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EFEITOS DO CITRATO DE SILDENAFILA SOBRE A NEUROPROTECAO NA
NEUROPATIA OPTICA, EM RATOS (Lewis/SsNHsd) COM GLAUCOMA AGUDO

RESUMO - Projetam-se que mais de 80 milhdes de pessoas no mundo e um
namero significativo de animais serdo atingidos pelo glaucoma até o final desta
década. A doenca perpetra-se como sem solucdo, obrigando a que se desenvolvam
alternativas terapéuticas mais eficazes. A perda de visdo decorre da morte de
células ganglionares da retina (CGR) e de seus ax6nios, que compdem as fibras do
nervo optico. Avancos na compreensao da fisiopatologia evidenciam que isquemia
local e que anormalidades de perfusédo sdo condi¢cdes decisivas na patogénese da
neuropatia. Mostrou-se que o Sildenafila, farmaco vasodilatador, inibe a
fosfodiesterase do tipo 5 (PDE-5), aumenta os niveis de guanosina monofosfato
ciclica, prolonga efeitos do 6xido nitrico (ON) e aumenta a sobrevida celular em
modelos de lesdo isquémica. Objetivou-se avaliar o efeito neuroprotetor do
tratamento citrato de sildenafila em ratos com hipertensao ocular aguda induzida, a
histopatologia e a morfometria da retina e quanto a avaliacdo da expressdo de
marcadores relacionados a sobrevivéncia das CGR, empregando-se a imuno-
histoquimica (IHC) e a marcacdo TUNEL. Os Parametros histolégicos observados
foram: alteracGes celulares, vasculares e teciduais e os morfométricos foram:
espessura das camadas da retina e contagem de células ganglionares. A IHC,
observou-se a marcacao da caspase-9, da caspase-3, do Bcl-2, da NOS-2, da PDE-
5, e da PDE-6. Foram avaliados olhos de 27 ratos, machos, adultos (Lewis/SsNHsd).
Compuseram-se cinco grupos, um grupo controle composto por 3 animais, sem
glaucoma e sem tratamento, e quatro grupos tratados compostos, cada um, por 6
animais com glaucoma agudo unilateral induzido, dos quais 3 foram tratados com
Sildenafila e 3 tratados com placebo. Esses grupos foram separados conforme dia
de inducdo do glaucoma até a eutanasia, em 1, 13, 14 e 20 dias, e receberam
diferentes doses e periodos de tratamento. A inducdo do glaucoma agudo deu-se
por paracentese da camara anterior com agulha 30G acoplada a um frasco de
solucao fisiolégica 0,9%, disposto a altura de 150 cm do olho, a PIO foi avaliada com
tonometria de rebote e mantida proxima a 70 mmHg, durante 60 minutos.
Resultados histopatolégicos foram avaliados de forma descritiva, enquanto que o0s
estudos morfométricos foram comparados por meio de ANOVA e pos-teste de
Bonferroni (p < 0,05). As avaliagfes, relativamente a IHC e & marcacao pelo teste de
TUNEL foram descritivas. A maioria das altera¢des histologicas foi encontrada em
olhos hipertensos, comparados com normotensos, especialmente nos animais
tratados com placebo. Na camada de células ganglionares, picnose, hipoplasia
celular, congestdo vascular e infiltrado inflamatorio foram observados. Além disso,
houve degeneracdo de todas as camadas da retina. A morfometria revelou uma
diminuigdo significativa na espessura de todas as camadas da retina, exceto a
camada de fotorreceptores, em olhos de todos os grupos de hipertensos. Uma
diminuicdo no numero de células ganglionares de animais tratados com placebo, em
comparagao com os animais tratados com sildenafila (P<0,05), também foi notada. A
IHC a caspase-9 foi maior no grupo 13 dias, sem diferenca entre 0S grupos
sildenafila e placebo. A caspase-3 foi menos expressa nos tratados com sildenafila.
O Bcl-2 apresentou maior marcacdo em olhos glaucomatosos, sendo mais intensa
em animais dos grupos sildenafila. A NOS-2 diminuiu em expressdao e em



intensidade, em olhos com glaucoma, comparativamente aos controles, sem
diferenca entre placebo e sildenafila. A PDE-5 diminui a sua expressao em animais
tratados com sildenafila. A PDE-6 ndo apresentou constancia no padrdo de
expressdo nos diferentes grupos. A expressdo das caspases foi maior nos olhos
glaucomatosos. A marcacdo TUNEL, observou-se maior nimero de células
apoptoticas em olhos com glaucoma de animais tratados com placebo. Levando-se
em conta as injuncdes do meio e as condi¢cdes impostas aos protocolos da pesquisa,
€ possivel admitir que a sobrevida de células ganglionares da retina em olhos de
animais tratados com o farmaco foi maior, comparativamente a individuos que
receberam somente solucao fisiolégica como tratamento.

