para o fato de que, no Brasil, os pacientes
procuram tratamento quando a retinopatia ja se encontra em fase avancada, o que piora o
prognéstico.

A retinopatia é, também, importante indicio progndéstico. Cinglenta
por cento dos individuos com RD possuem alteragdes renais, e a obrevida média de
portadores de retinopatia proliferativa € de 5 anos (CAIRD et al., 1969; KOHNER &
OAKLEY, 1975). A auséncia de retinopatia pode ser correlacionada com o aumento da
sobrevida dos diabéticos (OAKLEY et al., 1967).

A RD é uma das grandes causas de cegueira em muitos paises
(SORSBY, 1973; BLANKENSHIP & SKYLER, 1978), sendo predominante entre
pessoas em idade produtiva (SORSBY, 1973; CULLIMAN,1982; KOHNER & BARRY,
1984; MITCHELL & MOFFITT, 1990).

Segundo KENN (1972), o diabetes é responsavel por 10% dos
cegos da Gr&Bretanha, dos quais 80% por retinopatia. No Brasil, a magnitude do

problema ndo € menor. O levantamento das causas de cegueira realizado por LAVINSKY



et al. (1986), em Servicos Universitarios, estima que a retinopatia diabética € responsavel
por 4,58% dos cegos brasileiros.

Apesar dos avancos no conhecimento da fisiopatol ogia da moléstia e
do aperfeicoamento das técnicas terapéuticas, os indices de mortalidade e de morbidade
decorrentes do diabetes continuam altos (NATIONAL COMMISSION ON DIABETES,
1976).

Antes de 1925, poucos olhos com RD n&o complicada por outras
patologias, como descolamento de retina ou glaucoma, foram examinados
histologicamente. Ballantyne foi um dos grandes estudiosos desta patologia,
investigando-a clinica e anatomopatoldgicamente. BALLANTYNE & LOWENSTEIN
(1943) e BALLANTYNE (1945) observaram que as hemorragias puntiformes, vistas a
fundoscopia, poderiam, na realidade, tratar-se de microaneurismas. Observaram, também,
engurgitamento venoso e degeneracdo gordurosa na parede vascular, sugerindo que o
fator etiopatogénico fosse uma toxina quimica.

ASHTON (1949) confirmou as observacoes de BALLANTYNE &
LOWENSTEIN (1943), apontando os estudos anatomopatol 6gicos como el ucidativos da
degeneracdo vascular diabéticaa. FRIEDENWALD (1948, 1950) fez comparactes
anatomoclinicas entre as véarias ateracdes encontradas na retina de pacientes diabéticos
(microaneurismas, hemorragias, exsudatos, depdsitos em paredes vascul ares).

Segundo HOGAN & FEENEY (1963b), € necessério o estudo dos
vasos retinianos, de homens e de animais, para se conhecer a génese das doencas
vasculares.

O conhecimento da ultraestrutura retiniana, evidenciando detalhes
que estavam fora do alcance da microscopia Optica, iniciou-se com MAEDA (1959), que
estudou vasos retinianos de olhos humanos normais. Na década de 60, varios trabalhos
foram desenvolvidos, descrevendo a ultraestrutura da retina normal do ser humano e de

animais (KUWABARA & COGAN,1960; 1963; 1965; KISSEN & BLOODWORTH,



1961; ISHIKAWA, 1963; HOGAN & FEENEY, 1963a; b; TOUSSAINT &
DUSTIN,1963).

Os estudos ultraestruturais sobre RD em animais de experimentacéo
iniciaram-se com 0 cdo, na década de 60 (ENGERMAN & BLOODWORTH, 1965;
BLOODWORTH & MOLITOR, 1965; BLOODWORTH et a., 1969) e, depois com o
rato, na década de 70 (LEUENBERGER et a., 1971; SOSULA et al., 1972b; BABEL et
a, 1972; LEUENBERGER et d., 1974; BABEL & LEUENBERGER, 1974; DUHAULT
et al., 1974). Também na década de 70, foram iniciadas as avaliagdes morfométricas.Os
primeiros a quantificar as alteracBes dos vasos retinianos, de ratos normais e diabéticos,
foram SOSULA et al. (19723, b).

Apds esses estudos pioneiros, outros surgiram, e novas técnicas de
medida foram lancadas, na tentativa de diminuir os fatores de erro induzido
(SOSULA,1974;PAPACHRISTODOULOU et d., 1976; PAPACHRISTODOULOU &
HEATH, 1977; GRIMES & LATIES, 1980; ROSSI & HELDSTAB, 1981; FISCHER &
GARTNER, 1982, 1983; ROBISON et d., 1983; CUTHBERTSON & MANDEL, 1986).

Entretanto, mesmo com as informacfes obtidas em todas as
pesquisas ja realizadas, a retinopatia diabética continua um mistério ndo resolvido
(ASHTON, 1974), pouco se conhecendo de sua patologia e quase nada de suas causas
(CUNHA-VAZ, 1978).

A utilizacdo de animais de experimentacdo, os estudos histol 6gicos
e, principalmente, os ultraestruturais, tém sido de grande auxilio para a compreenséo de
pontos pouco conhecidos de sua fisiopatogenia. Todavia, ainda h4 muitos aspectos a
serem melhor elucidados. Em vista disso, foi desenvolvido este trabalho, que teve por
objetivos estudar:

- aestrutura e a ultraestrutura da retina de ratos normais,de diferentes idades;
- as diferencas entre aretinade ratos normais e de diabéticos, de diferentes

idades;



-a retina de ratos diabéticostratados, comparada a de ratos normais e de

diabéticos ndo tratados, de diferentes idades.



2 MATERIAL EMETODO

2.1 ANIMAISUTILIZADOS

Foram utilizados 60 ratos da raga Wistar, de ambos os sexos, com
idade de 3 meses. Os ratos pesavam de 200 a 300 gr. cada e, apo exame clinico estavam

sadios.

2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos por sorteio, em 3 grupos experimentais,
COMO Segue:

2.2.1 GRUPO CONTROLE (GC) - 20 ratos hormais.

2.2.2 GRUPO DIABETICO (GD) - 20ratos diabéticos, que ndo

receberam qual quer tipo de tratamento.

2.2.3 GRUPO DIABETICO TRATADO (GT) - 20 ratos diabéticos,
tratados com dieta contendo hipoglicemiante oral, associada a

insulinoterapia.
2.3 MOMENTOS EXPERIMENTAIS

Foi considerado, como momento zero (Mg), o dia do sorteio dos

ratos para 0s respectivos grupos experimentais, que foi coincidente com o dia dainducgéo



do diabetes, no GD e no GT. Os demais momentos corresponderam aos dias de sacrificio
dos animais, e ocorreram como segue:

231 M1-11/2mésap6sMq

2.3.2 M2 - 3 1/2 meses ap6s Mg

2.3.3 M3 -6 1/2 meses apos M

2.3.4 M4 -9 1/2 meses apos M

2.3.5 Mg -121/2 meses apos Mg .

Foram sacrificados, a partir de M1, quatro animais de cada grupo,

em cada momento experimental.

2.4 PARAMETROS MORFOLOGICOSESTUDADOS

241 Exame Histologico: foram avaliadas as camadas e a vasculatura

retinianas dos ratos do GC, do GD edo GT.

2.4.2. Exame ultraestrutural : foram avaliadas as células de cada uma das

camadas retinianas, e a composi ¢ao tecidual dos vasos dos ratos do GC, do GD edo GT.

2.4.3. Exame _morfométrico: foi redlizado para estudo dos vasos da

camada ganglionar e da camada plexiforme externa. Foram medidas as éreas das células
endoteliais, dos pericitos, da membrana basal e da luz capilar, dos ratos do GC, do GD e

do GT.

2.5 SEQUENCIA DOSTEMPOSEXPERIMENTAIS

- Sorteio dos animais, para distribuicdo nos respectivos grupos

experimentais,



- Administracdo de Aloxana 2% (J.T. Baker Chemica Co.), paa
inducdo do diabetes experimental;

- Avaliacdo clinico - laboratoria (conforme item 2.6.3) quinzenal a
partir do dia dainducéo aloxanica;

- Observacdo didria do aspecto geral, da diurese, daingestdo hidrica, da
glicosUria e da cetonuria;

- Sacrificio dos animais previamente anestesiados, de acordo com 0s
momentos experimentais,

- Imediata enucleacdo dos ol hos;

- Processamento, de um dos olhos, para exame histopatolégico e, do

outro, paraexame ultraestrutural.

2.6 TECNICASUTILIZADAS

2.6.1 INDUCAO DO DIABETESEXPERIMENTAL

Para inducéo do diabetes, os ratos receberam injecdo endovenosa de
solucdo aguosa de Aloxana 2% (2, 4, 5, 6 tetraoxohexahydropyrimidine), na dose Unica
de 42 miligramas por quilograma de peso corporal.

Os animais foram submetidos a jgum alimentar de 12 horas,
recebendo &gua "ad libitum". A seguir, para facilitar-se a visualizacdo das veias caudais,
cada animal foi colocado em caixa aquecida por lampada elétrica, por cerca de 10
minutos. Dai, os ratos foram transferidos para uma peguena caixa de contencdo, que
permitia gque suas caudas ficassem expostas. Foi usada, entdo, uma agulha de calibre 13 x
4 (27G x 33/64) para administracdo da droga em uma das veias caudais. Trinta minutos

apos ainjecdo, os animais foram realimentados normal mente.



Foram considerados diabéticos graves e aproveitaveis neste estudo,
0S animais que apresentaram perda de peso, aumento da ingestdo hidrica e do volume
urinario, acompanhados de alteraces laboratoriais da glicemia de jejum acima de 200
mg%, glicose urinaria superior ou igual a 3.000 mg% e glicoslria positiva (+++) no teste

de fitas reagentes. Os animais que ndo preencheram esses critérios, foram descartados.

2.6.2 MANUTENCAO DOSANIMAIS

Os animais foram mantidos em caixas individuais no Laboratério de
Técnica Cirargica e Cirurgia Experimental, sob condi¢des iguais de temperatura e
iluminacéo.

Os ratos do GC e do GD receberam ragéo Nuvilédb CR1 (Nuvital
Nutrientes e Produtos Veterin&rios LTDA - PR). Os do GT receberam hipoglicemiante
oral (acarbose) adicionado a dieta habitualmente fornecida aos animais, e injecfes de

insulina. Todos os animais receberam agua"ad libitum".

2.6.3 TECNICASUTILIZADASPARA COLETA DOSDADOS
CLINICO-LABORATORIAIS

Para acompanhamento dos animais, procedeu-se a avaliagdes
clinico-laboratoriais, realizadas quinzenalmente apo6s a inducéo do diabetes, da seguinte
forma:

- Os animais foram colocados em gai olas metabdlicas individuais, durante 24
horas;

- Foi fornecido volume conhecido de &gua, durante 24 horas;

- Foi fornecida quantidade conhecidade racéo Nuvilab - CR1 (GC e GD) e

de racdo contendo acarbose (GT), durante o periodo noturno de 12 horas,



ap0Os 0 que, 0s animais entravam em jejum de 12 horas;

-No fina do periodo dejejum, osanimaisforam pesados efoi avaliado o
volume, tanto de &guaingerida (ml/24 hs); como o de diurese (ml/24 hs);

- Foram coletadas amostras de 10 ml da urina de 24 horas para dosagem de
glicose urinaria (mg %), seguida da realizacdo de glicoslria e cetondria;

- Foram coletadas amostras de 1,5 ml de sangue para dosagem daglicose
plasmatica (mg %), cortando-se cerca de 0,1 cm da ponta da cauda de cada
animal. ApOs aretirada do sangue, a cauda seccionada foi amarrada com

fio de algodéo 2-0.

2.64 ADMINISTRACAO DOSTRATAMENTOSPROPOSTOS

Acarbose (Bay G5421-CIA Bayer do Brasil) - o hipoglicemiante
oral foi misturado a racdo Nuvilab CR1, na propor¢do de 50 miligramas por 100 gramas

daracéo, e oferecido diariamente como parte do alimento a ser ingerido.

Insulina - foi utilizada a insulina Monotard R, insulina porcina
monocomponente de acéo prolongada (40.000 U/ml - Laborat6rio Nova IndistriaLTDA),
injetada por via subcuténea, na regido inguinal, utilizando-se agulha calibre 13 x 4 (27G x
33/64). A doseinicial deinsulinafoi de 10 U por quilograma de peso corpéreo. As doses
subseqientes basearam-se principalmente na glicosUria e cetondria que foram realizadas
diariamente (as 8 e as 17 hs), observando-se também o estado clinico geral do animal, a
diurese, a ingestdo hidrica e as dosagens de glicemia e de glicose urindria (exames
realizados quinzenalmente). Por exemplo: tendo-se obtido glicoslria negativa as 17
horas, foi suspensa a dose de insulina; com glicosUria positiva (+++) as8 eas 17 horas, a
dose de insulina foi aumentada em 2 ou 3 U/kg de peso; e com glicosUria negativa as 8

horas e positiva (+++) as 17 horas, foi mantida a dose prescritano dia anterior.



26,5 SACRIFICIO DOSANIMAIS

Os animais foram colocados em cubas de vidro, e anestesiados
utilizando-se éter sulfurico (Technion Industria Quimica L TDA-RS), administrado por via
inalatoria até que perdessem os reflexos.

Apds a anestesia, foi feita toracotomia, seguida de puncéo cardiaca
para obtencdo de amostras de sangue destinadas aos exames laboratoriais (valores
apresentados nos apéndices). A morte do animal ocorreu em funcdo das alteracOes
respiratorias decorrentes da toracotomia, e da hipovolemia aguda provocada pela

aspiracao do sangue intracardiaco.

2.6.6 PREPARO DOSOLHOSPARA EXAME MORFOLOGICO

2.6.6.1 Exame histopatologico

Apobs a enucleacdo, o olho direito foi preparado para avaliacéo
estrutural, como segue:
- Seccdo escleral de cercade 5 mm anivel do equador, usando-se bisturi com
l&mina 15;
- Fixag&o em solucédo de Bouim alcodlico (Dubosca-Brasil) por 48 horas;
- Lavagem em série crescente de alcodis (70, 80, 90 e 100%);
- Sec¢do do globo com [amina de barbear no sentido transversal;
- Remocéo do cristalino com pinca delicada;
- Diafanizag&o em benzoato de metila (24 horas) e benzol (45 minutos);
- Embebicéo em parafina histol 6gi ca, em ponto de fusdo de 580 C;

- Incluséo em bloco de parafing;



- Cortes histologicos, com espessura de 7 micra corados por hematoxilina-

eosing, acido periodico de Schiff e orceina.

2.6.6.2 Exame ultraestrutural

Apobs a enucleacdo, o olho esquerdo foi preparado para exame
ultraestrutural, como segue:

- Fixac8o em glutaraldeido 2,5%, em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,3;

- Seccédo sagital do globo anivel do equador, usando-se lamina de barbear;

- Dissecc¢éo do globo ocular, com auxilio de pingas, sob lupa (Karl Zeiss)
com aumento de 2,0 vezes;

- Separacao daretina e cordide da esclera, com auxilio de 2 pincas delicadas;

- Recorte da retina temporal, no polo posterior, em fragmentos de 3x1 mm,
com lamina de barbear, sobre cerade dentistarosa, em gota da solucéo
fixadora;

- Coleta dos fragmentos, por meio de pipetas, sendo os mesmos recol ocados
em glutaraldeido 2,5% por um periodo de 3 horas,

- Pés-fixacdo em écido 6smico 1%, em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,3;

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

- Mergulho dos fragmentos em mistura acetona/Araldite por 12 horas,

- Retirada dos fragmentos da mistura, e inclusdo em bloco de resina Araldite
pura por 1 hora, emestufaa370 C, sendo preparados 6 blocos de cada
animal;

- Colocagao em estufaa 600 C por 48 horas, para polimerizacdo;

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

- Cortes semi-finos, de 1/2 micron, que foram colocados sobre laminas e

corados com misturade 1:1 de azul de metileno a1% e Azur Il a19%;



2.6.7 DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

Foram obtidas, a0 microscopio e€letrbnico de transmissdo,
micrografias das camadas retinianas, com aumento final de 7.500 vezes. Para 0s vasos
retinicos, o aumento final foi de 21.000 vezes. Algumas fotografias foram feitas com
aumentos maiores (até 50.000 vezes) para documentacéo de detalhes ultraestruturais.

A documentacdo fotogréfica das laminas histol 6gicas foi feitacom o filme
Kodacolor Kodak. Para as eletromicrografias eletronicas, utilizou-se o filme Ektacrome

Kodak. O papel fotografico utilizado foi 0 Kodacrome RC Print F3 Kodak.

2.6.8 EXAME MORFOMETRICO

O exame morfométrico foi feito em 4 animais de cada grupo, em
cada um dos momentos experimentais. Em cada animal foram selecionados 5 vasos da
camada ganglionar e 5 da camada plexiforme externa, excluindo os vasos que fossem
formados por mais de 3 células endoteliais e os cortados tangencial mente.

O exame foi feito com aparelho computadorizado (Mini-Mop-
Kontron Bildanalyse - Kontron Eletronic Group) com cursor circular sobre prancha
digitadora, medindo-se as micrografias eletrénicas com aumento padronizado em 21.000
vezes.

Foram feitas medidas de &rea das células endoteliais, dos pericitos,
damembranabasa (MB) e daluz capilar (Figural).

Nas medidas de &rea das células endoteliais e periciticas, a area
referente ao nucleo celular foi excluida

A medida da area da MB foi feita na membranabasd externa (MBE),

incluindo amedidada MB da célula adjacente.



Todas as medidas foram feitas (pela autora) sem conhecimento do

grupo a que pertenciam os animais.

FIGURA 1:- Capilar retiniano- Endotélio (E). Pericito (P). Nucleo (N). Lumen
(L). Membrana basal externa (MBE). Membranabasal interna (MBI)

2.7 ANALISE ESTATISTICA
A andlise edtatistica dos resultados referentes aos parametros

clinicos, bioquimicos e variaveis morfométricas foi realizada por meio de analises

descritivas (valor méximo, valor minimo, média, desvio-padréo e coeficiente de variacdo)
para os 3 grupos, nos 5 momentos de sacrificio. Para a comparacdo da média dos valores



dessas variaveis, foi empregada a técnica da andlise de variancia para o esquemafatorial 3
X 5 (grupos:. 3 nivels, momentos. 5 niveis) em experimentos inteiramente casualizados, e
complementada com o teste de Tukey (OSTLE, 1973).

Para aleitura, nas tabelas das médias dos valores, deve-se considerar
0 Seguinte esquema:

- foram utilizadas letras minlsculas para acomparacdo entre oS grupos,
dentro de cadaum dos momentos. A significanciafoi dada quando duas
meédias ndo tiveram letras em comum;

- foram utilizadas letras maiUiscul as para a comparagdo entre 0s momentos. A
significanciafoi dada quando duas médias ndo tiveram letras em comum.

Todas as conclusdes estatisticas foram realizadas ao nivel de 5% de

significancia.



3 RESULTADOS

1. AVALIACAO DASCAMADASRETINIANAS

1.1. Grupo Controle (GC)
A avaliacdo das camadas retinianas mostrou que a retina dos ratos
possui a mesma estrutura que a dos humanos, sendo formada por 10 camadas que

descreveremos a seguir:

1.1.1. Epitélio Pigmentar (EP)

E constituido por uma camada uniestratificada de céulas contendo
quantidade abundante de pigmento melanico (Figura 2b).

A microscopia eletrénica, hd uma membrana basal retilinea que no
acompanha as inimeras invaginaces existentes na membrana plasmética (Figura 3a,b).
Lateralmente, préximo ao dpice celular, ha juncéo selante, seguida por juncdes aderentes.
Na face apical ha extensos prolongamentos citoplasmaticos que se dirigem para 0s
fotorreceptores, envolvendo e, as vezes, englobando 0s segmentos externos dos cones e
dos bastonetes (Figura 3c,d).

O nucleo ocupa posicdo mediana, é geralmente ovoide, de tamanho
variavel, com cromatina mais densa préximo a carioteca, sendo que alguns apresentam
nucléolo evidente.