Palavras-chave: ratos, células ganglionares da retina (CGR), glaucoma agudo,
neuroprotecao, ratos, Sildenafila
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EFFECTS OF SILDENAFIL CITRATE ON NEUROPROTECTION IN OPTIC
NEUROPATHY IN RATS (Lewis/SsNHsd) WITH ACUTE GLAUCOMA

ABSTRACT - Protrude more than 80 million people worldwide and a
significant number of animals are affected by glaucoma by the end of this decade.
The disease perpetrates as unresolved, forcing them to develop more effective
therapeutic alternatives. Vision loss results from the death of retinal ganglion cells
(RGCs) and their axons, the fibers that make up the optic nerve. Advances in
understanding the pathophysiology show that local ischemia and perfusion
abnormalities are critical in the pathogenesis of neuropathy conditions. It has been
shown that sildenafil drug vasodilator, inhibits phosphodiesterase type 5 (PDE -5)
increases the levels of cyclic guanosine monophosphate extends effects of nitric
oxide (NO) and increases cell survival in models of ischemic injury. Aimed to
evaluate the neuroprotective effect of sildenafil citrate treatment in rats with induced
acute ocular hypertension, by histopathological and morphometric examination of the
retina and the evaluation of the expression of markers related to RGC survival , using
immunohistochemistry (IHC) and TUNEL labeling. The observed histological
parameters: cellular , tissue and vascular and morphometric changes were: thickness
of the layers of the retina and ganglion cell count , IHC, there was labeling of
caspase-9, caspase-3, Bcl-2, NOS-2, PDE-5, and PDE-6. Eyes of 27 rats, adult
(Lewis/ SsNHsd) were evaluated after acute unilateral elevation of intraocular
pressure (IOP). Composed by five groups , a control group of 3 animals without
glaucoma and untreated and four treated groups consisting of 6 animals with induced
unilateral acute glaucoma, of which 3 were treated with Sildenafil and 3 with placebo,
these groups were separated by days of glaucoma’s induction to euthanasia, and
they received districts dose and period of treatment. The induction of glaucoma was
made by anterior chamber paracentesis needle attached to a bottle of saline solution
0.9 %, provided the height of 150 cm from the eye, 30G IOP was assessed with
rebound tonometry and maintained close to 70 mmHg for 60 minutes.
Histopathological findings were evaluated descriptively, while morphometric studies
were compared by ANOVA and Bonferroni post-test (p<0,05). The relatively HCI and
reviews have descriptive TUNEL labeling. Most histological changes were found in
hypertensive eyes compared with normotensive, especially in untreated animals. In
ganglion cells, pyknosis, cell hypoplasia, vascular layer congestion and inflammatory
infiltrate were observed. Furthermore, there was degeneration of all retinal layers.
The morphometry revealed a significant decrease in the thickness of all retinal layers
except the photoreceptor layer in eyes of all groups of hypertensive patients. A
decrease in the number of ganglion cells in untreated animals compared to animals
treated with sildenafil (p<0,05) was also observed. IHC for Caspase-9 was higher in
the 13 days, with no difference between treated and untreated. Caspase-3 was less
expressed in the treaties. The Bcl-2 showed stronger staining in glaucomatous eyes,
being more intense in treated animals. NOS-2 expression and decreased in intensity
in eyes with glaucoma compared to controls, with no difference between treated and
untreated. PDE-5 decrease its expression in treated animals. The PDE-6 showed no
consistency in the pattern of expression in the different groups. The expression of
caspases was higher in glaucomatous eyes. For TUNEL labeling, we observed a
higher number of apoptotic cells in eyes with glaucoma untreated animals. With the
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injunctions of the medium and the conditions imposed on the research protocols, it is
possible to admit that the survival of retinal ganglion cells in eyes of sildenafil treated
animals was higher compared to individuals treated with placebo.

Keywords: retinal ganglionar cels, acute glaucoma, neuroprotection, rats, Sildenafil
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por campo, respectivamente a espessura de cada
camada da retina (linhas vermelhas). Em A, camada de
células ganglionares; em B, camada plexiforme interna;
em C, camada nuclear interna; em D, camada
plexiforme externa; em E, camada nuclear externa e em
F, camada de fotorreceptores. Ratos (Rattus
norvegicus), da linhagem Lewis/SsNHsd, machos,
adultos, higidos. Programa de analise de imagens Leica
QWin v3.0. Botucatu, SP, Brasil, 2013.

Média e desvio padrao da espessura total da retina nos
grupos 1 dia, 13 dias, 14 dias e 20 dias. Ratos (Rattus
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adultos, higidos. Botucatu, SP, Brasil, 2013.
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Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 18.

Fotomicrografias de retinas, ilustrando as alteracbes
histopatolégicas observadas. Em (A) e (B), retinas
animais com glaucoma placebo, notar, em A, atrofia da
retina com desorganizacdo das camadas internas
(camada de CGR, camada plexiforme interna, camada
nuclear interna) e, em (B), condensacado cromatinica
nas CGR. Em (C) e (D), retinas de animais com
glaucoma e tratados com sildenafila, notar atrofia da
retina e presenca de células picnéticas. Em (E) retina
de olho contralateral de animal placebo, notar
congestao vascular. Em (F), retina de animal do grupo
controle, notar ausencia de alteragdes a
histolopatologia. (setas verdes). Ratos (Rattus
norvegicus), da linhagem Lewis/SsNHsd, machos,
adultos, higidos (HE, 40x). Laboratério de
Histopatologia FMVZ/Unesp, Campus Botucatu, SP,
Brasil, 2013.

Fotomicrografias de imunomarcacdo da caspase-9
(1:100). Notar marcacdo no citoplasma de células da
camada de células ganglionares da retina (seta verde)
(Complexo Peroxidase, DAB, contra coloracao
Hematoxilina de Harris, 40x) Laboratorio de Imuno-
histoguimica FMVZ/Unesp. Ratos (Rattus norvegicus),
Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos, Botucatu, SP,
Brasil, 2013.

Fotomicrografias de imunomarcacdo da caspase-3
(1:250). Notar marcagédo no citoplasma de células da
camada de células ganglionares da retina (seta verde)
(Complexo Peroxidase, DAB, contra coloragao
Hematoxilina de Harris, 40x) Laboratorio de Imuno-
histoguimica FMVZ/Unesp. Ratos (Rattus norvegicus),
Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos, Botucatu, SP,
Brasil, 2013.

Fotomicrografias de imunomarcacgéo da NOS-2 (1:500).
Notar marcacdo no citoplasma de células da camada
de células ganglionares da retina (setas verde)
(Complexo Peroxidase, DAB, contra coloragéo
Hematoxilina de Harris, 40x) Laboratério de Imuno-
histoquimica FMVZ/Unesp. Ratos (Rattus norvegicus),
Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos, Botucatu, SP,
Brasil, 2013.
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Figura 19.

Fotomicrografias de imunomarcacédo da PDE-5 (1:500).
Notar marcacdo no citoplasma de células da camada
de células ganglionares da retina (seta verde)
(Complexo Peroxidase, DAB, contra coloragéo
Hematoxilina de Harris, 40x) Laboratério de Imuno-
histoquimica FMVZ/Unesp. Ratos (Rattus norvegicus),
Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos, Botucatu, SP,
Brasil, 2013.

Figura 20. Fotomicrografias de imunomarcacao da PDE-6 (1:1000).

Notar marcacdo no citoplasma de células da camada
de células ganglionares da retina (setas pretas)
(Complexo Peroxidase, DAB, contra coloracao
Hematoxilina de Harris, 40x) Laboratério de Imuno-
histoguimica FMVZ/Unesp. Ratos (Rattus norvegicus),
Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos, Botucatu, SP,
Brasil, 2013.

Figura 21. Fotomicrografias de imunomarcagdao para caspase-9

Figura 22.

(1:100) em (A), caspase-3 (1:250) em (B), Bcl-2
(1:1000) em (C), NOS-2 (1:500) em (D), PDE-5 (1:500)
em € e PDE-6 (1:1000) em (F), no Grupo Controle.
Notar marcagéo no citoplasma em células da camada
de células ganglionares da retina (setas verdes)
(Complexo Peroxidase, DAB, contra coloragao
Hematoxilina de Harris, 40x) Laboratério de Imuno-
histoquimica FMVZ/Unesp. Rato (Rattus norvegicus),
Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos, Botucatu, SP,
Brasil, 2013.