No citoplasma, foram observadas mitocdndrias ovoides,
concentradas, principal mente préximo as invaginactes basais e faces laterais dacéula
Reticulo endoplasmético liso (REL), bastante exuberante, e ocupando grande parte do
citoplasma. Aparelho de Golgi em posicdo supra-nuclear, geramente voltado para a

superficie apical da célula. Na posicdo médio-apical, foram observados grénulos



pigmentares de tamanho e forma irregulares, alguns de contetido denso, homogéneo e
outros rarefeitos; corpos densos, lisossomos e goticulas lipidicas, mais freqlentes e

maiores em animais do Mg (Figura 3a).

1.1.2 ConeseBastonetes (CB)

A microscopia 6ptica, observou-se que 0s segmentos externo e
interno dos bastonetes s&o mais estreitos e mais longos que os dos cones. O segmento
interno é mais homogéneo que o externo e possui glicogénio, que foi encontrado mais
freguientemente no M4 e no Mg (Figura 2d).

A ultraestrutura, verificou-se que os segmentos externos de CB n&o
possuem unides com o EP, estando justapostos aos dpices de células pigmentadas e
rodeados pelas projegdes citoplasméticas do EP (Figura 3d, 4d).

Os segmentos externos de CB sdo formados por "discos
empilhados’, envoltos por membrana plasmatica. O nimero de discos, bem como a
disténcia entre eles, € maior nos bastonetes, fazendo com que o segmento externo dos
bastonetes seja mais longo que o dos cones.

Os segmentos externo e interno estdo ligados por meio de cilio
conectante (Figura 53). A porcdo proximal do segmento externo é envolvida por
expansdes citoplasméticas do segmento interno.

A porcéo distal do segmento interno possui maior concentracéo de
mitocondrias, que sdo alongadas, paralelas ao maior eixo da célula e dispostas junto a
membrana plasmética. A porcéo proximal, envolta por microvilos de células de Miller, é
rica em ribossomos, microtubulos e reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Nos
segmentos externo e interno foram observados granulos de glicogénio no citosol,
acumulados, as vezes, sob forma "cistica®' e envoltos por halo transparente e

pseudomembrana, mais numerosos em animais do M4 e do Mg (Figura5b, c, d).



1.1.3 Membranalimitante externa (MLE)

A microscopia Optica, observou-se que ha uma fina regido
eosinofilica apds a camada de CB, correspondente a MLE (Figura 2a).

O exame ultraestrutural mostrou que essa "membrana’ € a imagem
resultante de unibes aderentes entre fotorreceptores e/ou células de Miller (Figura
5b,d).

N& foram constatadas alteracbes na MLE, nos diferentes

momentos experimentais.

1.1.4 Camada Nuclear Externa (CNE)

Notou-se, a microscopia Optica, que 0s nucleos de cones e
bastonetes estdo dispostos em vérias "pseudocamadas’, e que 0s cones possuem nucleos
maiores que os bastonetes (Figura 2a).

Ao exame ultraestrutural, esses nucleos apresentaram-se ovoides,
com cromatina bastante condensada na regido central e rodeados por estreita faixa de
citoplasma com escassas organelas. Os prolongamentos citoplasmaticos dos
fotorreceptores e seus axdnios sdo ricos em microtubul os, e os de células de Mller sdo
reconhecidos por sua maior eletrondensidade . Algumas vezes ocorreram espacos claros

entre o0s nlcleos e os prolongamentos citoplasméticos (Figura 7a).

1.1.5 Camada Plexifor me Externa (CPE)

A CPE foi vista, a0 microscopio 6éptico, como uma faixa
eosinofilicarendilhada (Figura 2a).

Foram observados, a microscopia eletrébnica, os axoénios de
bastonetes e suas terminagdes sinapticas, as quais apresentam formato arredondado. As
terminacbes foram identificadas pela presenca de lamelas singpticas dispostas

perpendicularmente a sindpse, proximas a arcos eletrondensos. Os axénios de cones



possuem terminacdes sindpticas eletrondensas, de formato piramidal e contém lamelas
sindpticas paraelas as sindpses (Figura 8a). As terminacdes sindpticas de cones sdo
maiores que as de bastonetes, existindo em ambas algumas mitocdndrias, microtibul os
e inimeras vesiculas sinpticas (Figura 8b). Ha terminacdes de cones justapostas as de
bastonetes e aos prolongamentos citoplasméticos de células horizontais, bipolares e de
Mdller. Esses prolongamentos citoplasméticos possuem formatos irregulares (ovalados,
trapezoidais) e sdo ricos em vesicul as sinapticas.

Foi notado, em alguns prolongamentos citoplasméticos de animais
mais idosos (M4, Ms), aumento de debris celulares, na forma de vactolos digestivos e

corpos residuais com "figuras de Mielina'.

1.1.6 Camada Nuclear Interna (CNI)

A microscopia Optica, foi verificado que os nicleos de células
horizontais ficam mais préximos a CPE. S&o grandes, ovéides e com maior eixo paralelo
as camadas retinianas. Os nlcleos bipolares sGo menores, estando dispostos em 2 ou
mais camadas. Os nlcleos de células amécrinas estdo mais proximos a camada
plexiforme interna (CPl), sdo 0s mais volumosos e possuem cromatina frouxa e nucléolo
evidente. Os nucleos das células de Mller diferenciam-se dos demais pelo formato
hexagonal e maior densidade, estando geralmente dispostos em duas camadas (Figura 2a).

Ao exame ultraestrutural foi constatado que as células horizontais
possuem nulcleo com cromatina grumosa, mais densa junto a carioteca. O dtoplasma
contém mitocondrias, ribossomos, REL e RER, aparelho de Golgi e raros lisossomos e
corpos densos. Os prolongamentos citoplasmaticos so paralelos as camadas retinianas e
dirigidos paraa CPE (Figura 9a).

Foram encontradas células bipolares de diferentes tamanhos,
contendo nucleo redondo ou oval e as mesmas organelas citoplasméticas das células

horizontais. As células bipolares emitem prolongamentos citoplasmaticos em direcéo a



CPE, e axbnios em direcdo a CPl. Os axdnios diferenciam-se dos prolongamentos
citoplasmaticos por possuirem maior quantidade de microfilamentos (Figura 9c,d).

As células améacrinas foram facilmente identificadas. Além de sua
localizac8o preferencial proxima a CPI, tém formato piriforme, ndcleo com cromatina
frouxa, nucléolo evidente e indentacdo caracteristica. Possuem prolongamento
citoplasmético voltado para a CPl e o citoplasma contém as mesmas organelas
observadas em células horizontais, destacando-se pela riqueza de ribossomos,
polirribossomos e reticulo endoplasmético (RE) (Figura9a, b, c).

Foi observado que as células de Miller possuem nucleos de
diferentes tamanhos, formato angulado, cromatina bastante eletrondensa, porém nao
grumosa, e localizam-se, geramente, no terco interno da CNI. H& pequena faixa
citoplasmética ao redor dos nucleos, onde foram encontrados muitos grénulos de
glicogénio, REL exuberante e as mesmas organelas das demais células da CNI. Emitem
longos prolongamentos citoplasméticos, que vao desde a MLE até a membrana limitante
interna, dispostos perpendicularmente a superficie retiniana (Figura 9a, c).

No citoplasma de todos os tipos celulares dessa camada, foi
verificada pequena quantidade de corpos densos, lisossomos e debris celulares,

principalmente em animais do M4 e do Ms,

1.1.7 Camada PlexiformelInterna (CPI)

Ao microscopio optico, a CPl mostrou-se semelhante a CPE,
diferindo desta por sua maior espessura (Figura2a).

Nos cortes ultraestruturais, foi verificado que os axobnios e
prolongamentos citoplasmaticos sdo circulares ou ovoéides. Eles contém microtubulos,
vesiculas sinapticas, poucos ribossomos, RE e mitocondrias. Os prolongamentos
amacrinos e ganglionares possuem maior didmetro que os axénios bipolares. Estes

altimos contém maior quantidade de microtibulos, podendo apresentar raros Corpos



densos. Prolongamentos citoplasméticos de células de Mller e microgliais permeiam os
demais. Entre algumas membranas sindpticas ha zonas de maior eletrondensidade. Os
axonios e prolongamentos formam um “"emaranhado”, tendendo a assumir posi¢éo

paralelaao plano retiniano (Figura 11c,d).

1.1.8 Camada Ganglionar (CG)

As células ganglionares sdo identificadas, a0 microscépio Optico,
por seu nucleo grande, contendo cromatina frouxa. As células microgliais, e da glia
perivascular, possuem nicleo denso e anguloso (Figura 2a,c).

O estudo ultraestrutural mostrou células ganglionares de diferentes
tamanhos, geralmente redondas ou ovéides, nlcleo arredondado excéntrico. A cromatina
€ bastante frouxa e condensada proxima a carioteca, as vezes com nucléolo evidente. No
citoplasma, observou-se presenca de corpos densos, irregulares no formato e densidade,
exuberancia de polirribossomos, RER, Golgi, mitocdndrias ovéides e microtubulos
(Figura 13 a,b). As células ganglionares emitem prolongamentos citoplasmaticos em
direcdo a CPl e axbnios, ricos em microfilamentos, em direcdo a superficie interna da
retina.

As células da glia retiniana, exceto as células de Mller, possuem
seus nlcleos nessa camada. Algumas estdo localizadas préximas a vasos (glia
perivascular), outras, proximas a células ganglionares ou entre neurénios (células
microgliais). Dentre as células da glia perivascular, algumas sdo eletrondensas, com
nicleo de cromatina descondensada e nucléolo evidente, citoplasma  com RER
exuberante e dilatado, mitocéndrias e aparelho de Golgi bem desenvolvido. As células
microgliais sd0 mais claras, hexagonais, com nucleo e conteldo citoplasmético
semel hantes aos de células ganglionares.

Os longos prolongamentos citoplasmaticos de células de Miiller

permeiam as demais estruturas.



Observou-se aumento de glicogénio e de corpos densos em todos 0s

tipos celulares da CG em animaisdo M4 e do Mg,

1.1.9 Camadade Fibras Nervosas (CFN)

A microscopia Optica, a CFN apresentou-se com aspecto fibrilar
eosinofilico, principa mente naregido proxima ao nervo éptico (Figura 2a).

O exame ultraestrutural mostrou axénios de células ganglionares, de
formato arredondado, ricos em microtubulos e com poucas mitocdndrias. Os axdnios se
relinem em feixes, paralelos ao plano retinico, em direcdo ao nervo optico. Quanto mais
proximos ao nervo Optico mais espessos tornam-se os feixes. Prolongamentos

citoplasméticos de células de Mller também participam desta camada.

1.1.10 Membrana LimitanteInterna(MLI)

Foi vista, em HE, como uma ténue membrana que delimita o final da
retinae o inicio da cavidade vitrea (Figura 2a).

Ao exame ultraestrutural, a MLI € visualizada como uma membrana
fibrilar osmiofilica, formada pela MB de células de Milller e de outras células gliais,

acrescida de fibrilas do vitreo (Figura 13d).

1.2. GRUPO DIABETICO

1.2.1. Epitélio Pigmentar (EP).
Os ratos do GD apresentaram invaginagdes basais pouco
pronunciadas e em menor quantidade que os do GC. Apresentaram também nucleo as

vezes rarefeito e, no citoplasma, aumento na quantidade e no tamanho de corpos densos,



lisossomos e gotas lipidicas que, nesses animais, distribuiram-se por todo o citoplasma.

Essas alteragbes foram mais frequientes nos animais do M4 e do Mg (Figura4 a,b,c,d).

1.2.2. Cones e Bastonetes (CB).

Os segmentos externo e interno de CB do GD apresentaram-se mais
espacados entre si. No segmento interno de CB, foi constatado aumento de corpos
densos e de lisossomos, mitocdndrias edemaciadas e vacuolos intracitoplasmaticos. As
mitocOndrias, muito heterogéneas quanto ao tamanho e a densidade, apresentaram
diminuicdo no nimero de cristas. Foram observados vaculolos, de varios tamanhos,
geralmente apresentando conteido eletrontransparente e "figuras de Mielina'. Os "cistos
de glicogénio” foram mais numerosos no GD (Figuras 2€; 6a, b, c).

Todas as alteracbes foram encontradas em todos 0s momentos,

sendo mais frequientes nos animais do M4 e do M.

1.2.3. Membrana Limitante Externa (MLE)
Os animais do GD nd&o mostraram diferencas quanto ao aspecto
estrutural e ultraestrutural da MLE, quando comparados aos do GC, em todos os

momentos de sacrificio.

1.2.4. Camada Nuclear externa (CNE)

A cromatina nuclear de CB apresentou-se descondensada, com perda
da distribuicdo central caracteristica e contendo agregado eletrondenso, de formato
arredondado, préximo a carioteca. Animais do Mg apresentaram  aguns nucleos
picnoticos.

Observouse ainda, uma faixa maior e pouco densa de citoplasma ao

redor do nucleo, contendo corpos densos, lisossomos e "cistos glicogénicos' (Figura 7b,



c). Os espacos claros entre os nucleos e prolongamentos citoplasméticos, que foram
observados no GC,ocorreram também no GD.
As ateragbes foram observadas em todos os nomentos e foram

mai s acentuadas em animais do M4 e do M.

1.2.5. Camada plexifor me exter na (CPE)

Houve aumento de glicogénio, lisossomos e corpos densos em
axbnios e prolongamentos citoplasmaticos, principamente, de células de Miiller
perivasculares. Algumas singpses mostraram-se bastante eletrontransparentes, contendo
debris celulares, "figuras de Midina' e diminuicdo do nimero de vesiculas sindpticas
(Figura 8c). As alteragbes ocorreram em todos os momentos, sendo mais acentuadas em
M4 e Mg. Em Mg, formagdes arredondadas de diversos padrdes de eletrondensidade

ocuparam o citosol de alguns prol ongamentos citoplasmaticos.

1.2.6. Camada nuclear interna (CNI)

Em todos os tipos celulares, foi observado nicleo com cromatina
menos densa e com 0s mesmos agregados de cromatina vistos nos nicleos da CNE
(Figura 10a). No citoplasma de células horizontais, bipolares e amécrinas foi constante o
encontro de lisossomos, corpos residuais, glicogénio, debris celulares e rarefacéo
citoplasmética (Figura 10b, c, d, e, f). Foram as células de Miller, porém, que
apresentaram alteragdes mais frequentes e intensas, principalmente as préximas aos
vasos. Algumas apresentaram citoplasma totalmente preenchido por lisossomos e corpos
residuais ovéides, de diferentes padrdes de el etrondensidade. Essas alteracdes ocorreram

em todos 0s momentos, sendo mais comuns em animais do M4 e do Mg,



1.2.7. Camada plexiformeinterna (CPI)

Observou-se rarefacdo citoplasmatica, mitocondrias edemaciadas e
aumento de glicogénio, corpos residuais, lisossomos, debris celulares, e "figuras de
Mielina' nos axénios e nos prolongamentos citoplasméticos amécrinos, ganglionares,
microgliais e principalmente, nos das células de Mller ou nos localizados proximo a
vasos. Alguns prolongamentos citoplasmaticos tiveram perda total das organelas
citoplasmaticas, sendo estas substituidas por estruturas eletrondensas, circulares ou
ovoides (Figura12 ab).

Essas alteracOes ocorreram em todos os momentos, sendo mais
intensas em Mg. Notamos em Mg, geramente na regido perivascular, a presenca de
edema celular e de espagos eletrontransparentes irregulares entre os prolongamentos

citoplasmaticos.

1.2.8. Camada Ganglionar (CG)

As células ganglionares e microgliais de animais do GD (Figura 2c),
apresentaram as mesmas alteracOes descritas para as demais células retinicas, ou sgja:
nucleos com cromatina rarefeita e agregados circulares eletrondensos, citoplasma com
menor numero de organelas e exuberancia em lisossomos e corpos residuais
heterogéneos (Figura 13 c,d). Nas células ganglionares observou-se, também, edema
mitocondrial e vacuolos intracitoplasméticos, principalmente na face celular voltada
para a membrana limitante interna (Figura 14a). Observaram-se, ainda, espagos
eletrontransparentes no meio extracelular, geramente proximo a vasos (Figura 14b);
alguns prolongamentos citoplasméticos de células de Mdller repletos de lisossomos,
corpos residuais e formacdes el etrondensas (Figura 14b, c).

As alteracdes ocorreram em todos 0os momentos, mas foram mais

fregiientesem M4 e M.



1.2.9. Camada defibrasnervosas (CFN)

Nos axbnios e nos prolongamentos citoplasméticos observou-se:
rarefacdo citoplasmatica, debris, granulos de glicogénio e lisossomos. Alguns feixes
foram totalmente substituidos por formacdes multivesiculares eletrondensas, ou "figuras
de Midina', dando um aspecto mais eletrondenso a CFN dos animais deste grupo.
Algumas vezes, espacos el etrontransparentes entre feixes de axonios (Figura 14b).

As alteragbes ocorreram em todos 0s momentos experimentais,

intensificando-seem M4 e M.

1.2.10. Membrana Limitanteinterna (MLI)
N&o observaram-se alteragcoes estruturais ou ultraestruturais na MLI

do GD, em todos os momentos de sacrificio (Figura 13d).

1.3. GRUPO DIABETICO TRATADO

1.3.1. Epitélio Pigmentar (EP).

A apresentou-se com padréo semelhante ao do GC, exceto pela
presenca de 2 vasos que foram observados em um animal do Ms. Proximo a um desses
vasos, foram observadas circunvolucdes semelhantes a invaginagfes basais ou a pregas

apicais (Figura4e).

1.3.2. Cones e Bastonetes (CB)
Observou-se que os CB do GT tiveram caracteristicas semelhantes
aos do GC. Os vacuolos intracitoplasmaticos e o0s "cistos glicogénicos' foram menos

freglentes no GT que no GD, em todos os momentos de sacrificio (Figuras 2f; 6d; 7d).



1.3.3. Membrana Limitante externa (MLE)
A MLE do GT nd mostrou diferencas estruturais ou

ultraestruturais, nos diferentes momentos experimentais (Figura 7d).

1.3.4. Camada nuclear externa (CNE)

A maioria dos nucleos de CB apresentou caracteristicas semelhantes
aos do GC. Foram encontrados alguns com distribuicdo heterogénea da cromatina e com
agregados el etrondensos semel hantes aos observados no GD, principamente em animais
do M4 edo Mg (Figuras 7d; 8d).

No citoplasma ndo foram encontrados lisossomos ou "cistos

glicogénicos' .

1.3.5. Camada plexifor me exter na (CPE)
Presenca de corpos residuais, debris celulares e diminuicdo de
vesiculas singpticas em menor intensidade que os animais do GD, em todos os momentos

de sacrificio (Figura 8d).

1.3.6. Camada nuclear interna (CNI)
Em todos os momentos de sacrificio, os animais do GT
apresentaram células com caracteristicas semelhantes as do GC, contendo, porém, maior

quantidade de corpos densos e lisossomos que aquelas (Figuras 8d; 114, b).

1.3.7. Camada plexiformeinterna (CPI)
Nos prolongamentos citoplasmaticos, especialmente de células de

Mduller, encontraram-se escassos |isossomos e corpos residuais. Notou-se menor



quantidade de alteracbes no GT que no GD, em todos 0s momentos experimentais

(Figura12c, d).

1.3.8. Camada Ganglionar (CG)

As cédlulas ganglionares e microgliais do GT apresentaram
diminuicdo das organelas do citosol, e menores acumulos de @rpos residuais e
lisossomos que os observados no GD, em todos os momentos de sacrificio (Figura 14d,

e).

1.3.9. Camada defibras nervosas (CFN)
Observouse a presenca de glicogénio, lisossomos e corpos
residuais, com menor frequéncia que no GD, em todos 0s momentos experimentais

(Figura14d, e).

1.3.10. Membrana limitanteinterna (MLI)
N&o observaram-se alteragcoes estruturais ou ultraestruturais na MLI

do GT, em todos os momentos de sacrificio (Figura 14€).

2 VASCULATURA RETINICA

2.1. Grupo Controle
Os vasos sangulineos retinianos foram vistos, & microscopia éptica,
formados por células endoteliais, envoltas por pericitos. Usando coloracdo especifica
(orceina), pudemos notar a presenca de fibra elastica, apenas na parede de arteriol as.
Estes vasos estdo distribuidos em 2 plexos, que se comunicam por

meio de capilares:



a. Plexo Superficial: os vasos estéo localizados na CG e na CFN.Nesse plexo

foram encontrados capilares, arteriolas e vénulas que sdo, em geral, maiores que 0s do
plexo profundo.

b. Plexo Profundo: os vasos estdo localizados na CPE, e na CNI. Ndo foram

observados vasos nas camadas Situadas além da CPE.