Fotomicrografias da marcacgao pelo teste de TUNEL, de
células positivas, com marcacao nuclear, na camada de
células ganglionares da retina (setas verde - células
positivas para apoptose)(40x). Ratos (Rattus
novergicus), da linhagem Lewis/SsNHsd, adultos,
machos, higidos. Laboratério de Imuno-histoquimica
FMVZ/Unesp, Campus Botucatu, SP, Brasil, 2013.
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1. INTRODUGCAO

O glaucoma é causa comum de perda da visdo em seres humanos, levando a
condicdo em até 4% dos individuos com mais de 40 anos de idade (LESKE, 2007).
Em alguns grupos étnicos, inclusive, os numeros superam a 20% (DUGGAL et al.,
2005). A prevaléncia da doenca é de 2% na populacdo geral, de 3% em pessoas
acima de 50 anos, 5,7% entre 73 e 74 anos, e de 23,2% em individuos acima de 75
anos, o que coloca a condicdo como segunda causa de cegueira irreversivel no
mundo, pela Organizacdo Mundial da Saude (LAN et al., 2007; HONRUBIA et al.,
2009).

Projetam-se que mais de 80 milhdes de pessoas serdo atingidas até o final
desta década e que 8,4 milhdes delas tornar-se-do cegas (QUIGLEY; BROMAN,
2006; SCHMIER; HALPERN; JONES, 2007; BALTMR et al., 2010).

A doenca induz a impacto econdmico significativo, com bilhdes de ddlares em
custos meédicos diretos e em indiretos. Perpetra-se como doenca sem solucdo
definitiva, evidenciada pelo nimero crescente de pacientes acometidos (COYLE;
DRUMMOND, 1995; STILLITANO et al., 2005; BURR et al., 2007). A implicacdo da
assertiva aponta para a certificacdo de que as terapias meédica e cirdrgica atuais,
visando a reducao da pressao intraocular (PIO), sdo de sucesso limitado, obrigando
a que se estudem e a que se desenvolvam perspectivas terapéuticas mais eficazes
(LEVIN, 2005; WEINREB, 2007).

Nos animais domésticos, o glaucoma € mais prevalente em céaes,
acometendo também felinos, equinos, bovinos e outras espécies, incluindo animais
selvagens (OFRI; NARFSTROM, 2007).

A perda de visdo no glaucoma decorre da morte de células ganglionares da
retina (CGR) e de seus ax6nios, que compdem as fibras do nervo 6ptico (HAYREH,;
PE’ER; ZIMMERMAN, 1999; NICKELLS, 2007). Durante anos, aceitou-se que 0
aumento da PIO era causa da doenca (SOMMER, 1989). No entanto, reconhece-se
hoje que a elevacdo da PIO € um dos fatores de risco (QUIGLEY, 2011). Evidéncias
crescentes sugerem que a isquemia local, levando a reducéo na perfusado, é evento
mister na patogénese da neuropatia glaucomatosa (FLAMMER; MOZAFFARIEH,
2007). Niveis reduzidos de o6xido nitrico (ON), um potente vasodilatador, foram



demonstrados em pacientes com glaucoma e em modelos animais da doenca, bem
como em outras doencas neurodegenerativas, estando implicados na diminuicéo do
fluxo sanguineo ocular e na morte neuronal, com perda de visdo (GRUNWALD et al.,
1999; GALASSI et al., 2000; DOGANAY; EVEREKLIOGLU; TURKOZ, 2002).

As fosfodiesterases (PDEs) sdo enzimas responsaveis pela hidrélise do
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) e monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc), mensageiros intracelulares responsaveis por mediar respostas a varios
horménios e neurotransmissores. A familia das fosfodiesterases é composta por 11
isoenzimas distribuidas em 6rgéos e sistemas dos mamiferos (MANALLACK et al.,
2005, GHOSH et al., 2009; FRANCIS et al., 2011). De acordo com Francis et al.
(2011) os 11 tipos de PDEs diferem entre si quanto a distribuicdo tecidual, estrutura
molecular e especificidade em hidrolisar somente AMPc (PDEs 4, 7 e 8), GMPc
(PDEs 5, 6 e 9) ou ambos (PDEs 1, 2, 3, 10 e 11). Ao hidrolisar os monofosfatos
ciclicos as PDEs regulam varios processos fisioldgicos, incluindo resisténcia
vascular, débito cardiaco, motilidade visceral, resposta imune, inflamacéo,
neuroplasticidade, viséao e reproducao (GHOSH et al., 2009).

O sildenafila, além de aprovado para o tratamento da disfuncéo eréctil, o €,
também, para o tratamento da hipertensdo arterial, uma vez que atua como inibidor
da fosfodiesterase 5 (PDE-5). A localizagcdo das PDE-5 néo se restringe ao corpo
cavernoso peniano, sendo encontrada nas células do musculo liso de artérias e de
veias periféricas, bem como na circulacdo coronariana, pulmonar, em plaquetas e
em células endoteliais de vasos sanguineos (REFFELMANN; KLONER, 2009).
Admite-se que o farmaco seja capaz de ensejar alteragbes hemodinamicas em sitios
em que a PDE-5 encontra-se presente, ocasionando alteracdes circulatorias
sisttmicas (KERR; DANESH-MEYER, 2009). Estudos mostraram acéao
neuroprotetora em modelos de doencas neurodegenerativas, mantendo niveis
aumentados de GMPc, prolongando o efeito do ON ao induzir a vasodilatacdo e
melhorando a circulagdo (DEVAN et al., 2004; ERCEG et al., 2005; JOHNSTON,
2005;. FAROOQ et al., 2008; ZHANG et al., 2001; OREJANA et al.,2012).

Com a pesquisa, objetivou-se investigar se o sildenafila, prolongando os
efeitos do ON, poderia atuar na neuroprotecao retiniana em ratos com glaucoma

induzido.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Glaucoma

O glaucoma é um grupo de doencas caracterizadas por degeneracdo
progressiva do nervo Optico, resultando na perda de campo visual e da visao,
irreversivemente (SANDALON et al., 2013).

Em seres humanos, o glaucoma € classificado em trés tipos principais:
glaucoma primario de angulo aberto (POAG), glaucoma primério de angulo fechado
e glaucoma primario congénito. O POAG ¢é o tipo mais comum em seres humanos
(BOUHENNI et al., 2012). Em caes, principais protagonistas do glaucoma em
animais, ele pode ser classificado, com base na causa ensejante, em primario,
secundario ou em congénito. Com base na aparéncia gonioscopica do angulo de
drenagem, em aberto, estreito ou em fechado. De acordo com a duracéo ou com o
estagio de evolucao, em cronico ou em agudo. O glaucoma crénico revela-se com a
elevacao progressiva da PIO. Em contrapartida, o agudo caracteriza-se por elevacéo
subita da PIO (PLUMMER; REGNIER; GELATT, 2013). De modo geral, o glaucoma,
tem sido investigado h& cerca de 50 anos, na espécie canina, alta incidéncia tém
sido relatada em Beagles, Welsh Springer Spaniel, e em muitas outras ragas. A
uveite e as neoplasias sdo as doengas oculares mais comumente relacionadas ao
glaucoma secundario (BLOCKER; VAN DER WOERDT, 2001). Estudos de POAG
em caes mostraram que as ragas Shiba-Inu e a Shih-Tzu s&o as mais acometidas
(KANEMAKI et al., 2013), entretanto, relata-se que o tipo primario de angulo fechado
€ 0 mais comum nesta espécie (SCOTT et al., 2013).

Fatores como a idade, o estresse oxidativo, alteracfes na perfusao tecidual,
alteracbes estruturais, autoimunidade e outros, além do aumento da PIO, aliados a
predisposicdo genética, induzem ao glaucoma (WIGGS, 2007; WAX; TEZEL, 2009).

A neurotoxidade no glaucoma decorre de lesdo excitotoxica. Como hipotese,
tem-se que o excesso de glutamato, neurotrasmisor excitatorio que se encontra nas
sinapse das células da retina, induz ao aumento na entrada de Ca’ na célula,
ativando a cascata pro-apoptotica vias caspases. Dentre causas de lesdes
excitotoxica destacam-se 0 estresse oxidativo, quando h& a desequilibrio entre a



producdo de radicais livres e a sua eliminacdo, a hipertrofia e alteragcdo na
expressdo génica de astrécitos, aumentando a acdo de metaloproteinases com
consequente remodelacdo da retina e do nervo éptico, e a ativacdo das células da
micréglia, que produzem enzimas pro-inflamatoérias e fatores neurotdxicos como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF a), a interleucina 6 (IL-6), ON e endotelinas
(ALMASIEH et al., 2012).

A perda da visdo em pacientes com glaucoma decorre da morte progressiva
das CGR e de seus axdnios. Enquanto a morte neuronal e de ax6nios € atribuida ao
aumento da PIO, reconhece-se que contingente significativo de casos cursam com
P1O normal ou baixa (CRISH; CALKINS, 2011). Cada vez mais, admite-se que a
elevacdo dessa variavel € um dos muitos eventos que corroboram com a evolugao
da doenca (SCHWARTZ, 2005). Evidéncias crescentes sugerem gue na neuropatia
glaucomatosa, a reducéo do fluxo sanguineo na retina interna e no nervo 6ptico € de
significativa importancia e precede a neuropatia optica (YAMAZAKI; DRANCE, 1997;
YIN et al., 1997; MICHELSON et al., 1998; HARJU; VESTI, 2001). Ela ndo se limita
ao olho, o que indica que pelo menos um componente na reducdo do fluxo
sanguineo no glaucoma € de natureza primaria. Pacientes sofrem de baixa pressao
de perfusdo ocular e de pouca capacidade de auto regulagdo, prejudicando
condicdes de adaptacdo, frente ao aumento da pressao intraocular ou a diminuicao
da pressao arterial (FLAMMER et al., 2002; FLAMMER; MOZAFFARIEH, 2007).
Resultam morte das CGR e atrofia do nervo optico (GARCIA-VALENZUELA et al.,
1995; MURAKAMI; OKISAKA, 1998; HERNANDEZ, 2000), bem como lesbes de
reperfusdo e de remodelagdo do nervo Optico (CIOFFI; SULLIVAN, 1999; KATAI;
YOSHIMURA, 1999; FLAMMER, 2001).