Ao exame ultraestrutural, constatou-se que 0s capilares retinianos
sd0 do tipo continuo, estando as células endoteliais unidas umas as outras por meio de
juncbes intimas. Proximo a essa unido, ha projecdo em forma de "dedo-de-luva', em
direcdo a luz vascular (Figura 15b). As células endoteliais possuem outras projecoes
menores, em direcdo aluz, ndo associadas a unido intercelular.

As células endoteliais possuem nucleo alongado no sentido da luz
capilar, cromatina condensada e bordas de contornos irregulares. O citoplasma endotelial
possui mitocdndrias, RER, ribossomos, aparelho de Golgi, escassos corpos densos e, as
vezes, centriolo. Vesiculas pinocitéticas foram vistas proximas as membranas
plasméticas, externa e interna, bem como no citoplasma endotelial. Essas vesiculas séo
mais humerosas junto & membrana plasmética externa e nos vasos do plexo superficia
(Figura 15a).

Revestindo externamente as células endoteliais, ha membrana basal
(MB) e pericitos. Os pericitos envolvem total ou parcialmente as células endoteliais,
possuem nucleo com cromatina mais densa e sdo ricos em organelas citoplasméticas, as
mesmas organelas observadas em células endoteliais, inclusive com inimeras vesiculas
pinocitoticas (Figura 15c, d).

No citoplasma de células endoteliais e periciticas de animais do M4
e do Mg, observaram-se: aumento de glicogénio, vesiculas intracitoplasméticas, corpos
densos e vacuol os de contetido heterogéneo.

A MB do capilar retiniano do rato € formada por uma faixa

osmiofilica central (Iamina densa), que fica entre duas faixas claras (Iamina rard). Ha a



membrana basal interna (MBI), que fica entre a célula endotelial e a pericitica
Envolvendo externamente a célula endotelia e o pericito, ha a membrana basal externa
(MBE) (Figura 15b).

Nos vasos maiores, isto &, arteriolas e vénulas encontradas no plexo
superficial, ha envoltoérios dispostos em mais do que uma camada, como se houvesse
pericito sobre pericito. Existem, ainda, arteriolas envoltas por camada Unica de célula
muscular lisa, fibras colagenas e adventicia perivascular (Figura 15d).

Observou-se, em animais do M3, My e M5, apresenca de acimulos
osmiofilicos heterogéneos, localizados interna ou externamente a MB (Figura 15f) . Um
animal do Mg, apresentou espagos claros e eletrontransparentes dentro da MBE. Raras
vezes, observaram-se projecdes da MBE, ndo acompanhadas de células endoteliais ou
periciticas, em direcdo as células gliais adjacentes (Figura 15€).

A MBE esta aposta as cédlulas gliais, ndo havendo espacos
perivasculares.

Hemécias, células granulociticas e plaguetas foram observadas

dentro daluz de alguns vasos, porém nunca no espaco extravascular.

2.2. Grupo Diabético

As alteracdes vasculares foram semelhantes no plexo superficial e
profundo e acentuaram-se progressivamente, de M 1 até Ms,.

As células endoteliais apresentaram nlcleo com dispersdo da
cromatina. No citoplasma, notaram-se agumas gotas lipidicas, mitocéndrias
edemaciadas, acumulo de glicogénio, corpos densos e lisossomos, vacuolos contendo
"figuras de Mielina" e aumento do nimero de vesiculas pinocitéticas (Figura 16a, d).

Alguns pericitos apresentaram nucleos enormes e rarefeitos, e
agregados de cromatina. O citoplasma pericitico mostrou-se mais desorganizado que o

de células endoteliais, contendo mitocéndrias "endemaciadas', muitos corpos densos,



vacuolos intracitoplasméticos, acimulos de glicogénio e maior nimero de vesiculas
pinocitéticas. A partir de Mo, notaram-se pericitos com intenso edema citoplasmaético e
menor numero de organelas. Em Mg e Mg observaram-se pericitos desorganizados e
hialinizacdo citoplasmatica completa, ficando o compartimento pericitico preservado,
porém totalmente vazio (Figuras 16a, d, €; 17b).

Os animais diabéticos apresentaram alteracdes evidentes da MB
(Figuras 16b, c, f; 17a, b). Observou-se espessamento ndo homogéneo, mais acentuado na
MBE que reveste os pericitos e nos locais préximos a unido entre MBE e MBI. Os
acumulos osmiofilicos no GD foram observados a partir de M 1, sendo mais fregiientes e
mais grosseiros que os dos animais do GC. Quanto aos espagos €l etrontransparentes,
observados apenas em um animal do GC no Mg, no GD foram observados mais
frequentemente e a partir de M 3.

As projecdes da MBE em direcdo a células vizinhas, ocorreram no
GD, jaem animaisde M1, e foram mais frequentes que no GC (Figura 16c¢).

Na regido perivascular foram evidentes as adteragbes em
prolongamentos citoplasméticos de células adjacentes, tais como edema, acimulo de
corpos residuais, lisossomos, granulacdes eletrondensas e glicogénio, principalmente
emanimaisde M3, Mg e M.

No lumen de muitos vasos observaram-se hemécias, células
granulociticas e plaguetas. Apds M4, observou-se alguns vasos totalmente preenchidos

por debris celulares.

2.3. Grupo diabético tratado
Osanimaisdo GT apresentaram, em células endoteliais e periciticas,
corpos residuais lisossomicos, glicogénio, vacuolos com "figuras de Mielina' e vesiculas
pinocitéticas. Observaram-se, também, espessamento da MB, presenca de depdsitos

eletrondensos em MB e prolongamentos de MB perivascular. Todas estas alteracoes



foram muito mais discretas no GT, quando comparadas as que ocorreram no GD, em

todos os momentos experimentais (Figura17c, d, e, f).
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FIGURA 2a:- Retina de rato normal. Camada de cones e bastonetes (cb), nuclear

externa (ne), plexiforme externa (*), nuclear interna(ni), plexiforme
interna (pi), ganglionar (g) e fibrasnervosas (*). A membrana
limitante externa (seta curva) e membrana limitante interna (setareta)

sdo ténues linhas eosinofilicas (X 240 GC- Rato 13-M1-coloragdo de

HE).



FIGURA 2b:- Retina de rato diabético. Observar alocalizagdo dosvasos (V) ea
grande quantidade de glicogénio (seta). Epitélio pigmentar (*) (X 240
GD rato 37-Mg5- coloragéo de PAS).

FIGURA 2c:- Retina de rato diabético. A parede daarteriola (*) apresentafibra
muscular. Células ganglionares (g) e microgliais (seta) (X 240 GD

rato 39 -Ms-coloragéo de orceina).

FIGURA 2d:- Retina derato normal. Observar a quantidade de glicogénio(seta)(X
590 GC-Rato 10-M2-coloracéo de PAYS).

FIGURA 2e:- Retina de rato diabético. A quantidade de glicogénio (seta) € maior
gue no GC. Vaso (V)(X 590 GD rato 79-M 3-coloragéo de PAS).

FIGURA 2f:- Retina de rato diabético tratado. O glicogénio (seta) ¢é
escasso.Vaso(V)(X 590 GT-rato 152-Mg-coloragéo de PAS).



FIGURA 3 a,b,c,d:- Epitélio pigmentar derato normal (GC).

3.a- Observar o nucleo (N) contendo cromatina condensada préxima a carioteca. No
citoplasma, exuberancia de reticulo endoplasmético liso (REL); mitocdndrias
(m) proximas abase celular; Golgi(G),granulos pigmentares e corpos densos
(seta) concentrados proximos ao apice celular."Franjas" (F) apicais (X 16.500
- GCrato 19- M1).



3.b:- Base da célula do epitélio pigmentar retiniano e Membrana de Bruch (*). A
membrana basal (MB) n&o acompanha asinvaginagdes (I) damembrana

plasmatica (X 36.000 - GC rato 10- My).

3.c:- Face intercelular de células do epitélio pigmentar, onde se notajuncéo
intima (seta), seguida por juncdes aderentes (dupla seta) (X 23.100 - GC rato
19-M1q).

3.d:- Detalhe daface apical de células do epitélio pigmentar mostrando as "franjas’
envolvendo discos dos segmentos externos de cones e bastonetes (X 46.800 -

GCrato 11 - Mg).



FIGURA 4ab,c,d: - Epitélio pigmentar derato diabético (GD).

4.a:- Epitélio pigmentar (EP) retiniano e segmentos externos de cones e bastonetes
(CB). Mitocdndrias (m) concentradas na base e superficie lateral das células.
Lipideo (L). Os granulos de pigmento e corpos densos (seta) estdo em maior
nimero e distribuidos por todo o citoplasma. Vaso (V) da coréide (X 6.500 -

GD rato 79 - M3).



4.b:- Nucleo (N) de célula pigmentar mostrando rarefacéo citoplasmética (X 10.000
- GD rato 23- My).

4.c:- As invaginactes (1) basais sGo menores e em menor quantidade nestes animais.

Mitocondrias (M). Pigmentos e corpos densos (seta) (X 10.000 - GD rato 52 -
Myg).

4.d:- Observar o relacionamento dos segmentos externos dos cones e bastonetes com
o EP. Mitocondrias (m). InvaginagOes basais (I). Membranade Bruch (*).

Vaso (V) dacordide (X 13.000- GD rato 52 - My).

4e:- Epitélio pigmentar de rato diabético tratado (GT).
Presenca de vasos (V) no epitélio pigmentar e circunvolucdes no

citoplasmacelular (*) (X 6.500- GT rato 291 - Mx).



FIGURA 5a,b,c,d:- Camada de cones e bastonetes (CB) derato normal (GC).

5.a- Segmento externo (SE) de fotorreceptor unido ao segmento interno (Sl) através

de cilio conectante (seta) (X 21.000- GC - rato 10- My).

5.b:- Segmento interno de fotorreceptor (SI). Membranalimitante externa (MLE)



gue delimita a camada de CB eacamadanuclear externa,onde estéo os
nucleos (N) de CB (X 21.000-GC rato 10-My).

5.c:- Observar 0s"cistos glicogénicos' (cg) no segmento interno de fotorreceptores.
As mitocondrias (m) sdo aongadas e dispostas proximo a membrana

plasmatica (X 10.000 - GC rato 15- My).

5.d:- Segmento interno (SI) de fotorreceptores. Membrana limitante externa (seta).

Nucleos (N) da camada nuclear externa (X 6.500 - GC rato 3- M9).

FIGURA 6 a,b,c.- Camada de CB derato diabético (GD).



6.a- Segmento externo (SE) e interno (Sl) de CB. Observar apresencade
vacuol os(* )e corpos densos(seta) (X 2.750- GD rato 83-M3).

6.b:- Fotorreceptores mais espacados entre si. Corpos densos(seta). Vacuolos (*)

com "figurasde Mielina' (X 21.000- GD rato 37 - Mg).

6.c:- As mitocondrias (m) apresentam-se heterogéneas em forma e tamanho, com
diminuicdo do nimero de cristas. Vacuolos (*) intracitoplasméticos (X 6.500

- GD rato 39 - Mg).

6d:- Camada de CB derato diabético tratado (GT).
Presenca de escassos vacuolosintracitoplasméticos (*) (X 10.000 -

GT rato 172- M1).



FIGURA 7a:- Camada nuclear externa (CNE) de rato normal (GC)
Observar a cromatina nuclear condensada naregi&o central do
nucleo (N), que é envolto por estreita faixa de citoplasma (*).

Prolongamentos citoplasmaéticos (*) (X 10.000 - GC rato 15- My).

FIGURA 7b,c:- CNE derato diabético (GD).
7.b:- Cromatina com distribuicdo irregular, apresentando agregados eletrondensos
(seta reta) e nacleos picnéticos (setacurva). O citoplasmaao redor dos

nucleos é rarefeito(*) (X 6.500 - GD rato 23- My).



7.c:- Observar os agregados el etrondensos(seta reta) nosnicleos, e a presenca de

"cisto glicogenico” (seta curva) no citoplasma (X 8.000 - GD rato 41 - M1).

7 d:- CNE derato diabético tratado (GT) - alguns nucleos distribuicéo
heterogénea da cromatina. Prolongamentos citoplasmaéticos (*).
Membrana limitante externa (MLE) e segmento interno (SI) de

cones e bastonetes (X 8.000- GT rato 63- M1).



FIGURA 8 a,b:- Camada plexiforme externa (CPE) derato normal(GC).

8.a- Terminacdo singptica de cone onde observam-se mitocdndrias (m) e lamela
sindptica (seta), em meio ainlmeras vesiculas singpticas (v) (X 21.000- GC

rato 100 - My).

8.b:- Terminacdo sindptica de bastonetes, com lamelas singpticas (seta)
perpendiculares a sindpse. Observar a riqueza de vesiculas sindpticas (X

21.000 - GC rato 15 - My).



8c:- CPE de rato diabético (GD) - presencade corpos densos (seta
pequena) e "cistos glicogénicos' (setacurva) nos prolongamentos
citoplasméticos adjacentes as sinapses. Algumas terminagdes, com
diminuicdo das vesiculas sindpticas e contendo debris celulares e

"figuras de Mielina’' (*). Vaso (V) (X 8.000- GD rato 83- M3).

8 d:- CPE derato diabético tratado (GT) - as alteragdes observadas sdo
menos intensas que asdo GD. Acima, nlcleos da camada nuclear
interna e, abaixo, nlcleos da camada nuclear externa (X 5000 - GT

rato 97 - M3).



FIGURA 9 a,b,c,d:- Camada nuclear interna (CNI) derato normal(GC).
9.a-Na CNI encontramos nucleos de células horizontais (H), bipolares
(B), amacrinas (A) edeMdiller (M). Vaso (V). Camada plexiforme externa

(CPE) (X 5.000- GC rato 1- M»).

9.b:- Cé8ulada CNI com nucléolo evidente (X 9.400- GC rato 26-M3).



9.c:- Nucleos de células bipolar (B), amacrina (A) ede Mller (M).(X 6.500- GC
rato 15 - My).

9.d:- Ax6nio rico em microtubulos (seta) (X 5.000 - GC rato 26-M3).

FIGURA 10a,b,c,d,ef:- Camadanuclear interna (CNI) deratodiabético (GD).



10.a:- Nucleos da CNI apresentam cromatina menos condensada e contendo

agregados el etrondensos excéntricos (seta) (X 6.500- GD rato 152 - Mg).

10.b:- Axbnio de célulabipolar com rarefacdo citoplasmatica e vacuolos (V). Vaso

(V) (x 10.000- GD rato 52 - My).

10.c:- Célula horizontal (H) repleta de vacuolos citoplasmaticos(v), alguns com

"figuras de Mielina' (X 8.000-GD rato 52-My).

10.d:- Célula horizontal contendo corpos densos (seta) e vacuol os citoplasmaticos

(v). Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) (X 6.500- GD rato 41- M1).

10.e:- Célula bipolar (B) contendo corpos densos (seta). Golgi (G). Rarefacdo
citoplasmatica (*) (X 13.000- GD rato 52 - My).

10.f:- C8ulaamacrina - nucleo (N) com indentacdo caracteristica. Grande
quantidade de corpos densos (seta) e glicogénio livre (*) (X 10.000 - GD rato
39 - Mg).



FIGURA 11 a,b:- Camada nuclear interna (CNI)derato diabético tratado (GT).

11.a:- Cdula horizontal (H), bipolar (B) e de Mller (M). Observar apresencade
corpos densos (seta) (X 6.500-GT rato 62- M1).

11.b:- Distribuicdo da cromatina nuclear (N) e citoplasma,semelhante ao de rato

normal (X 13.000- GT rato 62- M1).

11 c¢,d:- Camada plexiforme interna(CPI) de rato normal (GC).



11.c:- Os axbnios e prolongamentos citoplasméticos formam um "emaranhado”.

Céuladagliaperivascular (*) (X 3.600- GCrato 1- M»9).

11.d:- Axbnios e prolongamentos, de formato circular ou ovéide. Raramente, corpos
densos e vacuolos com "figuras de Mielina' (seta). Prolongamento

citoplasmético de célulasde Miller (M). Arteriola (A) (X 10.000- GC rato
11 - My).



FIGURA 12 a,b:- Camada plexiformeinterna (CPI) derato diabético (GD).

12.a:- Observar rarefacdo citoplasmatica (*) e muitos axénios com "figuras de

Mielina'. Camada ganglionar(CG).Célulaganglionar (G) (X 3.300- GD rato
83-M3).

12.b:- Poucos axénios e prolongamentos citoplasméaticos mantém o aspecto normal

(X 3.300 - GD rato 83- M3).



FIGURA 12 c,d:- Camada plexiformeinterna (CPI) derato diabético tratado (GT).

12.c:- Subjetivamente, menor numero de alteracdes que no GD (X 6.500- GT rato
62-M1).

12.d:- Observar prolongamentos citoplasméticos semelhantes aos do GC e um deles

repleto de corposresiduais (seta) (X 6.500- GT rato 11- M3).



FIGURA 13 ab:- Camada ganglionar (CG) derato normal (GC).

13.a:- Céulas ganglionares (G) entremeadas por prolongamento citoplasmético de

célulade Muller (M) (X 6.200-GC rato 13-Mg).

13.b:- Célula ganglionar apresentando nucleo (N) com cromatina frouxa. No

citoplasma, exuberéncia em ribossomos (seta seta), reticulo endoplasmético



rugoso (RER), mitocdndrias ovéides (m) e corpos densos (setacurta) (X
10.000 - GC rato 26 - M3).

FIGURA 13 c,d:- CG ecamada defibrasnervosas(CFN) de rato diabético (GD).

13.c:- As células ganglionares apresentam intensa rarefacdo citoplasmética. Na
CFN, presenca de debriscelulares, "figuras de Mielina’, e corposresiduais

(seta). Camada plexiformeinterna (CPl) (X 2.750- GD rato 199 - Mg).

13.d:- Células da glia, algumas bastante eletrondensas (*). Corpos densos (seta

curva). Membrana limitante interna (*). Vacuolo (v) (X 10.000- GD rato 23 -
Myg).



FIGURA 14 a,b,c:- Camada ganglionar (CG) derato diabético (GT).

14.a:- Célula ganglionar contendo nucleo (N) com rarefacdo da cromatina.
MitocOndrias edemaciadas (m), corpos densos (setacurva), Golgi (G) (X

10.000 - GD rato 52 - My).



14.b:- Presenca de espacos eletrontransparentes (*) no meio extracelular.
Prolongamento citoplasmatico de célulade Mller (M) repleto de formacbes

eletrondensas. Vaso (V) (X 10.000- GD rato 152 - Mg).

14.c:- Prolongamento citoplasmatico de célula de Mller(M) contendo inimeros

lisossomos e corpos densos (X 11.400 - GD rato 284-Mg).

FIGURA 14 d,e:- Camada ganglionar derato diabético tratado (GT).

14.d:- Células da glia perivascular (GP), microglial (Mi) e ganglionar (G). Observar
prolongamento citoplasmatico de célulade Mller contendo corpos residuais

(seta curva) (X 6.500- GT rato 97 - M3).

14.e:- Célula ganglionar com rarefacdo nuclear (N) e citoplasmética (C). Golgi (G).
Membranalimitante interna (MLI) (X 5.000-GT rato 11 - M3).



FIGURA 15ab,c,d,ef:- Vasosretinianosderato normal (GC).

15.a- Vaso composto por células endoteliais (€), pericitos (p) e envoltos por
membrana basal (mb). Prolongamentos citoplasmaticos de células de Mller

(M) ao redor do vaso. Células gliais (G). Hemécia (h) (X 21.000- GC rato 90
- M1).



15.b:- Célulaendotelial com nucleo (N) alongado. Juncdo intima (seta) entre células
endoteliais e projecbes em "dedo-de-luva' em diregdo aluz vascular (L).
Pericito (p). Membrana basal interna (mbi) e membranabasal externa (mbe)

(X 21.000 - GC rato 13- Ms).

15.c:- Observar, no citoplasma endotelia e pericitico, mitocdndrias (m), reticulo

endoplasmatico (re) e ribossomos (r)(X 21.000- GC rato 15- My).

15.d:- Parede de arteriola retiniana. Célula endotelial com citoplasmarico em
ribossomos e poucas vesiculas pinocitéticas (v). Nucleo (N). Envoltério de
fibramuscular lisa (ml). Lamen vascular (L) (X 21.000- GC rato 100 - My).

15.€e:- Observar projecdo de membrana basal (seta) em direcdo as células vizinhas.

15.f:- Presenca de espacos el etrontransparentes (*) dentro da membrana basal, assim

como actimulos osmiofilicos (seta) (X 21.000- GC rato 11 - Mg).



FIGURA 16 a,b,c,d,ef,g:- Vasosretinianosderato diabético (GD).

16.a:- Capilar retiniano do plexo superficial. Células endoteliais com mitocdndrias
edemaciadas (m), corpos densos(seta) e inimeras vesiculas pinocitoticas (v).

Pericitos com intensa rarefacdo citoplasmatica, mdltiplas vesiculas (v) e
vacuolos (*). Hemacia (h) (X 21.000 - GD rato 199 - Ms).

16.b:- Membrana basal contendo espacos eletrontransparentes (seta) (X 21.000 -
GD rato 1- M3).



16.c:- ProjecBes da membrana basal (seta) em direcéo acélulasgliais. Observar
estruturas eletrondensas (*) em prolongamento citoplasmético de célulade

Mdller. Corposresiduais (*) (X 21.000 - GD rato 23 - My).

16.d:- Corpos densos (seta) no citoplasma endotelial. Citoplasma pericitico(p)mais
rarefeito que o endotelial. Membrana basal (mb) espessa. (X 21.000- GD rato
39 - Mg).

16.e:- Observar a grande quantidade de corpos densos (seta espessa) no citoplasma
endotelial. Muitas vesiculas pinocitéticas (v) em células endoteliaise
periciticas. Granulos de glicogénio (setafina). Membranabasal (mb) espessa

(X 21.000 - GD rato 53- M3).

16.f:- Capilar do plexo profundo mostrando espessamento importante damembrana

basal e acimulos osmiofilicos (seta) (X 21.000 - GD rato 53- M3).

16.9:- Detalhe do acimulo osmiofilico observado dentro da membranabasal (X

36.900 - GD rato 52 - My).



FIGURA 17 a,b:- Vasosretinianos derato diabético (GD).

17.a:- Observar espessamento da membrana basal (mb) e os acimul os el etrondensos

(seta) em células adjacentes (X 21.000- GD rato 1- M3).



17.b:- Degeneracdo pericitica (p) emembranabasal (mb) com espessamento ndo

homogéneo (X 21.000 - GD rato 113- M»).

FIGURA 17 c,d,ef:- Vasosretinianosderato diabético tratado(GT).

17.c:- Observar que as ateragdes no GT s&o menos intensas que no GD (X 21.000 -

GT rato 13- Mg).

17.d:- Acimulos de corposresiduais (seta) em prolongamentos citoplasmaticos de
células adjacentes avaso com estrutura relativamente preservada (X 21.000 -

GT rato 291 - Mg).

17.e:- Célulaendotelial com muitos corpos densos (seta). Pericito (p) com rarefacéo

citoplasmética. Membrana basal (mb) espessa (X 21.000 - GT rato 30 - Mxg).

17.f:- Capilar retiniano do plexo profundo, mostrando poucas alteracdes (X 21.000 -
rato GT - My).



3. ANALISE MORFOMETRICA DOSVASOS
RETINIANOS

Astabelas 1 a8 mostram as médias dos valores e andlise estatistica,
referentes a: area das células endoteliais, dos pericitos, da membrana basal, e do IUmen
vascular das camadas ganglionar e plexiforme externa. Tais valores correspondem as
medidas feitas nos 3 grupos nos 5 momentos experimentais.

Os valores de cada animal, assim como suas medidas descritivas,

encontram-se nas Tabelas 6 a 21 do apéndice.



3.1 Areadascéulasendoteliaisde vasosda CG

TABELA 1:- Médiados valoresda érea das células endoteliais (um2), dosvasosda

CG, dos ratos dos diferentes grupos experimentais, nos momentos de

sacrificio.
GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5
Controle 63,94a 73,74ab 0,68a 62,36a
79,17a
(GC) A A A A A
Diabético 61,23a 76,90b 78,15a 60,37a
80,61a
(GD) A A A A A
Diabético 63,19a 53,80a 63,74a
68,14a 68,30a
Tratado(GT) A A A A A
CV =17,83%

DMS (5%) = 20,50 para grupo dentro de momento
DMS (5%) = 23,99 para momento dentro de grupo

A comparacdo entre 0s grupos, quanto a média da area de células
endoteliais dos vasos da CG, ndo mostrou diferenca significativa, com excecéo de GT
menor que GD em Mp. Também néo houve diferenca significativa, dessa \ariavel, nos

diferentes momentos, em nenhum dos grupos (Tabela 1).



3.2 Areadecélulasendoteliais de vasos da CPE

TABELA 2:- Média dos valores da &rea das células endoteliais (um?2), dos vasos da

CPE dosratos dos diferentes grupos experimentais, nos momentos de

sacrificio.
GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5
Controle 67,41a 61,73a 65,82a
58,72a 68,11a
(GC) A A A A A
Diabético 67,68a 80,56a 73,45a
65,23a 73,53a
(GD) A A A A A
Diabético 58,52a 60,86a 67,20a
68,59a 68,28a
Tratado(GT) A A A A A
CV =22,95%

DMS (5%) = 26,15 para grupo dentro de momento

DMS (5%) = 30,62 para momento dentro de grupo

significativa da média dos valores da &rea das células endoteliais entre 0s grupos nos

Os vasos da CPE ndo apresentaram diferenca estatisticamente



diferentes momentos, embora os valores obtidos para 0 GD tenham sido superiores aos
do GC em todos os momentos experimentais. Também ndo houve diferenca significativa

entre os momentos, dentro de cada grupo (Tabela 2).

3.3 Areados pericitos de vasos da CG

TABELA 3:- Média dos valores da &rea dos pericitos (um2) dos vasos da CG dos

ratos dos diferentes grupos experimentais, nos momentos de sacrificio.

GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5
Controle 23,65a 22,98b 21,47a 14,03a
24,12a
(GC) A A A A A
Diabético 17,31a 24,22b 2,12a 21,97a
21,96a
(GD) A A A A A
Diabético 18,31a 9,43a 12,06a 16,72a
22,46a
Tratado(GT) AB A AB AB B
CV =33,31%

DMS (5%) = 11,05 para grupo dentro de momento
DMS (5%) = 12,94 para momento dentro de grupo



Nos vasos da CG, a média dos valores da area pericitica nos
diferentes grupos mostrou diferenca significativa em M2, quando o valor desta variavel
foi menor no GT. A andlise dos momentos dentro de cada grupo, também foi significativa

apenas no GT, onde amédiade M5 foi maior que ade M 2. (Tabela 3).

3.4 Areadospericitosde vasos da CPE

TABELA 4:- Média dos valores da &rea dos pericitos (um2) dos vasos da CPE dos

ratos dos diferentes grupos experimentais, nos momentos de sacrificio.

GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5
Controle 14,36a 15,20a 17,28a
12,30a 15,42a
(GC) A A A A A
Diabético 14,21a 12,71a 15,04a
22,63a 19,46a
(GD) A A A A A
Diabético 19,88a 10,16a 12,08a
20,18a 18,93a
Tratado(GT) A A A A A

CV =39,45%



DMS (5%) = 10,72 para grupo dentro de momento
DMS (5%) = 12,55 para momento dentro de grupo

Em vasos da CPE, ndo houve diferenca significativa entre as médias
dos valores da érea pericitica, nem entre os grupos dentro de cada momento, nem entre

0s momentos dentro de cada grupo (Tabelas 9).
3.5 Area damembranabasal externa devasosda CG
TABELA 5:- Média dos vaores da &ea damembranabasa externa(um2) dos

vasos da CG dos ratos dos diferentes grupos experimentais, nos

momentos de sacrificio.

GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5
Controle 32,32a 42 55a 45.64a
38,82a 41,80a
(GC) A A A A A
Diabético 41,60a 41,54a 52.27a
50,80a 51,87a
(GD) A A A A A
Diabético 38,54a 33,61a 41,95a
50,14a 45.07a

Tratado(GT) A A A A A



CV =19,88%
DMS (5%) = 14,61 para grupo dentro de momento
DMS (5%) = 17,11 para momento dentro de grupo

Com relacdo amédia dos valores da area da MBE dos vasos da CG, a
andlise estatistica ndo detectou diferenca significativa, seja entre os grupos dentro de
cada momento, ou sgja entre 0s momentos dentro de cada grupo. Embora, ndo haja
diferenca estatistica,pode-se observar tendéncia a valores maiores de &rea nos animais do
GD,assim como, progressdo nos seus valores medios de M 1 para Mg em todos os grupos

experimentais (Tabelab).



3.6 Area da membrana basal externa de vasos da CPE

TABELA 6:- Média dos vaores da &ea damembranabasa externa(um2) dos
vasos da CPE dos ratos dosdiferentes grupos experimentais, nos

momentos de sacrificio.

GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5
Controle 33,26a 30,85ab 38,99ab 29,11a
33,86a
(GC) A A A A A
Diabético 33,97a 38,91b 45,79b 39,78b
47,78b
(GD) A AB AB AB B
Diabético 31,54a 26,49a 34,28a
33,38ab 42 22ab
Tratado(GT) AB A AB AB B
CV =17,44%

DMS (5%) = 10,67 para grupo dentro de momento
DMS (5%) = 12,50 para momento dentro de grupo



A média dos valores da &ea da MBE em vasos da CPE foi significativamente
maior no GD em relag@o ao GC, nos momentos M4 e Mg, e também em relacéo ao GT,
nos momentos M2 e M 3. N&o houve diferenca significativaentreo GC eo GT.

Com relagdo ao efeito do momento, houve aumento significativo da

média dos valores de &rea da MBE em Mg, nos grupos GD e GT (Tabela6).

3.7 Areadolimen devasosda CG

TABELA 7:- Média dos valores da areado |timen (um2) dos vasos da CG dos ratos

dos diferentes grupos experimentai's, nos momentos de sacrificio.

GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5
Controle 39,62a 144,46a 162,73a 138,99a
169,35a
(GC) A A A A A
Diabético 128,26a 134,62a 137,69a 122,38a 185,15a
(GD) A A A A A
Diabético 99,09a 127,04a 133,28a 141,08a
160,31a
Tratado(GT) A A A A A
CV = 26,90%

DMS (5%) = 64,75 para grupo dentro de momento
DMS (5%) = 75,80 para momento dentro de grupo



N&o houve diferenca significativa nem entre grupos dentro de cada

momento, nem entre momentos dentro de cada grupo, porém ha notéria tendéncia de

aumento da média dos valores dadreade M 1 paraMs, em todos os grupos (Tabela 7).

3.8 Areadolimen devasosda CPE

TABELA 8- Média dos valores da areado |timen (um2) dos vasos da CPE dos

ratos dos diferentes grupos experimentais, nos momentos de sacrificio.

GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5

Controle 145,39a 128,20a 128,99a 113,38a 136,02a

(GC) A A A A A
Diabético 131,97a 144.44a 111,75a 118,24a 177,82a

(GD) A A A A A
Diabético 112,05a 107,96a 109,91a 130,70a 126,16a
Tratado(GT) A A A A A
CV =29,83%

DMS (5%) = 65,01 para grupo dentro de momento

DMS (5%) = 76,10 para momento dentro de grupo



No tocante a média dos valores da area do |Umen de vasos da CPE, a
andlise estatistica ndo mostrou diferenca significativa tanto entre os grupos dentro de

cada momento, como entre os momentos dentro de cada grupo (Tabela 8).



4 DISCUSSAO
4.1 QUANTO A METODOLOGIA
41.1. MODELO EXPERIMENTAL UTILIZADO

Ha vérios animais que podem servir de modelo experimental para o
estudo do diabetes. No presente trabalho empregou-se o rato, em razéo das seguintes
vantagens apresentadas por esse animal: @) fécil manuseio (alimentacdo, higiene,
acomodacdo); b) possibilidade de trabalho simultdneo com véarios grupos experimentais,
sem ocupar grandes espacos; ¢) curta duracéo do seu ciclo biolégico, o que permite se
obter alteragbes cronicas e degenerativas em pouco tempo, ao passo que se levaria
muitos anos empregando-se animais de atalongevidade.

As espécies que apresentam diabetes espontaneamente, em geral,
vivem em colnias, e ndo estdo disponiveis em nosso meio.

Dentre as varias formas de inducdo do diabetes experimental
(MORDES & ROSSINI, 1981, 1985; BELL & HYE, 1983), o uso de agentes
betacitotdxicos é umadas mais utilizadas, sendo a Aloxana e a Estreptozotocina as drogas
mais empregadas e estudadas. Essas drogas permanecem poucos minutos na circulagéo
sanguinea e destroem, seletivamente, as células beta do pancreas, causando insuficiéncia
insulinica permanente (LUKENS, 1948; JUNOD et a., 1967; MORDES & ROSSINI,
1985).

Neste estudo foi utilizada a Aloxana, que é um derivado do acido
arico. DUNN et al. (1943), enquanto estudavam as lesfes renais produzidas pelo acido
arico e seus derivados, descobriram acidentalmente que a Aloxana destréi as células beta

do péancreas, provocando diabetes de longa duragdo em muitas espécies de animais.



A Aloxana 2%, administrada por via endovenosa e na dose de 42
mg/kg de peso, produziu diabetes acentuado nos animais aqui pesquisados levando a
alteraces clinicas e laboratoriais bem definidas.

Porém, a margem entre a dose diabetogénica e adose letal € estreita
(JUNOD et a., 1969; ROSSINI et a., 1977). No inicio deste estudo, ainda na fase de
padronizacdo, utilizou-se Aloxana por via endovenosa, na dose de 50 mg/kg de peso, em
animais em jejum de 14 horas. Com tal procedimento, 75% dos animais tornavam-se
diabéticos e, em 30 dias de evolucdo, a mortalidade era de 100%. Em vista disso e com
base na literatura que apontava doses de Aloxana de 40-45 mg/kg de peso como
diabetogénicas(LAZAROW et al., 1946; LUKENS, 1948; BELL & HYE, 1983; GARRIS
et al., 1984), optou-se pelareducdo da dose para42 mg/kg. LUKENS (1948), em extensa
revisdo da literatura a respeito dos efeitos da Aloxana sobre animais de vérias espécies,
observou indices muito variaveis de mortalidade, oscilando entre 33 e 100%. Esses
indices estdo ligados a multiplos fatores que séo capazes de mudar os efeitos da Aloxana
e asensibilidade do hospedeiro, envolvendo o estado de hidratacéo da droga, a velocidade
de infusdo, a via de administracéo, a dieta, o tempo de jejum, 0 peso do animal e, até, a
utilizacdo de substancias capazes de influenciar seus mecanismos de acdo, tais como
barbitiricos, &cido nicotinico, etc. Os ratos, por exemplo, s80 mais sensiveis a Aloxana
se alimentados, previamente, com dieta contendo alto teor de gorduras. A taxa de
mortalidade, nesses casos, alcanca de 90 a 100% dos animais. Dietas pobres em gordura
e com altas concentracdes de proteinas e carboidratos, diminuem esses indices.

Ainda na fase de padronizacéo, foi observado que alguns ratos que
tinham recebido a Aloxana ndo se tornaram diabéticos e que aintensidade do diabetes foi
diferente em cada animal. Com a mesma metodologia, SPADELLA (1989) observou que
41,2% dos ratos desenvolvem diabetes grave e 20% n&o desenvolvem a doenca.

Os mesmos fatores que influem nos indices de mortalidade,

influenciam o desenvolvimento ou ndo do diabetes. Se a Aloxana for administrada ao



animal apds jejum prolongado, cerca de 95% desses animais, tornar-se-8o diabéticos. Se
a mesma dose for administrada, porém ndo se mantendo o jejum, a resposta diminui para
25%.

LUKENS (1948) cita que a toxicidade da Aloxana se dtera em
relacdo linear com o peso do animal, aumentando de 0,73 poderes de toxicidade para
cada unidade de peso. Cita ainda, 0 mesmo autor, que animais que nao respondem a uma
primeira dose de Aloxana podem ser refratérios a injecbes posteriores, de doses
similares.

Quanto a via de administracdo da droga, foi utilizada a endovenosa,
por ser considerada a mais eficaz (BELL & HYE, 1983). Pode-se usar, ainda, as vias
subcutanea e intraperitoneal, que sdo satisfatdrias no rato, enquanto, para animais maiores
ha necessidade de doses muito elevadas para a obtencdo do mesmo efeito diabetogénico.
A viaoral, porém, € usua mente insatisfatoria para a Aloxana, embora sgja possivel, apos
periodo prolongado de jejum e com ingestéo rapida, a producdo de diabetes em ratos,
coelhos e gatos (LUKENS, 1948).

Quando a via endovenosa é usada, a velocidade de infusdo da droga €
importante. Doses efetivas de Aloxana ndo produzem diabetes se injetadas muito
lentamente. A colocacéo prévia, do animal, em caixas agquecidas com |ampada el étrica foi

importante para a vasodilatacdo das veias da cauda, facilitando a eficicia da Aloxana.

4.1.2 ADMINISTRACAO DOSTRATAMENTOSPROPOSTOS

A acarbose fez parte da dieta dos animais e foi bem aceita. Ela € um
pseudotetrassacarideo de origem microbiana que inibe a atividade das hidrolases
glicosidicas (amilase, sucrase, maltase) do intestino delgado, reduzindo e retardando a

absorcdo e a digestdo de carboidratos complexos da dieta (JENKINS et al., 1979;



HILLEBRAND et al., 1979). A acarbose é Util, para o tratamento de diabéticos
insulinodependentes, como terapéutica auxiliar (DAMOISEAUX et ., 1983).

A insulina utilizada foi a porcina monocomponente de acdo
prolongada que permitiu o controle dos niveis glicémicos dos ratos, por periodo de até
16 horas.

A administracdo dainsulina por via subcutanea foi de facil execucéo,
do ponto de vista técnico. Contudo, as doses administradas diariamente exigiram
avaliacdo clinica cuidadosa do animal, além do controle da ingestéo hidrica, da diurese,
do peso, assim como pesquisa de glicose e corpos cetbnicos na urina e dosagens de
glicose sanguinea e urinaria. Todos esses dados foram levados em conta para o calculo de
cada dose a ser administrada.

O tipo ideal de insulina a ser utilizado, os fatores a serem levados
em conta para os calculos das doses diarias e 0 melhor horério para a administracéo da
droga foram padronizados em "experiéncias-piloto”. A associacdo de insulina com a
acarbose foi feita devido ao fato de que, o tratamento feito apenas com insuling, levava a
mel hora discreta dos pardmetros clinico-laboratoriais.

A comparacdo entre os indices de mortalidade dos animais do GD e
do GT mostrou que, para ambos, a mortalidade foi grande nos 3 primeiros meses de
doenca (59,37% para GD e 67,3% para GT - BREIM, 1990). O fato de o GT apresentar
os maiores indices de mortalidade est4 provavel mente associado a hipoglicemiainduzida
pelo tratamento. Porém, vencida a fase de descompensacéo metabdlicainicial, osanimais
do GT tiveram sobrevida maior que os do GD. A escolha de animais portadores de

diabetes grave pode ter contribuido para a atataxa de mortaidade observada.



4.2 QUANTO AOSPARAMETROS
MORFOLOGICOS

421 AVALIACAO DASCAMADASRETINIANAS
A avaliacdo das camadas retinianas do rato nos mostrou que a retina

do rato é muito semelhante ao descrito para o ser humano.

O epitélio pigmentar (EP) retiniano atua como uma barreira

permedvel entre os vasos da coriocapilar e a retina (GRIMES & LATIES, 1980),
possuindo funcées de absor¢do, secrecdo, excrecao e transporte.

CANO et a. (1986) observaram EP irregular em forma e espessura
e aumento de de corpos densos e lipideos em ratos normais e idosos.