As CGR sé&o nutridas, e mantém-se viaveis, pela acdo das neurotrofinas,
como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF). Alteragbes nos fluxos
retrogrado e anterogrado das neurotrofinas estdo envolvidas no aparecimento das
lesBes retinianas no glaucoma (ALMASIEH et al., 2012). Evidéncias revelam que, no
glaucoma, com o aumento da PIO ha compressdo dos axdnios do nervo Optico na
lamina crivosa, tornando deficiente o transporte de proteinas, via axonal, entre o

nervo optico e as CGR (TATTON et al., 2003). Substancias que atuam sobre a



manutencdo deste tipo celular foram reconhecidas como benéficas para a
preservacao da visdo (ALMASIEH et al., 2012).

2.2  Apoptose

InvestigacBes sobre a patogénese do glaucoma tém sido beneficiadas com a
aplicacdo, em modelos animais, de apoptose e morte das CGR (REICHSTEIN et al.,
2007).

A apoptose configura-se como processo biolégico complexo para a
eliminacdo de células (PORTER; JANICKE, 1999; GALLUZZI et al., 2012), podendo
ser induzida por ampla variedade de condicfes fisiologicas e farmacoldgicas que
culminam com a condensacdo e a marginalizacdo cromatinica. Tem-se a
fragmentacdo do DNA, a vacuolizacdo citoplasmatica e morte celular. Sua
identificacdo pode se dar segundo diferentes parametros (KERR; WYLLIE; CURRIE,
1972; QU; WANG; GROSSKREUTZ, 2010).

A incidéncia de apoptose € elevada em eventos isquémicos (ROSA; BARONI;
PORTAL, 2008). Decorrentes do aumento da PIO, tém-se a constricdo de vasos da
retina e danos celulares subsequentes (BORUTAITE et al., 2003), como ativagao
das caspases, enzimas efetoras pré-apoptéticas (PETITO et al.,, 1998; MARIGO;
CRONEMBERGE; CALIXTO et al., 2001). A apoptose, portanto, € uma forma
geneticamente controlada de morte celular porque passam as células ganglionares
durante o desenvolvimento normal da retina e nas doencgas que afetam o nervo
Optico, tal como o glaucoma. Trata-se de mecanismo controlado por genes
especificos e pelos produtos gerados da morte celular. Na apoptose de células
ganglionares, reconhece-se que uma das etapas reguladoras primarias é a ativacéo
da proteina supressora tumoral p53, que atua como fator de transcricdo, que pode
super-expressar 0 gene pré-apoptético Bax e sub-expressar 0 gene anti-apoptético
Bcl-2. Alteracbes de tal ordem podem estimular eventos apoptoticos, incluindo
mudancas na permeabilidade da membrana mitocondrial, com liberacdo do
citocromo C, que ativa as caspases (VIGNESWARA et al., 2012).

Capases sdo enzimas participes da cascata em resposta a sinais pro-
apoptoticos que culminam com a morte celular (THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998).



A ativacdo da apoptose pode ser iniciada por via extrinseca (citoplasméatica) ou
intrinseca (mitocondrial) (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007; PETER, 2011).
A ativacdo da caspase-8, com consequente ativacdo da caspase-3 e a clivagem das
proteinas pro-apoptoticas da familia do gene B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), que se
ligam aos receptores da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNFr), dentre eles
destacam-se o receptor FAS, o TNFr-1, e o TRAIL, induzem a apoptose pela via
extrinseca (LUCHS; PANTALEAO, 2010). A via intrinseca é mediada por estimulos
internos de estresse intracelular, bem como por alteracdo do DNA, pela interrupcao
do ciclo celular ou pelas vias metabdlicas (PAROLIN; REASON, 2001). Decorre a
ativacdo de caspases, que corroboram com a morte celular. Ativadas, elas catalisam
a cascata pré-apoptética, intensificando a acéo proteolitica (LUCHS; PANTALEAO,
2010).

Existem caspases iniciadoras (caspase-2, 8, 9 e 10) e executoras (caspase-3,
6 e 7). As iniciadoras promovem, direta ou indiretamente, a ativacdo das executoras
(RIEDL; SALVESEN, 2007). Células death fazem parte do desenvolvimento e do
ciclo de maturacdo celulares, sendo componentes de resposta tecidual a agentes
xenobidticos (por exemplo, micro-organismos e produtos quimicos) e na
remodelacgéo tecidual (CLAVIEN; RUDIGER; SELZNER, 2001).

No glaucoma, o aumento da pressao intraocular ativa as caspases 2, 8, 9 e
10 e, posteriormente, a caspase 3 que induz a clivagem de substratos, com
consequente desorganizacéao celular (ALMASIEH et al., 2012).

O grupo Bcl (B-cell ymphoma-2), da familia de genes da leucemia de células
B/ linfoma-2, € composto tanto por proteinas pré-apoptéticas, como a Bax, quanto
por anti-apoptéticas, como a Bcl-XI e a Bcl-2. A Bcl-2, durante a apoptose,
representa proteinas que se ancoram na membrana mitocondrial, encarregadas de
inibir a apoptose (proto-oncogene antiapoptético) (PINAZO-DURAN et al., 2013).
Tais proteinas expressam-se, preponderantemente, em condi¢cdes homeostéticas.
Quando a homeostase é quebrada, células ganglionares morrem. Quatro fatores
podem induzir a quebra de homeostasia: aumento da PIO, estresse oxidativo,
diminuicdo da neurotrofina BDNF e liberagdo de citocinas pro-inflamatorias
(TATTON et al., 2003). Estudos em ratos revelam que olhos glaucomatosos com

altos niveis de expressdo de Bcl-2 (anti-apoptético), mostraram concetracdes



elevadas de CGR, mesmo nas fases de morte celular programada (ALMASIEH et al.,
2012).

Sao evidencidas, na isquemia, células com marcacgéo positiva in situ TUNEL,
método de deteccdo de areas de DNA fragmentado, eliminadas durante o proceso
de apoptose (BORUTAITE et al., 2003).

2.3 Neuroprotecéo

Ainda que a terapia para o glaucoma esteja focada na reducéo da P1O, muito
tem sido dedicado ao desenvolvimento de farmacos que oferecam protecédo neural.
Substancias foram sugeridas como candidatas a terapia neuroprotectora, baseada
em mecanismos de inibicdo da degeneracdo e da apoptose de CGR, visando a
promover a sua sobrevivéncia (SANDALON et al., 2013).

O 6xido nitrico (ON) é uma molécula labil gasosa liberada a partir de células
endoteliais. Ele induz a vasodilatacdo, ao aumento do fluxo de sangue e a
diminuicdo da resisténcia vascular (SUGIYAMA et al., 2000; TODA; NAKANISHI-
TODA, 2007). A sua inibicdo leva a reducdo de perfusédo (BUERK; RIVA;
CRANSTOUN, 1996). Néao é, portanto, surpreendente que a disfuncdo endotelial
vascular, resultando na reducdo dos niveis de ON, seja encontrada em pacientes
com glaucoma, desenvolvendo aumento na resisténcia vascular da retina
(GRUNWALD et al., 1999; GALASSI et al.,, 2000; DOGANAY; EVEREKLIOGLU;
TURKOZ, 2002). A deficiéncia na producdo do ON é, por conseguinte, participe da
patogénese do glaucoma, enquanto a sintese e a liberagdo aumentadas podem
prevenir a progressao das manifestacdes lesivas (TODA; AYAJIKI; OKAMURA,
2005; TODA; NAKANISHI-TODA, 2007).

O efeito vasodilatador do ON é mediado pela guanilato ciclase, aumentando a
producdo de GMPc, que resulta em relaxamento da musculatura lisa dos vasos. O
GMPc é degradado pela PDE-5. Inibidores de PDE-5 melhoram, temporalmente, os
efeitos vasodilatadores da via ON/GMPc, aumentando a perfusdo (WALDMAN;
MURAD, 1987) (Figura 1).

Testaram-se agentes vasoativos, incluindo o sildenafila e o tadalafila,
empregados no tratamento da disfuncdo eréctil (BEHESHTIAN et al.,, 2008), e



eficazes em modelos de lesGes de isquemia/reperfusdo (I/R) em diferentes érgaos
(KUKREJA et al, 2005; SOYDAN et al., 2009; ARIKAN et al., 2010; ORUC et al.,
2010; YILDIZ, et al., 2011). Encontraram-se aumento da sobrevivéncia e prevencgao
de danos celulares, relacionados com niveis elevados de ON. O sildenafila mostrou-
se efetivo em modelos de lesdo neuronal e de isquemia cerebral em ratos. O
tratamento resultou em aumento dos niveis séricos de ON, na melhoria da perfuséo,
na sobrevivéncia de neurdnios e na neurogénese (ZHANG et al., 2006; KO et al.,
2009; SERARSLAN et al., 2010; OZDEGIRMENCI et al.,2011).