Os animais do GD apresentaram, a0 exame ultraestrutural,
diminuicdo da atura e do nimero das invaginagdes, principalmente no Mg e no Ms.
GRIMES & LATIES (1980), examinando o EP de ratos diabéticos por Estreptozotocina,
apos 3 a5 semanas, observaram proliferacéo focal e progressiva das invaginacdes basais,
sugerindo que o aumento de permeabilidade que ocorre no diabetes esta relacionado com
aumento da superficie basal do EP. Em estudo posterior, GRIMES et al. (1984)
interrogaram se esse aumento das pregas basais poderia decorrer de efeito téxico da
Estreptozotocina. Criaram, entdo, 2 grupos experimentais, um de ratos diabéticos por
Estreptozocina com reversdo imediata do diabetes por transplante pancredtico, e o outro,
composto por ratos diabéticos por Aloxana. Apenas 0s ratos aloxanicos apresentaram
proliferacdo focal de pregas basais, mostrando ser essa alteragdo decorrente do estado
diabético. Os mesmos autores encontraram, entre 90 células do EP examinadas,
proliferacéo de membrana plasmética em apenas 16 delas. Talvez o aumento das pregas

basais, ndo tenha sido observado por ser este pouco frequiente.



GRIMES et al. (1984) observaram ainda, que animais com 6 meses
de diabetes apresentavam menor quantidade de proliferacdo basal que os de 1 més.
BLAIR et a. (1984), examinando ratos BB Wistar, portadores de diabetes espontaneo,
encontraram aumento focal das pregas basais no inicio do diabetes, com possiveis pregas
aumentadas inclusive nas faces laterais das células. Mas depois de 4 meses de doenca,
notaram tendéncia a diminuicdo total das pregas basais. VINORES et a. (1988)
observaram "dilatacéo de pregas basais' em ratos com mais de 7 meses de diabetes.

Portanto, animais portadores de diabetes de longa evolugéo, como
nossos animais do M4 e do Mg, podem apresentar diminuigao da superficie damembrana
plasmatica da base do EP retiniano, o que faz supor-se trocas prejudicadas entre a
coriocapilar e 0 EP nesses animais.

Nas faces lateras apicais das células do EP retiniano ha juncdes
selantes, que exercem importante funcéo na barreira hemato-ocular. Ndo foi incluido
neste estudo, 0 uso de tragadores, que poderiam evidenciar alteragdes nessas juncgoes.
Alguns comentarios a respeito, no entanto, serdo tecidos. KRUPIN et al. (1979),
utilizando injecdo intravenosa de fluoresceina, em ratos diabéticos ha 2 meses e que ndo
apresentavam alteragdes ultraestruturais do EP, observaram aumento da fluorescéncia
vitrea, sugerindo que a quebra da barreira hemato-ocular € a mais precoce alteracéo
diabética, antecedendo as alteracBes ultraestruturais. WALTMAN et a. (1978)
observaram que aalteracdo da barreira ocorre 15 dias apés a inducdo diabética, embora
as alteracOes histoldgicas estejam presentes somente apos 2 meses(KOJMA et al.,
1972). O aumento da osmolaridade parece ser responsavel pela quebra da barreira
hemato-ocular (TSO et a., 1980), e a estabilizacdo metabdlica pode levar a sua
normalizacdo (KERNELL & ARNQVIST, 1983).

Alguns detalhes das organelas citoplasméticas do EP chamaram a
atencdo. Um deles foi a localizagcdo preferencia das mitocondrias proximo as

invaginaces basais e a superficie lateral das células, provavelmente locais de maior



atividade ATPasica. Outro, foi a exuberéncia do REL, que ocupa grande parte do
citoplasma. Nao foi realizado exame morfométrico nessas organelas e, a simples
inspecdo, ndo foram constatados o edema mitocondrial e a dilatacdo do REL que,
segundo alguns autores, ocorre em células do EP de ratos diabéticos (TSO et al., 1980;
BLAIR et a., 1984). CALDWELL & SLAPNICK (1989) ndo observaram ateractes em
mitocondrias de ratos diabéticos, apesar de nelas terem constatado aumento da atividade
citocromo-oxidase.

Nos animais normais foram observados, em localizacdo apical,
granulos pigmentares, corpos densos, lisossomos e goticulas lipidicas, mais numerosos
em animais do Ms. Porém, nos animais do GD, geralmente em M4 e Mg, foi encontrada
guantidade maior dessas estruturas, ocorrendo a perda da distribuic¢éo preferencial apical,
o0 que também jafoi observado em ratos portadores de diabetes espontaneo (VINORES et
al., 1988). O aumento dos corpos densos e lisossomos € um sina indireto de
degeneracdo acel erada de organel as citoplasméticas ou de fotorreceptores, ja que aquelas
organelas estdo relacionadas a fagocitose e a remoc&o dos detritos celulares. O aumento
de gotas lipidicas poderia indicar alteracdo do metabolismo celular do EP. Segundo
MacGREGOR & MATSCHINSKY (1986), o metabolismo do EP é marcadamente
alterado no diabetes, sendo que o aumento da glicose intracelular acentua a utilizagcdo do
ciclo do polyol, levando ao acimulo de sorbitol e frutose. O aumento do sorbitol, aliado
a hiperglicemia, promove diminuicdo da funcdo celular, ficando prejudicados os
processos de divisdo celular, a sintese de acidos nucleicos, afuncéo daNa-K-ATPaseea
captacdo de aminoacidos.

Nos ratos utilizados n&o foram encontradas algumas alteracdes no
EP do GD relatadas por outros autores, como a hecrose focal de células do EP (TSO et
al., 1980; BLAIR et al., 1984), discos de fotorreceptores em aposi¢cao direta a membrana
de Bruch e a presenca de células macrofégicas sub-retinianas (TSO et al., 1980).



Os animais do GT apresentaram EP semelhante ao de ratos normais,
exceto pelo encontro de 2 vasos em um dos animais em Msg. Sabendo-se que o EP ndo
possui vasos, foi surpreendente o encontro destes. Procurou-se averiguar outros relatos
sobre a existéncia de vasos no EP. CANO et al. (1986) os encontraram em ratos normais
de 29 a 31 meses. Em ratos portadores de retinopatia por uretana e fototoxicidade,
KORTE et a. (1986) também observaram o aparecimento de vasos e aumento de
interdigitacfes dentro do citoplasma de células do EP. Portanto, a presenca de vasos no
EP talvez esteja rel acionada a condi¢des degenerativas e hipoxicas.

A andlise de alteracdes encontradas na camada de cones e bastonetes

(CB) deve ser feita com reservas, uma vez que ndo fez parte deste estudo a padronizagéo
da intensidade luminosa da sala de manutencdo e de scrificio dos animais, embora
tenham sido todos os ratos submetidos as mesmas condi ¢cBes experimentais.

Os segmentos externo e interno dos CB de ratos do GD estiveram
mais espagados entre si em Mg, 0 que leva a supor-se uma diminuigdo no numero de CB
em ratos diabéticos de 12 e 1/2 meses. Essa observacdo pode ser outro indicio de que a
involucdo senil é mais precoce em diabéticos, ja que CANO et al. (1986) observaram
diminuicéo de CB em ratos normais de 29 a 31 meses. A destruicdo de fotorreceptores
pode também decorrer de toxicidade quimica ou de fototoxicidade (KORTE et al., 1986)
ou ser provocada com dietasricas em sucrose (YANKO et al., 1972).

O aumento de corpos densos e lisossomos foi frequente nos CB dos
animais do GD, mostrando gque a degeneracéo das organelas também ocorre no primeiro
neurdnio da via optica. As alteracdes observadas na morfologia mitocondrial (o edemae
adiminuicdo de suas cristas) sugerem faléncia da bateria produtora de energia celular.
Os vacuolos opticamente vazios, contendo "figuras de Mielina', exprimem necrose de
estruturas citoplasméticas.

A presenca de glicogénio livre em fotorreceptores ja havia sido

salientada por outros (KUWABARA & COGAN, 1961; HOGAN et a., 1971). No



entanto, ndo foi encontrada qualquer referéncia aos "cistos glicogénicos' observados em
todos os grupos, mesmo a microscopia Optica, com contetido glicogénico confirmado
pela coloracdo de PAS. Seriam esses "cistos' especificos de ratos? Qual seria 0 motivo
para que ratos do GC em Mg e Mg tivessem maior nimero de "cistos'? Estariam eles
relacionados com degeneracdo senil? Os ratos do GD o0s apresentaram em maior
quantidade, podendo isto significar sua associagdo com transtornos do metabolismo
celular que melhorariam com o tratamento, uma vez que os animaisdo GT ostiveram em
quantidade semelhante aos do GC.

A membrana limitante externa (MLE) formada, na reaidade, por

unides intercelulares, foi semelhante nos animais do GC, do GD e do GT, em todos os
momentos experimentais.

A camada nuclear externa (CNE) possui prolongamentos

citoplasmaticos, corpo celular e axbnio dos CB, assim como prolongamentos
citoplasmaticos de células de Miiller. A condensacéo central da cromatina dos niicleos
dos CB € uma caracteristica desse tipo celular no ser humano e em animais
(POULIQUEN, 1969; HOGAN et a., 1971; LAI, 1980).

Os ratos do GD apresentaram os nucleos dos CB com cromatina
menos condensada, com perda da distribuicéo central preferencial. A descondensacéo da
cromatina ocorre quando as baterias celulares de sintese protéica estéo ativadas (DE
ROBERTIS & DE ROBERTIS, 1985).

Os agregados de cromatina que foram observados préximo a
carioteca em nucleos dos CB do GD podem ser interpretados como nucléolos,
significando novamente sintese aumentada (DE ROBERTIS & DE ROBERTIS, 1985) ou
sinal de sofrimento e morte celular (BARRON et al., 1986). Outro sinal de morte celular
observado nos CB de ratos do GD foi a presenca de nuicleos picnéticos.

Os animais do GD apresentaram citoplasma menos denso em torno

dos nucleos, talvez resultado de edema citoplasmético. Além disso, exibiram células



responsaveis pela digestado de restos necroticos (corpos densos e 1isossomos) e "cistos
glicogénicos'.

No GT foram observados nucleos heterogéneos, ora com a
cromatina condensada centralmente, ora descondensada. No restante, a CNE foi
semel hante ao GC.

Na camada plexiforme externa (CPE), foi verificado que os axonios

de CB fazem sinapse com prolongamentos citoplasméticos de células bipolares,
horizontais e de Mdller.

Nos animais do GC em M4 e Mg foram observados vacuolos
digestivos e corpos residuais, provavelmente fazendo parte do processo de involugéo
senil. Porém, os animais do GD apresentaram essas alteracdes mais precocemente.

No GD observou-se acimulo de glicogénio (também observado por
BABEL, 1982), lisossomos e corpos densos em axbnios e prolongamentos
citoplasmaticos, principamente nos localizados na regido perivascular, 0 que pode
indicar ser essaregido a mais acometida pel os transtornos metabdlicos.

A dminuicdo do nimero de vesiculas sinapticas e mesmo a total
substituicdo da sindpse por detritos celulares mostra que a transmissao sinaptica é
prejudicada no GD.

Os ratos do GT apresentaram CPE com algumas das alteragctes
observadas no GD, porém em menor intensidade.

Na camada nuclear interna (CNI) foram encontrados nucleos de

neurdnios de associacdo - as células horizontais proximas a CPE, e as células amécrinas
préximas a CPl. Os nlcleos do segundo neurdnio da via Optica, ou sgja, das células
bipolares, situam-se mais internamente, ao lado dos nicleos de células de Mliller. As

células de Mller fazem parte da gliaretiniana.



Por entre os nilcleos foram encontrados os prolongamentos
citoplasmaticos de células horizontais, bipolares, amécrinas e de Mller, assim como os
ax6nios das células bipolares.

Nos animais do GC em M4 e Mg foram observados aguns corpos
densos, lisossomos e debris celulares no citoplasma de todos os tipos celulares.

Examinando as células da CNI dos ratos do GD, constatou-se
descondensacdo da cromatina e 0s mesmos agregados cromaticos excéntricos
observados nos nucleos dos CB. No citoplasma, novamente o aumento dos corpos
residuais e glicogénio livre. Portanto, também na CNI observaram-se sinais de
sofrimento, morte e tentativa de regeneracdo celular por meio do aumento de sintese.

Nos animais do GD, dentre todas as células retinianas, foram as
células de Miller as que mais ateracdes apresentaram. Além das alteragdes nucleares
semelhantes as das demais células retinianas, observou-se, no citoplasma, grande
quantidade de lisossomos e corpos residuais ocupando-o, as vezes, por completo. As
células de Miller ddo suporte estrutural para as células condutoras e nutricdo para as
células neurais (PENFIELD, 1932; HOGAN & FEENEY, 1963b). Sdo consideradas fonte
priméaria de glicogénio para os neurénios retinianos (KUWABARA & COGAN, 1960)
podendo sintetizar, estocar e fornecer glicose para as células nervosas (HORI et al.,
1980). O exame de todas as camadas retinianas dos animais do GD mostrou acimulo de
glicogénio, o que pode decorrer da excessiva oxidacdo de acidos gordurosos
(BEAUMONT et al., 1971). E fé&cil entender-se que a céula que estoca e fornece o
glicogénio deva estar aterada frente as evidentes perturbacGes do metabolismo no
diabetes.

Os nlcleos celulares, no GD, apresentaram cromatina
descondensada, como jafoi aqui referido, o que é um sinal de que a sintese protéica esta

aumentada. As células de Muller atuam também na sintese protéica, sendo nelas



encontrado REL com grau de desenvolvimento ndo visto em qualquer outro tecido ocular,
exceto 0 EP (HOGAN et al., 1971).

As células de Miller estdo dispostas de modo a envolver a maior
parte da parede capilar em todas as camadas retinianas (HOGAN & FEENEY, 1963b).
Pelas observacOes feitas neste trabalho, a regido perivascular pode ser apontada como
portadora do maior nimero de alteractes, ficando, entéo, as referidas células como alvo
facil dos transtornos metabolicos. Segundo MUKAI (1971), as células de Mliller se
alteram secundariamente as alteracfes vascul ares.

Outro aspecto a se considerar com relacdo as células de Mller, é 0
papel gue elas desempenham no sistema de fagocitose da retina interna, possuindo a
capacidade de digerir e eliminar corpos residuais e substancias toxicas (HORI et al.,
1980). Nos animais diabéticos ha sinais de necrose celular e ha necessidade de remocéo
e digestéo dos restos celulares, o que explica o grande nimero de lisossomos e corpos
residuais nelas encontrados. Segundo HORI et al. (1980), as células de Miiller produzem
mais enzimas lisossdbmicas sob condigbes diabéticas. O aumento da atividade
lisossdmica esta diretamente relacionado com a hiperglicemia (McMILLAN, 1975),
visando a remocgdo dos restos necréticos e a quebra do glicogénio que se acumula em
excesso has célulasde Mller (HORI et al., 1980).

A necrose das células de Miller leva a prejuizo na nutricdo dos
neurdnios e a perda de sua funcéo de "esqueleto retiniano” (FINE & ZIMMERMANN,
1962; HOGAN & FEENEY, 1963b). A perda da célula de Mller que envolve o capilar,
associada a0 aumento da pressdo arterial, podera levar a0 desenvolvimento dos
microaneurismas (HORI & MUKAI, 1980).

Os animais do GT apresentaram, na CNI, as mesmas caracteristicas
que os do GC, porém com quantidade maior de corpos residuais e lisossomos.

A camada plexiforme interna possui axdnios de células bipolares

que ai far8o sindpse com prolongamentos citoplasméticos de células ganglionares.



Possui ainda, prolongamentos citoplasméticos de células amécrinas e de células da glia
retiniana. Nos animais do GD as alteracdes foram semelhantes as observadas na CPE,
sendo fécil diferenciar-se um animal do GC de um do GD por este Ultimo apresentar
vérias organelas eletrondensas, como lisossomos, corpos residuais e glicogénio no
citoplasma celular. A rarefacdo citoplasmatica mostra que no GD ocorre edema
citoplasmatico e desaparecimento de organelas, levando a suposicéo de ateracdes no
desempenho das sindpses. Alguns prolongamentos citoplasmaticos, principal mente
perivasculares, perderam totalmente suas organelas normais, que foram substituidas por
corpos arredondados de diversos padroes de eletrondensidade, os quais poderiam ser
interpretados como detritos em vérios estagios de degradacéo.

Os espacos eletrontransparentes eistentes entre prolongamentos
citoplasméticos em Mg podem ser interpretados como colegdes de exsudatos, uma vez
que se apresentaram, preferencialmente, préximo aos vasos.

Portanto, na CPl do GD observaram-se 0s mesmos tipos de
ateracbes encontradas nas demais camadas retinianas, acrescendo-se a presenca dos
espacos el etrontransparentes no meio extracelular. Também na CPI, os animais do GT
apresentaram menos alteractes que os do GD.

Na camada ganglionar (CG) foram encontradas células ganglionares,

microgliais e da glia perivascular, assim como prolongamentos citoplasméticos de
células de Mdller.

As ateracOes ultraestruturais observadas nessa camada em animais
do GD foram semehantes as das demais camadas, acrescentando-se a rarefacdo
citoplasmética em células ganglionares na sua face voltada para a MLI. Também foram
observados 0s espacos eletrontransparentes no meio extracelular. Os animais do GT
novamente apresentaram alteragdes menos intensas que os do GD.

Na camada de fibras nervosas (CFN) de animais do GD observaram-

Se 0S mesmos aspectos descritos nas demais camadas, inclusive a maior



eletrondensidade dada pelo acimulo de determinadas organelas. Os espacos
intercelulares também foram nela observados e, mais uma vez, os animais do GT
apresentaram menos alteragdes que os do GD.

A membrana limitante interna (ML1) n&o diferiu nos diversos grupos

em todos os momentos experimentais, embora existam relatos de espessamentos
nodulares na MLI de ratos diabéticos relacionados ao espessamento da membrana
plasmética de células de Miller (FISCHER & GARTNER, 1982). NAGATA & ROBSON
(1987)e ROBSON et al. (1989) encontraram aumento da espessura da ML I induzido por
galactose e prevenido por inibidores da aldose reductase.

Finalizando os comentérios, € importante ressaltar-se que, em todas
as camadas retinanas, 0 exame morfol égico mostrou que no rato diabético ha aceleracéo
do processo de necrose celular e de involugcdo senil, assim como ativagdo dos
mecanismos de remocao de detritos celulares. As alteragdes mais evidentes encontram-
se nas células de Mliller e na regido perivascular, mostrando relacdo com o tempo de
evolucdo da doenca. O tratamento ingtituido (GT) foi capaz de diminuir aintensidade das

|esdes diabéticas.

4.2.2 VASCULATURA RETINICA

Os vasos retinianos de ratos, conforme observado, possuem
caracteristicas estruturais e ultraestruturais similares aos vasos retinianos humanos e de
outros mamiferos (HOGAN & FEENEY, 1963a).

A irrigacdo das camadas mais internas daretina € feita por ramos da
artéria central daretina que possui ramificagdes a partir do nervo Optico. As arteriolas do
rato sdo encontradas apenas proximo ao nervo oéptico, possuindo escasso envoltério de

fibras musculares lisas, melhor evidenciado a microscopia Optica pela coloracdo de



orceina. Os vasos retinianos de ratos formam dois plexos (superficial e profundo) que se
comunicam por ricarede anastomética.

O exame ultraestrutural mostrou gque todos os capilares séo do tipo
continuo, com células endoteliais unidas através de jungdes intimas, configurando os
capilares retinianos como parte da barreira hemato-ocular (HOGAN & FEENEY/, 19633;
DUKE-ELDER, 1967).

As projecdes em direcdo a luz, no local de unido de células
endoteliais, e também as ndo associadas a unifes, foram observadas anteriormente por
HOGAN & FEENEY (1963a).

N&o foram encontradas alteracbes morfoldgicas nas unides entre
células endoteliais nos ratos diabéticos, embora WALLOW & ENGERMAN (1977)
tenham relatado haver alargamento das unifes intercelulares no diabetes. TRAP-JENSEN
(1970) sugere que o edema endotelial distorce as jungdes intimas, ocorrendo aumento de
permeabilidade vascular, porém BABEL (1982) e GRIMES (1985) ndo observaram
alteracGes morfol bgicas nas unides intercelulares.

SOSULA et d. (1972b) e DANIS & YANG (1993) encontraram
maior nimero de unides em capilares de ratos diabéticos, 0 que, segundo eles, seriaum
sina sugestivo de proliferacdo de células endoteliais. PAPACHRISTODOULOU &
HEATH (1977), ao contrario, ndo observaram alteracdo quanto ao nimero de unides
intercelulares em ratos diabéticos. A proliferacdo de células endoteliais pode ser
visualizada com maior facilidade usando-se técnicas diferentes das utilizadas neste
estudo, como, por exemplo, a digestdo tripsinica que pode demonstrar diversas
alteracdes relacionadas ao diabetes, tais como proliferacdo endotelial, perda pericitica,
acelularidade de capilares, microaneurismas, tortuosidades e irregularidades do calibre
vascular. (TOUSSAINT & DUSTIN,1963; KUWABARA & COGAN, 1965;
PAPACHRISTODOULOU et d., 1976; PAPACHRISTODOULOU & HEAT, 1977,
CARDOZO-CABRAL, 1978).



Os nucleos de células endoteliai s apresentaram novamente dispersao
da cromatina, como ja citado, sinal de sintese aumentada. No citoplasma, as células
endoteliais diabéticas apresentaram alteractes semel hantes as que ocorreram nas demais
células retinicas, ou seja, edema mitocondrial, gotas lipidicas e aumento de glicogénio
livre, corpos densos, lisossomos e vacuolos contendo restos necréticos em absorcéo,
formando as imagens de "figuras de Midina', conforme também observado por
WATANABE (1973). As gotas lipidicas foram anteriormente relatadas no endotélio
diabético do ser humano por TOUSSAINT & DUSTIN (1963), sendo comum encontrélas
na retinopatia diabética (VRACKO, 1974).

Outros autores observaram, em olhos humanos de portadores de
diabetes de longa evolugdo, graus intensos de sofrimento nuclear, como cariorrexis,
caridlise, lipofucsina perinuclear, diminuicdo do nimero de nucleos (KUWABARA &
COGAN, 1965), até o total desaparecimento das células endoteliais (TOUSSAINT &
DUSTIN, 1963).

As vesiculas pinocitéticas intracitoplasmaticas apresentaram
algumas caracteristicas interessantes. Foram mais humerosas ha regido proxima a MB,
sendo que algumas vezes foram obtidas imagens mostrando continuidade das vesiculas
com a membrana plasmética endotelial ou pericitica. Os vasos maiores e 0s animais
diabéticos apresentaram maior nimero de vesiculas pinocitoticas.

Estariam €elas relacionadas com o transporte trans-citoplasmatico? O
seu acumulo maior perto da MB sugere que esse transporte sgja mais intenso do tecido
para a luz vascular? Os animais diabéticos possuindo-as em maior nimero, teriam-nas
como responsaveis pela remocao de detritos do tecido retinico agredido? RAVIOLA &
BUTLER (1983, 1985) usando injecdo de peroxidase intravitrea em coelhos e macacos,
demonstraram sua passagem por meio de vesiculas do endotélio até o Iimen. Os autores
sugerem gue esse caminho possa servir para a remocao de moléculas potencialmente

toxicas do intersticio daretina.



GORDON & ESSNER (1985) injetaram  peroxidase,
microperoxidase e lactoperoxidase no vitreo de ratos e observaram a presenca das
proteinas dentro de corpos multivesiculares, sugerindo que elas foram endocitadas e
seriam digeridas por lisossomos. Nesse mesmo estudo e em estudo subsequente
(ESSNER et al., 1986), os autores ndo encontraram tracadores na luz vascular e
concluiram que as vesiculas sdo invaginacdes da membrana plasmatica, ndo estando
envolvidas em transcitose ou endocitose de proteinas.

LIN & ESSNER (1986) injetaram |lactoperoxidase e peroxidase por
via endovenosa em ratos normais e observaram que estes tracadores protéicos sdo
encontrados no lumen de capilares retinianos e também em vesiculas citoplasméticas
concentradas junto ao limen e em menor quantidade em diregdo a regido subluminal,
nunca dentro da MB ou no espago perivascular.

CALDWELL & SLAPNICK (1992) observaram, usando técnica de
criofratura, a presenca de vesiculas na face interna das células endoteliais e externa dos
pericitos e sugeriram ser este um sinal de ateragdo no turnover da matriz extracelular.

Portanto, o papel dessas vesiculas ainda permanece nado
estabelecido. O fato delas ocorrerem em maior concentracdo junto a MB nos leva a
apreciar aidéiade RAVIOLA & BUTLER (1983, 1985) que sugerem ser esse um indicio
de que o transporte transvesicular sgja mais intenso do meio extravascular para o
intravascular.

O encontro de maior nimero de vesiculas em capilares de ratos
diabéticos vem novamente favorecer aidéiade RAVIOLA & BUTLER (1983, 1985) que
as consideram responsaveis pelaremocao de substancias toxicas do intersticio.

Os pericitos revestem as células endoteliais total ou parcialmente.
Segundo ASHTON & OLIVEIRA (1966), o termo pericito foi introduzido por
ZIMMERMANN, que descreveu células pericapilares que se coravam pela prata,
presentes em vérios tecidos de diferentes animais. Para KUWABARA & COGAN (1963)



e COGAN & KUWABARA (1967), o termo mais correto seria célula mural, umavez que
essas células fazem parte da parede vascular e ndo se posicionam apenas, ao redor dos
vasos. No entanto, ASHTON & OLIVEIRA (1966) e OLIVEIRA (1966), estudando
capilares de vérias localizagbes do olho e de outras partes do corpo, sugerem a
manutencdo do termo pericito, jA que ndo observaram diferencas morfolgicas entre
eles.

A funcdo dos pericitos €, ainda, discutivel. Ha quem lhes atribua
funcdo de suporte da parede vascular, regulando o calibre do vaso (FISHER, 1980).

GORDON & ESSNER (1986) descreveram microfilamentos
ancorados entre células endoteliais e periciticas, provavelmente conferindo-lhes fungdo
contratil.

Segundo  KUWABARA & COGAN (1963) e COGAN &
KUWABARA (1967), os pericitos estdo envolvidos no controle do fluxo sanguineo e sdo
lesados sel etivamente na retinopatia diabética. Todavia, OLIVEIRA (1966) e COGAN &
KUWABARA (1967) relataram a perda de pericitos em outras patologias sugerindo que
as dteraches diabéticas dependem mais de ateracbes hemodindmicas que da perda
pericitica.

Os pericitos sdo ricos em organelas citoplasmaticas, indicando que
possuem funcdo metabdlica importante. Neste estudo, os animais diabéticos
apresentaram alteracdes mais acentuadas em pericitos do que em células endoteliais. Os
nucleos periciticos apresentaram aumento no tamanho, com dispersdo da cromatina e 0s
mesmos agregados observados nos nlcleos das demais camadas retinianas. No
citoplasma, foram novamente observados o edema mitocondrial e os acumulos de
glicogénio, corpos residuais, lisossomos, além de vactolos. TOUSSAINT & DUSTIN
(1963) observaram, em pericitos de olhos humanos diabéticos, lesdes mitocondriais do
aparelho de Golgi e aumento dos restos celulares. Em pericitos de ratos diabéticos ha

relatos de edema mitocondrial, granulos intramitocondriais, acimulo de glicogénio livre



e gnas de necrose celular (SOSULA et d. 1972b; WATANABE, 1973,
LEUENBERGER et a., 1974; ROBISON et al., 1990).

Quanto ao aumento de vesiculas intracitoplasméticas, sdo vaidas as
observacdes aqui apresentadas para as de células endoteliais.

Observou-se que as ateracBes periciticas foram evolutivas,
tornando-se mais intensas que as alteracdes endoteliais e nos animais portadores de
diabetes h4 mais tempo. Também LEUENBERGER et a. (1974) encontraram mais
ateragOes periciticas que endoteliais. Animais em M4 e Mg apresentaram alguns
pericitos com degeneracdo total do nucleo e citoplasma, ficando sem evidéncias de
organelas, o que ROBISON et a. (1990) chamaram de "pericito fantasma'. A perda
pericitica ja foi observada por outros (TOUSSAINT & DUSTIN, 1963; BABEL &
LEUENBERGER, 1974; PAPACHRISTODOULOU et d., 1976; RODRIGUES et 4.,
1983; NAESER & ANDERSON, 1983).

Nos animais utilizados para este trabalho ndo se notou a presenca de
microaneurismas. H& controvérsias quanto ao desenvolvimento de microaneurismas na
retina do rato diabético. LEVENE et a. (1963) comentam que os ratos diabéticos por
pancreatectomia ha 27 meses ndo apresentaram microaneurismas. FISHER (1980)
também n&o os observou em ratos diabéticos por streptozotocina e RODRIGUES et al.
(1983), em ratos diabéticos por virus. HEATH & RUTTER (1966) observaram
microaneurismas em ratos diabéticos por Aloxana, apenas ap0s administracdo de
iminopropionitril. A injecdo desta substéncia, em ratos diabéticos por Aloxana ou por
Estreptozotocina, promove aparecimento de zonas acelulares sem funcéo,
microaneurismas fusiformes e depodsitos PAS positivos em capilares (DUHAULT et dl.,
1974). CAMERON et a. (1971) e BABEL (1982) observaram microaneurismas
fusiformes e saculares em ratos diabéticos por estreptozotocina.

ENGERMAN et a. (1982) chamam a atencéo para o fato de que os

microaneurismas de ratos, coelhos e camundongos ndo possuem morfologia comparavel



aos do ser humano e que ndo sdo facilmente reproduziveis. Segundo BABEL &
LEUENBERGER (1974), LEUENBERGER et al. (1974) e BELL & HYE (1983), ha
desenvolvimento de microaneurismas fusiformes em ratos diabéticos ha mais de 6
meses. BABEL (1982) observou microaneurismas fusiformes e escassos saculiformes.

O presente estudo envolveu animais com até 12 e 1/2 meses (M 5)
de diabetes e ndo foram encontrados microaneurismas. HORI & MUKAY (1980)
também ndo os encontraram em ratos diabéticos de 12 meses, sugerindo que o curto
tempo de acompanhamento dos animais pode ser o responsavel pela ndo observacdo dos
mi croaneurismas.

O aparecimento precoce de microaneurismas, assim como a
intensificac8o das lesdes diabéticas, € favorecido por dietas especiais, ricas em sucrose
(PAPACHRISTODOULOU et d., 1976) ou em galactose (NAGATA et d., 1987,
ROBISON et al., 1989). Em ratos normais COHEN et al. (1972) induziram retinopatia
semel hante a diabética, inclusive com presenca de microaneurisma, usando apenas dietas
ricas em sucrose durante 12 a 21 meses.

Segundo YANOFF (1969), os microaneurismas formam-se em
locais onde a parede vascular € mais fina. Alguns relacionam o seu aparecimento a
degeneracdo pericitica (COGAN et al., 1961; BLOODWORTH & MOLITOR, 1965;
VRACKO, 1974). Outros a degeneracdo de células de Miiller adjacentes aos vasos
(HORI & MUKAY, 1980).

Qual seria 0 motivo de o rato diabético ndo apresentar
microaneurismas? HOGAN & FEENEY (1963a) observaram que na unido entre a
membrana basal endotelia e pericitica, do homem e do macaco, h& espacos. No rato,
porém, 0s \asos estdo apostos as células vizinhas, sem espacos perivasculares 0s quais
seriam importantes para a formagdo dos microaneurismas (HOGAN & FEENEY, 19633;

FISCHER & GARTNER, 1983).



Além dos fatores apontados, deve-se realcar que o encontro dos
microaneurismas poderia ser feito com maior facilidade usando-se as técnicas de
digestdo tripsinica da retina, como feito por muitos dos pesquisadores que o0s
descreveram (BABEL &  LEUENBERGER, 1974; ASHTON, 1974
PAPACHRISTODOULOU et d., 1976).

Os animais do GT apresentaram algumas ateracbes em células
endoteliais e periciticas, semelhantes as observadas em ratos do GD, porém com
intensidade inferior.

Portanto, com relacdo as ateracdes em células endoteliais e
periciticas observadas pode-se dizer que: os ratos do GC em Mg e Mg apresentaram
acumulos de glicogénio, corpos densos, vaclolos e vesiculas intracitoplasmaticas, 0s
animais do GD apresentaram esses acimulos mais intensa e precocemente; as alteragdes
dos pericitos foram mais acentuadas que as das células endoteliais, ndo se observou a
presenca de microaneurismas em ratos diabéticos; mesmo animais do GT apresentaram
algumas das alteracfes encontradas em células endoteliais e periciticas do GD, porém
em menor intensidade.

No levantamento da literatura observou-se que 0 numero de
publicacbes a respeito de alteracbes da membrana basal (MB) € indiscutivelmente maior
que sobre qualquer outro aspecto da retinopatia diabética.

A MB vascular do rato possui a mesma estrutura que a do ser
humano, exceto pela auséncia de espacos perivasculares (HOGAN & FEENEY, 1963a),
conforme referido anteriormente.

Em alguns animais do GC, geralmente nos mais velhos, observou-se
a presenca de acumulos osmiofilicos dentro ou fora da MB, e um deles apresentou
espacos claros, como se houvesse vacuolizacdo da MB. Na MB de animais idosos pode-
se observar vacuolizagd e aumento da espessura (HOGAN & FEENEY, 1963a,
KUWABARA & COGAN, 1965; LEUENBERGER, 1973; NAGATA et al., 1986).



No GD a MB apresentou varios tipos de ateracéo. O primeiro a
notar ateracbes na MB da retina diabética foi FRIEDENWALD (1950). Sabe-se que ndo
SO a retina, mas também o rim, a pele, o0 misculo e a placenta podem apresentar
alteracdes da MB decorrentes do diabetes (BLOODWORTH et a., 1969; SIPERSTEIN,
1972; KILO et a., 1972).

A MB dos ratos do GD apresentou aumento de espessura nao
homogéneo como também observado por outros (WILLIAMSON & KILO, 1969;
LEUENBERGER et d., 1974; BABEL, 1982; FISCHER & GARTNER, 1982; 1983;
BLAIR et a., 1984; VINORES et a., 1988; DANIS & YANG, 1993). O aumento foi mais
acentuado sobre os pericitos ou nos locais de unido entre MBE e MBI. O espessamento
da MB na retinopatia diabética do ser humano e de animais ja foi repetidamente
demonstrado (KISSEN & BLOODWORTH, 1961; TOUSSAINT & DUSTIN, 1963;
BLOODWORTH & MOLITOR, 1965; BLOODWORTH et al., 1969; ASHTON, 1974;
ROBISON et al., 1983; DAS et al., 1990).

Os acumul os osmiofilicos observados no GC a partir do M3, no GD
ocorreram ja em M1, sendo mais freqlientes e mais grosseiros no GD, provavelmente
mostrando a tendéncia de antecipacéo das alteracdes senis nos diabéticos.

Do que resultariam esses acimulos osmiofilicos? TOUSSAINT &
DUSTIN (1963) apontam o acumulo de debris na MB como resultante da destruicdo de
células murais e infiltracéo de lipides e ferritina. PAPACHRISTODOULOU & HEATH
(1977) observaram perda da homogeneidade da MB, contendo material osmiofilico,
debris celulares e estriagtes fibrilares semelhantes ao coldgeno. Acumulos lipidicos e de
colageno também foram sugeridos por outros (KUWABARA & COGAN, 1965;
BLOODWORTH & MOLITOR, 1965; MUKAI, 1971; ASHTON, 1974; BABEL &
LEUENBERGER, 1974; DASet a., 1990).

Os espacos e etrontransparentes, também observados por BABEL

(1982), ou vacuolizagbes da MB, foram mais freglientes e precoces nos animaisdo GD e



sdo semelhantes as vesiculagBes em "queijo suico”, observadas por BLOODWORTH &
MOLITOR (1965) na MB da retina diabética humana e de caes.

As projecbes da MB em direcdo a células vizinhas,observadas
poucas vezes nos animais do GC e mais freguentes nos do GD, foram também
verificadas, por outros, naretina diabética do ser humano e de animais (BLOODWORTH
& MOLITOR,1965BABEL & LEUENBERGER, 1974; PAPACHRISTODOULOU &
HEATH, 1977; BABEL, 1982; FISCHER & GARTNER, 1983; ROBISON et a., 1986). A
persisténcia da MB, gquando todos os componentes da parede vascular degeneraram
sugere que a MB é mais resistente a degeneracdo (ROBISON, et a. (1990),, ou que asua
degradacéo esteja diminuida.

Portanto, aMB dos ratos do GD mostrou-se espessada de forma néo
homogénea, com acumulos osmiofilicos, debris celulares, vacuolizaco e projecbes da
MB em direcdo a células vizinhas mais freglentes que no GC. Os animais do GT
apresentaram alteracGes na M B, porém muito mais discretas, mostrando gue o tratamento
foi dtil.

Outros comentarios sobre aMB serdo feitos quando aela se fizerem
referéncias no exame morfométrico.

As ateracOes das células perivasculares, como edema e acimulo de
corpos residuais, lisossomos e glicogénio, observadas em ratos diabéticos, foram muito
evidentes e ocorreram em todas as camadas retinianas e principalmente em animais
submetidos a descontrole metabdlico por maior tempo. Os prolongamentos
citoplasmaticos das células de Mller rodeiam grande nimero de vasos, e as importantes
alteracfes da microcirculacdo diabética, como necrose e degeneracdo de pericitos e
células endoteliais, podem ser responsaveis pela ativacdo do sistema de fagocitose das
células de Miller. Essas células podem ainda infiltrar-se nos capilares necroticos,
substituindo-os (BLOODWORTH & MOLITOR, 1965; TANIGUCHI & NOMURA,
1968).



As células sanguineas e as granulociticas, nos animais estudados,
estiveram sempre restritas a0 meio intravascular. Sabe-se que no ser humano as
hemorragi as e 0s exsudatos estéo ligados a génese das alteractes diabéticas, porém neste
estudo ndo foram observadas hemacias no meio extravascular ou em diapedese. As
hemacias poderiam ter sido englobadas pelas células gliais e estar em digestédo dentro
dos corpos residuais. Entretanto, ndo foram encontrados tracos de hemacias em absorcéo
no tecido vizinho, nem na MB vascular, como relatado anteriormente por outros
(TOUSSAINT & DUSTIN, 1963; BABEL, 1982).

Também ndo foram encontrados, neste experimento, monucleares
no espago perivascular, embora BLOODWORTH & MOLITOR (1965) os tenham
observado em homens e cées portadores de RD.

Em animais do GD, em Mg e Mg, observaram-se oclustes
vasculares as custas de debris celulares. ROBISON et a (1989) também as observaram.
As oclusfes vasculares sGo muito importantes na génese da retinopatia diabética e delas
decorre a hipodxia tecidual, seguida por alteracfes isquémicas e necréticas (VRACKO,
1974; JERNELD, 1988).

KUWABARA & COGAN (1965) e ROBISON et a. (1990)
observaram que capilares acelulares acabam sendo preenchidos por células gliais
adjacentes.

Trombos eritrocitarios ou plaguetérios ndo foram observados no
presente estudo. BLAIR et a. (1984) também ndo os encontraram, apesar de haver
relatos de sua existéncia (MacMILLAN, 1975; BELL et d., 1980; ISHIBASHI et al.,
1981; 1985).

FRIEDENWALD (1950) acreditava que o uso da insulina e a
normalizacdo da glicemia ndo alteravam a evolugdo da retinopatia. Para tratamento do
estado hiperglicémico grave provocado pela Aloxana, utilizou-se hipoglicemiante oral

associado a insulina. Porém, o controle glicémico dos animais, neste estudo, ndo foi



perfeito, o que pode ter resultado nas lesdes observadas no GT. Entretanto, o tratamento
influiu positivamente sobre 0 tecido retiniano, uma vez que as alteragbes do GT foram

muito mais discretas que as do GD.

4.2.3. ANALISE MORFOMETRICA DOSVASOSRETINIANOS

Para o exame morfométrico, optou-se pelo estudo dos vasos da
camada ganglionar (CG) como representativos do plexo superficial, e o dos vasos da
camada plexiforme externa (CPE) como representativos do plexo profundo. A escolha
baseou-se no fato de tais camadas abrigarem um maior nimero de vasos, conforme
também j& observado por SOSULA et al. (1972a). Escolheram-se vasos com trés ou
menos células endoteliais para trabal har -se apenas com capilares, segundo a definicéo de
HOGAN & FEENEY (1963a), e também porque o calibre vascular e as estruturas do vaso
sdo proporcionais (VRACKO & STRANDNESS, 1967; WILLIAMSON et al., 1969).

Os vasos dos dois plexos foram analisados separadamente com base
em informacdes da literatura, segundo as quais, os plexos respondem diferentemente as
ateragdes metabdlicas diabéticas (BALLANTYNE & LOWENSTEIN, 1943; YANOFF,
1969).

O estudo desses vasos foi feito com aparelho computadorizado
(Mini-Mop), avaliando-se a area das células endoteliais, dos pericitos, da membrana basal
e do lumen vascular.

Quanto a &rea das células endoteliais foi possivel observar-se que
nos vasos da CG s houve diferenca estatisticamente significativano GT em M2, quando
o valor médio da area foi menor no GT que no GD. Esse fato poderia ser decorrente da
coincidéncia de medidas feitas em vasos compostos por menor nimero de células

endoteliaisno GT.



Ja nos vasos da CPE, apesar de ndo ter sido encontrada diferenca
estatistica entre os grupos, os valores obtidos para a &rea das células endoteliais do GD
foram sempre superiores aos do GC. Segundo ASHTON (1963), a hipéxia leva ao
aumento edematoso da célula endotelial. O aumento da area das células endoteliais dos
vasos retinianos foi observado por SOSULA et a. (1972b) em ratos com um més de
diabetes e interpretado como uma reacdo inespecifica da célula endotelial as alteractes
metabdlicas, decorrentes de proliferacdo endotelial, ou indicativo de edema devido ao
acumulo do polyol. Como proposto na hipo6tese do sorbitol, o polyol difunde-se mal
através das membranas celulares, e 0 seu acumulo intracelular leva a0 aumento da
osmolaridade e aedemacelular (BEAUMONT et a., 1971).

Em relacéo a andlise dos momentos, tanto os vasos da CG, como 0s
da CPE, ndo mostraram diferencas entre as médias dos valores de area de células
endoteliais em nenhum dos momentos.

Quanto aos val ores médios da &rea dos pericitos dos vasos da CG, na
comparacdo entre 0s grupos e também entre 0s momentos, observou-se que o valor
obtido para o GT em My foi menor, sendo responsavel pela diferenca estatisticamente
significativa encontrada. Pode-se acreditar que esse fato ndo reflete alteracéo bioldgica
significativa, uma vez que seria de se esperar maior perda pericitica em animais sem
tratamento. Na comparac&o entre momentos, como explicar que no GT os valores médios
da area pericitica foram menores que nos demais momentos? O aumento da area
pericitica ap6s o My, talvez pudesse decorrer de regeneracdo pericitica, o que, pelas
observagdes qualitativas, parece ndo ocorrer. Voltando a andise da area das células
endoteliais, notase que foi justamente nesse grupo e nesse momento que se obteve
diferenca significativa por menor valor médio de area, reforcando aidéia de que os vasos
medidos, nesse grupo e nesse momento, possam ser menores que os demais.

A média da &rea dos pericitos dos vasos da CPE ndo mostrou

diferenca entre grupos ou entre momentos. Avaliando a area pericitica por meio de



planimetria, SOSULA et a. (1972b) ndo observaram diferenca entre ratos normais e
diabéticos ha 1 més, e TILTON et al. (1986) em ratos diabéticos ha 9 meses. Estes
altimos sugerem, ainda, que o rato ndo apresenta perda seletiva de pericitos. Porém,
NAGATA et a. (1986) comentam existir perda seletiva de pericitos na RD. Segundo
LEUENBERGER & BABEL (1978), ha, inicialmente, aumento da &rea pericitica por
edema, seguida de diminuicéo por alteracdes degenerativas. FISHER (1980) acredita que,
sendo o papel dos pericitos impedir a dilatagdo vascular, no estado diabético eles devem
sofrer um aumento, natentativa de exercer forca contratil maior.

As alteragcbes qualitativas encontradas em pericitos de ratos
diabéticos ndo correspondem as ateracbes quantitativas apontadas pelo exame
morfométrico. Isto, provavelmente, decorreu do fato de as medidas morfométricas terem
sido feitas indistintamente sobre pericitos viaveis e degenerados, uma vez que, mesmo
ap0s a degeneracao pericitica,0 seu compartimento permanece (ROBISON et al., 1990).
Se apenas os pericitos "funcionantes’ fossem contados, provavelmente, os resultados
seriam outros.

Como referido anteriormente, aMB € 0 alvo maior de estudos sobre
o diabetes, e as ateracbes mais significativas encontradas na avaliacdo morfométrica
estiveram a elarelacionadas.

Segundo WILLIAMSON & KILO (1977), o mehor indice para
monitorizar os efeitos deletérios no sistema vascular é fazendo-se avaiacéo de MB.

Existem vérios métodos de medida da MB. SIPERSTEIN et a.
(1968) relataram 0 aumento da MB utilizando o méodo manual de medida, com a
interposicao de um diagrama contendo 20 linhas radiais, distando 18 graus uma da outra,
desenhado sobre uma tela plastica transparente col ocada sobre as micrografias. Segundo
WILLIAMSON et a. (1969), a chance de erro aumenta com o método de SIPERSTEIN et
al. (1968). KILO et a. (1972) e SIPERSTEIN et a. (1973) sugeriram o "método de

medida minimao", pelo qual se deve medir em dois pontos, justamente no local ondeaMB



€ mais estreita, visando a eliminar o erro induzido pelos cortes tangenciais e elipticos.
SIPERSTEIN et al. (1973) estimaram o erro induzido por medidas feitas segundo seu
método em aproximadamente 10%, e pelo método de WILLIAMSON et al. (1969), em
cerca de 20 a 40%. ROSSI & HELDSTAB (1981) estudaram morfometricamente vasos
de ratos diabéticos usando planimetro computadorizado e empregando expressoes
mateméticas para chegar ao valor de espessura da MB. ROBISON et al. (1983), também
usando aparelho computadorizado equipado com cursor tipo caneta, quantificaram a &rea
da MB de vasos de ratos diabéticos de forma simplificada, sendo aquela resultante da
medida total da &rea vascular menos as &reas do pericito, do endotélio e do |imen
vascular. Esses autores colocam como critérios para escol ha adequada dos vasos a serem
analisados, apenas medir vasos cortados transversalmente a 90 graus e com limites
perfeitamente distintos.

Apesar de o aparelho utilizado neste experimento (Mini-Mop) ser
diferente daquele que ROBISON et al. (1983) utilizaram, foram seguidas suas diretrizes.
A areatotal do vaso foi medida, excluindo-se em seguida todas as estruturas localizadas
internamente & membrana plasmatica de células endoteliais e/ou periciticas. Este €
provavelmente o melhor método, porque evita que o investigador tenha tendéncia a
escolher um local erréneo para sua avaliacdo, aém do qué, o espessamento daMB nédo é
homogéneo, como jarelatado.

Além do método de medida, outros fatores so essenciais para uma
correta avaliagdo; ou: a escolha de grupos homogéneos, a correcdo dos erros
metodol 6gicos, a comparacdo de vasos de mesmo calibre, localizados em regifes
semelhantes, a obtencdo de micrografias com mesmo tamanho e boa resolucdo da
imagem, arealizacdo das medidas sempre pelo mesmo experimentador.

O fator "idade" é bastante importante na montagem do grupo
experimental quando se trata do rato, que possui vida curta e rapida instalacdo dos

fendmenos de involucgdo senil (GLATT & HENKIND, 1979; BELL & HYE, 1983).



Os animais utilizados no presente trabalho ndo apresentaram
diferenca significativa entre os grupos, no tocante a &rea média da MB de vasos
localizados na CG. Observou-se, porém, uma nitida tendéncia de o GD ter valores
médios de areamais elevados que 0 GC e o GT. Os vasos da CPE de ratos do GD também
apresentaram valores de média de area daMB maiores que os do GC edo GT, com niveis
estatisticamente significativos em M4 e Mg. Portanto, vasos da CG e da CPE
apresentaram aumento da MB, porém os vasos da CPE tiveram maior ateracdo. Os ratos
diabéticos de CAMERON et al. (1971) apresentaram aumento do MB com o aumento da
idade e ndo relacionado a severidade do diabetes.

Por que os vasos da CPE responderiam com aumento maior de
espessura da MB que os da CG? Segundo YANOFF (1969), os vasos da CPE s&o mais
"incompetentes’, levando a maior nimero de ateracdes nesta regido. SOSULA et
al.(1972b) encontraram diminuicéo de espessura da MB em vasos da camada de fibras
nervosas e da camada plexiforme interna, enquanto os da CPE n&o se alteraram em ratos
diabéticos ha 1 més. Ja CHAKRABARTI & SIMA (1987) observaran MB de vasos da
CG e da CPE com igual espessura com a normalizagdo da glicemia usando insuling;
porém, usando insulina associada a aldose reductase, observaram espessamento maior da
MB de vasos superficiais que profundos, sugerindo diferentes mecanimsos envolvidos
com o0 espessamento da MB.Portanto, desconhece-se o por qué de, neste estudo, os
vasos da CPE apresentarem maior aumento da MB, sendo a literatura controversa nesse
aspecto.

Observouse, neste trabalho, que os animais do GD apresentaram
valores médios de area daMB na CG e na CPE, progressivamente maiores a partir de M 1
a Ms, e com diferenca significativa na CPE em Mg, Osresultados apontam para o carater
progressivo das lesfes diabéticas. Outros pesquisadores (LEUENBERGER et al., 1971;
BABEL & LEUENBERGER, 1974; LEUENBERGER e d. 1974
PAPACHRISTODOULOU & HEATH, 1977, BABEL, 1982; VINORES et a., 1988)



também relataram que as alteragdes da espessura da MB ocorrem apds algum periodo de
tempo de exposicéo ao estado diabético.

A MB dos vasos, principamente da CPE, de animais do GT teve
tendéncia a ser menos espessa que nos animais do GD, novamente mostrando o beneficio
do tratamento. KILO et a. (1972) relataram que o "turnover" da MB € lento e que a
normalizacd da glicemia ndo leva a MB imediatamente a0 normal. Para
CHAKRABARTI & SIMA (1981), anormalizacdo da glicemia previne o aumento da MB.

Nesta investigacdo realizaram-se medicdes na MBE. Outros autores
compararam medidas da MBE e MBI, observando que a MBE apresenta espessamento
maior (BLOODWORTH, 1967; ASHTON, 1974; FISCHER & GARTNER, 1983).
FISCHER & GARTNER (1982) observaram que as células de Miller de ratos diabéticos
apresentam espessamento de sua lamina basal, sugerindo que o aumento de espessura da
MBE sgja, em parte, devido ao aumento daMB dacélulade Mller ou células gliais.

Apesar da riqueza de estudos a respeito da MB, muito pouco se
conhece sobre ela. Por que ocorre 0 espessamento da MB? De que ele decorre? Quais
Seriam suas consequéncias?

Muitos acreditam que o espessamento da MB decorre do acumulo
de diferentes substancias, como detritos celulares, lipides, coldgeno (TOUSSAINT &
DUSTIN, 1963; BLOODWORTH & MOLITOR, 1965; KUWABARA & COGAN, 1965;
BABEL & LEUENBERGER, 1974; PAPACHRISTODOULOU & HEATH, 1977,
RODRIGUES et a., 1983; DAS et d., 1990). Para WILLIAMSON & KILO (1969), o
espessamento da MB ndo é estético, dependente apenas do aciUmulo de substéancias, mas
pode ser influenciado por ateragdes hemodinamicas, como 0 aumento da permeabilidade
vascular.

A MB funciona como uma barreira de filtracdo seletiva e €
composta de carboidratos, peptideos, hidroxilisina, hidroxiprolina e glicina (ASHTON,
1974). Segundo WILLIAMSON & KILO (1976), o aumento da MB ocorre por acimulo



glicoprotéico. ROBISON et a. (1989) acreditam que seria 0 aumento de
mucopolissacarideos que levaria a alteracdo da MB.

Alteracbes  bioguimicas foram largamente  investigadas.
MACMILLAN (1975) relatou aumento da atividade enzimética responsavel pelaaderéncia
glicose/galactose a MB, porém ndo observou alteracdes na composicéo da MB diabética.
Para SPIRO (1976) a ateracdo na sintese da MB diabética deve ser pos-ribossdmica, ou
segja, afeta a hidroxilagcdo, a glicolizagéo, a exportacdo e a formacdo de "cross-link".
REDDI (1985) encontrou aumento de hidroxiprolina e de glucosiltransferase em ratos
diabéticos, demonstrando que ha aumento da MB no diabetes, por aumento da sintese do
coléageno.

WILLIAMSON & KILO (1977) acreditam que a MB se torne
espessa por aumento da sintese e diminuicdo da degradacdo. RODRIGUES et al. (1983)
sugerem que o aumento da MB decorre de acimulo de produtos decorrentes da morte
celular e de suareposicéo.

O desenvolvimento de modelos experimentais usando dietas ricas
em galactose (KINOSHITA & NISHIMURA, 1988) e a prevencao de lesbes similares as
diabéticas com o uso de inibidores da aldose redutase, sugerem o envolvimento do ciclo
do polyol no desenvolvimento das lesbes diabéticas (ROBISON et a., 1986; 1989;
1990). Estudos utilizando técnicas imuno-histoquimicas revelam que os inibidores da
aldose redutase atuam prevenindo o aumento da permeabilidade a pequenas moléculas,
bloqueando alteracfes biogquimicas especificas relacionadas com a sintese do colégeno,
impedindo o espessamento da MB (DAS et a., 1990). Também o uso de radicais livres
parece prevenir as alteracoes diabéticas (DOLY et a., 1992)

JA no inicio dos estudos sobre ateracbes diabéticas da MB,
SIPERSTEIN et al. (1968) e SIPERSTEIN (1972) sugeriam que 0 espessamento daMB é
primario, independente da glicemia e decorrente de fator genético predisponente. Para

LEUENBERGER (1973) as alteracbes da MB, no diabetes sGo acelerados, mas néo



causados pelas dteracBes diabéticas. Para ROSSI & HELDSTAB (1981), apenas a
hiperglicemia ja € suficiente para levar a0 aumento da MB, mas acreditam também na
existéncia de fatores genéticos e imunol 6gi cos rel acionados.

FISCHER & GARTNER (1983) ndo encontraram correlagcdo entre o
aumento da M B e a severidade do diabetes.

Portanto, o espessamento da MB, que pode ser complicagdo do
estado de deficiéncia insulinica, provavelmente possui patogénese multifatorial. E
influenciado pela hiperglicemia; por ateracBes enziméticas e bioquimicas de seus
componentes; por aumento da sintese e diminuicéo de sua degradacdo, além dos fatores
genéticos e imunol dgicos.

Quanto a érea média do lumen vascular, ndo se observaram neste
estudo, diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos ou entre 0s momentos
nos vasos da CG ou nos da CPE. Encontrou-se, apenas, umatendéncia a calibre maior em
vasos da CG nos ratos do M5 quando comparados com M1 em todos 0s grupos.

DUHAULT et a. (1974) estudaram medidas do didmetro vascular,
tendo encontrado didmetro maior em ratos diabéticos. SOSULA et a. (1972b)
encontraram aumento da area de capilares formados por apenas 1 ou 2 células
endoteliais, concluindo que 0s pequenos vasos sao 0s mais af etados.

O aumento da glicose sanguinea leva a vasodilatacdo e estase,
acarretando hipdxia (ELWIN, 1941). O calibre vascular, principamente venoso, aumenta
em resposta a hipoxia (SEBAG & McMEEL, 1986) e a alteragdes metabdlicas retinianas,
aumentando, por sua vez, o fluxo sanguineo. No entanto, 0 aumento do calibre é
reversivel etransitorio (DITZEL, 1968).

Para WILLIAMSON & KILO (1977) o aumento da presséo arterial
poderialevar adistencdo vascular.

TOUSSAINT & DUSTIN (1963) encontraram diminuicdo da luz em
humanos diabéticos. PAPACHRISTODOULOU & HEATH (1977) relataram diminuicdo



da luz vascular em animais diabéticos ha 6 meses. A diminuicdo do lUumen vascular
poderia ser decorrente da regeneracéo do endotélio e do pericito (VRACKO, 1974).

Portanto, neste trabalho, ndo s constataram quaisquer diferencas
entre 0s grupos. Ha relatos sobre o aumento e sobre a diminui¢do da luz vascular em
capilares diabéticos. A divergéncia de opinides € provavelmente, devida a ampla gama de
fatores envolvidos naregulacdo do calibre vascul ar.

O estudo morfométrico, aqui apresentado, mostrou pontos
importantes da retinopatia diabética como: o carater crénico e evolutivo das lesdes, a sua
presenca em vasos superficiais ou profundos e o efeito benéfico do tratamento, além de
indicar ser aMB aporcéo quantitativamente mais afetada do sistema vascular.

Com relacéo as ateracfes observadas na retina de ratos diabéticos
por Aloxana, foi notavelmente observado que os animais ndo reproduzem todos os
aspectos da retinopatia diabética humana, como j& citado por outros autores
(ENGERMAN et a., 1982; BELL & HYE, 1983; YASUDA et a., 1984; JONASSON et
al, 1985). Nao so a hiperglicemia, mas muitos outros aspectos podem estar envolvidos,
como por exemplo, a associacdo dos distirbios metabdlicos com a hipertensdo arterial
que triplicaa propensdo aretinopatia, (WEST et al., 1980).

Os varios aspectos que apontamos, assim como a grande quantidade
de estudos nesta érea, demonstram a complexidade da retinopatia diabética. A despeito
das inUmeras pesquisas, realizadas, clinicas e experimentais, ha ainda muitos pontos em

sua etiologia e fisiopatol ogia aguardando elucidacéo.



5 CONCLUSOES

- Quanto a morfologia das camadasr etinianas:

- a retinade ratos mostrou composi¢ao tecidual e celular semelhante a
do ser humano;

- 0S animais normais mais velhos apresentaram maior fre quénciade
"cistos glicogénicos', lisossomos e corpos densos;

-0s animais diabéticos sofreram alteragtes teciduais e vasculares em
todas as camadas retinianas; o nlcleo celular apresentou disperséo
da cromatina e agregados excéntricos, no citoplasmaocorreu
aumento de glicogénio livre, "cistos de glicogénio”, lipideos, corpos
densos, lisossomos, vactolos com "figuras de Mielind', dém de
rarefacdo por diminuicdo de organelas,

- 0s ratos diabéticos mais velhos apresentaram alteracdes mais
intensas, em todas as camadas retinianas, mostrando o carater
progressivo das lesdes diabéticas;

-as células de Miller sofreram alteragdes mais profundas que as
demais,

- 0Sratos ndo apresentaram hemorragias ou microaneurismas,

- as dteragcbes foram menos freglentes e menos intensas nosratos
diabéticos tratados, mostrando que o controle glicémico reduziu a

intensidade das |esdes teciduais diabéticas.

- Quanto a vasculaturaretiniana:
- 0S animais normais mais idosos mostraram acumulos osmio filicos e
vacuolizacdo da membrana basal;

- 0s ratos diabéticos apresentaram células endoteliais e pericitos com



alteracdes nucleares e citoplasméti cas se mel hantes as observadas
nas demais células retinianas;

- 0S pericitos tiveram ateragbes mais intensas que as céulas
endoteliais;

- 0s ratos diabéticos apresentaram alteraces vasculares mais precoces
e maisintensas que os ratos normais;

-a membrana basa mostrou espessamento heterogéneo, acimulos
osmiofilicos e vacuolizacdo nafaseinicial daevolucdo da doenca;

-a aea da membrana basal foi maior nos ratos diabéticos,
principamente nos vasos da CPE e nosanimais maisvelhos,
reforcando a progressividade das | esfes diabéticas;

- 0s ratos diabéticos apresentaram oclusdo de alguns vasos, por debris
celulares;

- 0s ratos diabéticos gue receberam tratamento apresentaram |esdes

vascul ares menos intensas.



6 RESUMO

Em 60 ratos da raca Wistar divididos igualmente em 3 grupos
experimentais - grupo normal (GC), grupo diabético (GD) e grupo diabético tratado (GT)
foram realizados exames histopatol 6gico, ultraestrutural e morfométrico daretina.

O diabetes foi induzido por Aloxana e o tratamento feito com
insulina associada a hipoglicemiante oral (Acarbose).

As observacdes foram efetuadas em 5 momentos experimentais:
1V2 312 61/12 9l/2 ¢ 121/2 meses apés a inducdo do diabetes, e os resultados
submetidos a andlise de variancia, adotando-se o nivel de significancia de 5%.

No estudo comparativo das 10 camadas retinianas, os ratos do GD
apresentaram ateracbes do nucleo celular (cromatina descondensada e agregados
cromaticos excéntricos) e do citoplasma (acumulos de corpos densos, lisossomos,
corpos residuais contendo "figuras de Mielina", glicogénio e rarefacdo citoplasmatica).
As células perivasculares, principalmente as de Miller, foram as que sofreram mais
ateragbes. Os animais do GT apresentaram alteracOes celulares menos intensas que 0s
do GD.

Os vasos retinianos dos ratos do GD apresentaram alteracoes
semelhantes as das demais células retinianas. As alteracbes dos pericitos foram mais
intensas que as das células endoteliais. A membrana basal (MB) apresentou espessamento
ndo homogéneo, acimulos osmiofilicos, vacuolizacdo e maior quantidade de projecoes
rumo as célul as adjacentes.

N&o se observaram hemorragias ou microaneurismas.

O exame morfométrico demonstrou aumento da &rea da MB dos
vasos dos ratos do GD, principa mente os situados na camada plexiforme externa.

Todas as alteracBes tiveram cardter progressivo, sendo mais

acentuadas nos animais mais vel hos.



O tratamento diminuiu as ateragdes provocadas pelo diabetes

aloxanico.
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8 APENDICE

TABELA 1:- Média dos valores do peso (gr) dosratosdos diferentes grupos

experimentais, nos momentos de sacrificio.

GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5
Controle 309,17b 373,50b 356,83b 351,67b 390,67b
(GO) A A A A A
Diabético 207,83a 194,83a 215,50a 258,50a 255,17a
(GD) A A A A A
Diabético 269,17ab 332,67b 286,50ab 315,50ab 320,67ab
Tratado(GT) A A A A A
CV =22,84%

DMS (5%) = 92,70 para grupo dentro de momento
DMS (5%) = 108,15 para momento dentro de grupo



TABELA 2:- Média dos valores da diurese (ml/24hs) dosratos dos diferentes
grupos experimentais, no dia do sacrificio.

GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5
Controle 7,50a 6,58a 10,17a 10,67a
10,67a
(GO) A A A A A
Diabético 54,67b 40,50b 37,50b 62,83b 56,67b
(GD) AB AB A B B
Diabético 25,67a 26,33ab 27,50ab 30,67a
18,83a
Tratado(GT) A A A A A
CV =53,06%

DMS (5%) = 20,71 para grupo dentro de momento
DMS (5%) = 24,16 para momento dentro de grupo



TABELA 3- Média dos vaores de ingestdo hidrica (ml/24hs) dosratosdos
diferentes grupos experimentais,no dia do sacrificio.

GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5
Controle 31,33a 41,83a 31,17a
26,00a 27,83a

(GO) A A A A A
Diabético 81,17b 68,83ab 72,67b 82,50b 92,00b

(GD) A A A A A
Diabético 60,50b 77,67b 72,33b 62,67b 63,00b
Tratado(GT) A A A A A
CV =42,84%

DMS (5%) = 34,93 para grupo dentro de momento
DMS (5%) = 40,75 para momento dentro de grupo



TABELA 4:- Média dosvaloresda glicemia (mg%) dos ratos dos diferentes
grupos experimentais, nos momentos de sacrificio.

GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5

Controle 124,00a 176,00a 167,33a 118,00a 127,33a

(GC) A A A A A
Diabético 353,83b 404,83b 448,50b 314,50b 355,50b

(GD) A A A A A
Diabético 254,33ab 294.67b 201,50a 258,67b 205,00a
Tratado(GT) A A A A A
CV =33,11%

DMS (5%) = 115,19 para grupo dentro de momento
DMS (5%) = 134,39 para momento dentro de grupo



TABELA 5:- Médiados valores de glicose urindria (mg%) dos ratos dos
diferentes grupos experimentais, nos momentos de saCrificio.

GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5
Controle 106,33a 326,50a 181,67a 131,67a 59,00a
(GC) A A A A A
Diabético 5922,33b 4610,50b 5212,17b  3384,83b  4444,00b
(GD) A A A A A
Diabético 4099,33b 3651,83b 3625,67b  1842,00ab 2970,33b
Tratado(GT) A A A A A
CV =62,94%

DMS (5%) = 2335,10 para grupo dentro de momento
DMS (5%) = 2724,29 para momento dentro de grupo



TABELA 6:- Area (um2) das céulas endoteliais de vasos da camada ganglionar
dosratos dos GC, GD e GT, no momento de sacrificio.

GRUPO MOMENTO
M1 M2 M3 M4 M5
67,92 93,07 68,16 64,86 83,87
Controle 70,27 60,11 46,29 62,16 90,24
65,26 81,48 77,33 58,23 63,54
52,30 60,31 50,95 64,20 79,03
61,90 93,20 70,59 52,25 67,22
Didbético 61,68 65,05 78,34 57,59 79,47
60,10 65,54 86,86 90,26 93,99
61,24 83,81 76,80 41,39 81,78
45 54 56,71 66,23 81,31 77,29
Diabético 93,02 45,64 65,37 65,65 57,85
tratado 53,53 59,06 53,71 55,86 72,02

60,69 53,80 69,65 69,74 66,03




TABELA 7:- Medidas descritivas da érea das células endoteliais (um2) de vasos da
camada ganglionar dos ratos dos GC,GD e GT, nho momento de
sacrificio.

GRUPO  MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIAGAO (%)

M1 52,30 70,27 63,94 8,02 12,54
M2 60,11 93,07 73,74 16,33 22,14
Controle M3 46,29 77,33 60,68 14,55 23,98
M4 58,23 64,86 62,36 2,99 4,79
M5 63,54 90,24 79,17 11,39 14,39
M1 60,10 61,90 61,23 0,80 131
M2 65,05 93,20 76,90 13,94 18,13
Diabético M3 70,59 86,86 78,15 6,71 8,59
M4 41,39 90,26 60,37 21,03 34,83
M5 67,22 93,99 80,61 10,97 13,61
M1 45,54 93,02 63,19 20,82 32,94
M2 45,64 59,06 53,80 5,85 10,87
Diabético M3 53,71 69,65 63,74 6,94 10,89
tratado M4 55,86 81,31 68,14 10,54 15,47

M5 57,85 77,29 68,30 8,35 12,22




TABELA 8:- Area (um2) das célulasendoteliais de vasos da camada plexiforme
externados ratos dos GC, GD e GT, no momento de sacrificio.

GRUPO MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEHCIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIACAO (%)

61,69 53,77 83,55 41,51 68,66
Controle 81,25 54,86 56,27 57,60 71,52
72,01 60,44 68,07 7533 60,55
54,69 77,86 5541 60,45 71,73
71,76 118,66 92,32 61,13 77,11
Diabético 86,29 60,48 73,43 71,97 82,81
57,32 75,20 47,87 52,77 47,95
55,34 6790 80,19 75,06 86,24
50,39 67,92 76,55 77,89 79,58
Diabético 21,85 60,03 71,40 55,07 61,90
tratado 70,99 54,62 55,16 59,42 72,02

90,87 60,86 65,71 81,97 59,63




TABELA 9:- Medidas descritivas daarea das células endotéliais (um2) de vasos
da camada plexiforme externa dos ratosdosGC, GD e GT, no
momento de sacrificio.

GRUPO MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIACAO (%)

M1 54,69 81,25 67,41 11,65 17,28
M2 53,77 77,86 61,73 11,14 18,05
Controle M3 55,41 83,55 65,82 13,15 19,97
M4 41,51 75,33 58,72 13,86 23,60
M5 60,55 71,73 68,11 5,23 7,68
M1 55,34 86,29 67,68 14,41 21,29
M2 60,48 118,66 80,56 26,10 32,40
Diabético M3 47,87 92,32 73,45 18,76 25,54
M4 52,77 75,06 65,23 10,23 15,68
M5 47,95 86,24 73,53 17,46 23,74
M1 21,85 90,87 58,52 29,51 50,42
M2 54,62 67,92 60,86 5,46 8,97
Diabético M3 55,16 76,55 67,20 9,17 13,64
tratado M4 55,07 81,97 68,59 13,32 19,42

M5 59,63 79,58 68,28 9,26 13,56




TABELA 10:- Area (um2) de pericitosdos vasos da camada ganglionar dos ratos
dos GC, GD e GT, no momento de sacrificio.

GRUPO MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIACAO (%)

15,84 22,66 34,37 13,91 14,65
Controle 29,18 26,12 18,38 17,28 24,82
32,40 29,37 20,70 9,66 28,29
17,17 13,77 12,42 15,26 28,74
20,40 40,90 21,48 14,68 27,78
Diabético 11,06 17,89 24,12 17,78 15,09
23,04 13,73 28,73 27,92 26,54
14,76 24,37 14,15 27,50 18,45
19,50 9,61 11,76 23,22 13,35
Diabético 21,06 9,55 1496 16,26 21,38
tratado 17,82 9,13 7,77 13,49 25,14

14,85 9,43 13,75 13,90 29,99




TABELA 11:- Medidas descritivas da area de pericitos (um2)dos vasos da camada
ganglionar dosratos dos GC, GD e GT, no momento de sacrificio.

GRUPO MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIACAO (%)

M1 15,84 32,40 23,65 8,37 35,39
M2 13,77 29,37 22,98 6,72 29,24
Controle M3 12,42 34,37 21,47 9,28 43,23
M4 9,66 17,28 14,03 3,22 22,95
M5 14,65 28,74 24,12 6,56 27,19
M1 11,06 23,04 17,31 541 31,23
M2 13,73 40,90 24,22 11,95 49,34
Diabético M3 14,15 28,73 22,12 6,10 27,58
M4 1468 27,92 21,97 6,75 30,72
M5 1509 27,78 21,96 6,17 28,08
M1 14,85 21,06 18,31 2,66 14,53
M2 9,13 9,61 943 0,21 2,23
Diabético M3 1,77 14,96 12,06 3,15 26,12
tratado M4 13,49 23,22 16,72 4,50 26,91

M5 13,35 29,99 22,46 7,02 31,24




TABELA 12:- Area (um2) de pericitos dos vasos dacamada plexiforme externa
dosratos dos GC, GD e GT, no momento de sacrificio.

GRUPO MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIACAO (%)

17,12 13,95 20,11 5,18 14,92

Controle 14,09 16,93 19,84 8,08 9,59
16,34 19,11 16,42 17,73 17,54

9,90 1081 12,75 18,20 19,63

12,73 12,91 21,15 11,92 14,76

Diabético 12,07 12,59 11,43 45,02 16,81
13,96 10,34 10,18 18,40 21,85

18,09 15,01 17,42 15,20 24,43

12,04 7,76 11,54 34,25 17,78

Diabético 27,57 10,98 8,67 17,92 12,60
tratado 19,42 11,73 6,88 17,99 25,14

20,48 10,16 21,22 10,58 20,20




TABELA 13:- Medidas descritivas da area de pericitos (um2) dos vasos da camada
plexiforme externados ratos dos GC, GD eGT, no momento de
sacrificio.

GRUPO MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEHCIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIACAO (%)

M1 9,90 17,12 1436 3,24 22,56
M2 10,81 19,11 1520 3,61 23,75
Controle M3 12,75 20,11 17,28 3,46 20,02
M4 5,18 18,20 12,30 6,65 54,06
M5 9,59 19,63 1542 4,34 28,14
M1 12,07 18,09 1421 2,70 19,00
M2 10,34 15,01 12,71 191 15,03
Diabético M3 10,18 21,15 15,04 5,15 34,22
M4 11,92 45,02 22,63 15,16 66,96
M5 14,76 24,43 19,46 4,45 22,87
M1 12,04 27,57 19,88 6,36 31,99
M2 7,76 11,73 10,16 1,72 16,93
Diabético M3 6,88 21,22 12,08 6,39 52,90
tratado M4 10,58 34,25 20,18 10,00 49,53

M5 12,60 25,14 1893 521 27,55




TABELA 14:- Area (um2) damembrana basal dos vasos da camada ganglionar dos
ratos dos GC, GD e GT, no momento de sacrificio.

GRUPO  MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIAGAO (%)

34,47 41,25 42,88 33,44 34,15
Controle 28,92 38,71 38,79 34,13 43,00
31,49 53,35 49,75 38,45 37,12
34,42 36,89 51,15 49,25 52,95
51,03 32,56 49,49 40,04 41,01
Diabético 33,58 38,73 52,15 47,13 55,86
36,16 41,71 61,69 81,03 57,57
45,64 53,16 45,74 35,02 53,05
32,64 26,68 46,39 59,73 49,69
Diabético 46,20 35,06 39,78 53,02 39,92
tratado 32,45 39,09 37,26 45,78 53,54

42,86 33,61 44,38 42,03 37,13




TABELA 15:- Medidas descritivas da area damembrana basal (um2) dos vasos da
camada ganglionar dos ratos dos GC,GD e GT, no momento de
sacrificio.

GRUPO  MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIAGAO (%)

M1 28,92 34,47 32,32 2,66 8,23
M2 36,89 53,35 42,55 7,42 17,44
Controle M3 38,79 51,15 45,64 5,83 12,77
M4 33,44 49,25 38,82 7,30 18,80
M5 34,15 52,95 41,80 8,29 19,83
M1 33,58 51,03 41,60 8,15 19,59
M2 32,56 53,16 41,54 8,63 20,77
Diabético M3 45,74 61,69 52,27 6,81 13,03
M4 40,04 81,03 50,80 20,75 40,84
M5 41,01 57,57 51,87 7,48 14,42
M1 32,45 46,20 38,54 7,05 18,29
M2 26,68 39,09 3361 517 15,38
Diabético M3 37,26 46,39 41,95 4,18 9,96
tratado M4 42,03 59,73 50,14 7,85 15,66

M5 37,13 53,54 45,07 7,80 17,31




TABELA 16:- Area (um2) da membrana basal dosvasos dacamada plexiforme
externadosratos dos GC, GD e GT, no momento de sacrificio.

GRUPO  MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIAGAO (%)

31,44 30,56 44,48 20,45 33,92
Controle 42,48 29,21 37,25 28,90 34,20
30,28 27,91 38,59 37,65 25,52
28,86 35,72 35,66 29,45 41,80
32,99 44,61 45,10 35,64 41,38
Diabético 32,48 25,64 37,86 45,26 4411
31,10 42,78 42,67 40,15 44,83
39,33 42,60 57,53 38,07 60,77
36,82 28,13 31,78 38,67 32,18
Diabético 29,65 22,82 34,58 34,73 40,13
tratado 31,12 28,52 26,35 27,90 53,54

28,58 26,49 44,43 32,21 43,04




TABELA 17:- Medidas descritivas da &rea da membrana basal (um2) dos vasos da
camada plexiforme externa dos ratos dos GC, GD eGT, no
momento de sacrificio.

GRUPO  MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIAGAO (%)

M1 28,86 42,48 33,26 6,23 18,72
M2 2791 35,72 30,85 342 11,08
Controle M3 35,66 44,48 38,99 3,85 9,87
M4 2045 37,65 29,11 7,03 24,15
M5 25,52 41,80 33,86 6,65 19,64
M1 31,10 39,33 33,97 3,66 10,77
M2 25,64 44,61 3891 8,89 22,85
Diabético M3 37,86 57,53 45,79 8,38 18,31
M4 35,64 45,26 39,78 4,09 10,28
M5 41,38 60,77 47,718 8,79 18,40
M1 28,58 36,82 31,54 3,67 11,64
M2 22,82 28,52 26,49 2,60 9,81
Diabético M3 26,35 44,43 34,28 7,58 22,10
tratado M4 27,90 38,67 33,38 4,52 13,53

M5 32,18 53,54 42,22 8,83 20,91




TABELA 18:- Area (um2) do Itmen dos vasos da camada ganglionar de dos ratos
dos GC, GD e GT, no momento de sacrificio.

GRUPO MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIACAO (%)
190,96 123,82 181,59 106,14 129,05
Controle 107,53 164,64 104,51 176,48 207,23
147,15 156,12 181,04 99,86 180,16
112,83 133,27 183,79 173,48 160,95
149,24 168,08 190,14 63,96 209,63
Diabético 143,23 110,53 146,75 123,88 132,18
55,28 177,69 102,78 201,61 189,91
165,28 82,18 111,08 100,08 208,90
72,02 121,77 142,10 210,04 184,59
Diabético 139,00 148,08 115,98 116,73 142,40
tratado 74,00 111,27 129,76 84,11 165.24
111,33 127,04 145,30 153,43 149,03




TABELA 19:- Medidas descritivas da areado |limen vascular (um2) dos vasos
da camada ganglionar dosratos dos GC, GD e GT, no momento
de sacrificio.

GRUPO MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIACAO (%)

M1 107,53 190,96 139,62 38,47 27,55
M2 123,82 164,64 144,46 19,10 13,22
Controle M3 104,51 183,79 162,73 38,83 23,86
M4 99,86 176,48 138,99 41,65 29,97
M5 129,05 207,23 169,35 32,90 19,43
M1 55,28 165,28 128,26 49,53 38,62
M2 82,18 177,69 134,62 45,84 34,05
Diabético M3 102,78 190,14 137,69 39,83 28,93
M4 63,96 201,61 122,38 58,28 47,62
M5 132,18 209,63 185,16 36,48 19,70
M1 72,02 139,00 99,09 32,17 32,46
M2 111,27 148,08 127,04 15,48 12,18
Diabético M3 115,98 145,30 133,28 13,34 10,01
tratado M4 84,11 210,04 141,08 53,99 38,27

M5 142,40 184,59 160,31 18,81 11,73




TABELA 20:- Area (um2) do |imen dos vasos da camada plexiforme externados
ratos dos GC, GD e GT, no momento de sacrificio.

GRUPO MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA _
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIACAO (%)

173,90 97,39 205,15 86,23 179,00
Controle 157,87 106,67 143,99 86,20 102,68
105,09 143,48 57,87 143,60 123,32
144,72 165,28 108,97 137,50 139,07
95,21 181,42 151,07 104,63 197,17
Diabético 176,93 134,60 96,76 146,71 124,12
104,35 148,24 55,63 64,40 159,32
151,40 113,50 143,54 157,23 230,66
80,66 110,16 111,57 147,97 107,69
Diabético 145,68 92,30 78,29 81,68 164,04
tratado 128,33 121,41 103,81 111,19 165.24

93,55 107,96 145,98 181,97 67,67




TABELA 21:- Medidas descritivas daareado |lUmen vascular (um2) dos vasos da
camada plexiforme externa dos ratos dos GC, GD eGT, no
momento de sacrificio.

GRUPO MOMENTO ESTATISTICA DESCRITIVA
VALOR VALOR VALOR DESVIO COEFICIENTE DE
MINIMO MAXIMO MEDIO PADRAO VARIACAO (%)

M1 105,09 173,90 14539 29,40 20,22
M2 97,39 16528 128,20 31,73 24,75
Controle M3 57,87 205,15 128,99 61,87 47,96
M4 86,20 143,60 113,38 31,47 27,76
M5 102,68 179,00 136,02 32,30 23,75
M1 91,21 176,93 130,22 40,77 31,31
M2 113,50 181,42 144,44 28,50 19,73
Diabético M3 55,63 151,07 111,75 44,46 39,78
M4 64,40 157,23 118,24 42,48 35,93
M5 124,12 230,66 177,82 46,16 25,96
M1 80,66 145,68 112,05 30,13 26,89
M2 92,30 121,41 107,96 11,99 11,10
Diabético M3 78,29 145,98 109,91 27,93 25,41
tratado M4 81,68 181,97 130,70 43,63 33,38

M5 67,67/ 165,24 126,16 47,34 37,52
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