_ > GMPc na circulacao arterial
ﬁu

GMPc ativacao da proteina quinase

xBerEura aOS canals senS|E|vos a po!assm e
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HI:EI’pO arlizacao da memprana
nibicao do influxo de calcio pelo canais Ca L-type

Figura 1. Representacdo esquematica da acdo do Oxido nitrico (ON) sobre a
musculatura lisa arterial e agéo de inibidores da fosfodiesterase-5 (PDE-
5), mediada pelo monofosfato de guanosina ciclico (GMPc)
(SHEKERDEMIAN; RARN, 2002).

AlteracOes vasculares e isquemia local s&o reconhecidas como estando entre
0s principais fatores de risco no glaucoma (FLAMMER et al., 2002; FLAMMER,;
MOZAFFARIEH, 2007). Pacientes com glaucoma sofrem de disfuncdo endotelial,
resultando em baixos niveis de ON (GRUNWALD et al., 2001). A reducéo do fluxo
sanguineo na retina e no nervo 6ptico resulta em morte neuronal, em neuropatia
Optica e em perda progressiva de visdo (MICHELSON et al., 1998; YIN et al., 1997,
HARJU; VESTI, 2001).

Com base nos resultados de estudos em diferentes oOrgaos e tecidos,
incluindo o sistema nervoso central e o coragédo (SALLOUM et al., 2008), em que o

sildenafila reduziu a apoptose da célula cardiaca, por diminuicdo do estresse



oxidativo (EBRAHIMI et al., 2009), demonstrou-se que a substancia foi capaz de
atenuar a apoptose de miocélulas cardiacas em modelo de cardiotoxicidade por
doxorrubicina (FISHER et al., 2005), e de reduzir a necrose em casos de infarto do
miocardio (SALLOUM et al.,, 2008). Em contrapartida, estudos mostraram que o
aumento de ON causa lesdo do DNA, apoptose celular, neurotoxicidade e
inflamacdo. Quando a concentracdo de ON é maior que 1 pM, os efeitos
predominantes mediados por ele incluem a desaminacédo, oxidacdo ou nitracado do
DNA, via interacdo do ON com radicais superdoxido ou de oxigénio. Quando a
concentracdo é menor que 1uM, suas acOes sdo diretas, sem interagir com 0s
radicais superoxido ou de oxigénio, podendo regular atividades fisiolégicas, por
diferentes vias de sinalizacdo (LEE; CHENG, 2004).

O ON é produzido pela 6xido nitrico sintase. Existem trés tipos de sintase: a
neuronal, a induzivel e a endotelial. Pesquisas mostram que na morte celular,
aumenta a producao de receptores de glutamato NMDA (N-methyl-D-aspartato), com
incremento no influxo de Ca* para a célula e, por conseguinte, formacgdo de ON via
oxido nitrico sintase neuronal (CHEN et al.,2013). Em individuos sadios, a enzima
pode estar presente em baixa quantidade ou mesmo ausente, tendo sua expressao
mediada pela ativagcdo do sistema imune. Quando ha exposicdo continua a
citocinas, sua expressao aumenta, mediada pelas células da glia, com consequente

degeneracao da retina e da cabeca do nervo optico (WAX; TEZEL, 2009).

2.4 Inibidores da fosfodiesterase e agdo vasodilatadora ocular

As PDEs sdo enzimas responsaveis pela quebra do GMPc e do AMPc,
segundos mensageiros com fungdes especificas. As PDEs provém a hidrolise
destes a quem estdo ligadas, convertendo-os em monofosfatos biologicamente
inativos, que resulta em alguma funcdo fisiolégica (CORBIN; FRANCIS, 2002,
PORST, 2004).

As PDEs séao divididas em 11 familias, compostas pela unido de mais de 50
isoformas. Os inibidores da PDE-5 se assemelham estruturalmente a base
guanosina do GMPc, ocupando o sitio ativo da enzima, prevenindo a hidrdlise desse

segundo mensageiro e, dessa forma, contribuindo para o aumento dos efeitos
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vasodilatadores do ON (KUKREJA et al., 2005; WRIGHT, 2006; UTHAYATHAS et
al., 2007). Farmacos inibidores da fosfodiesterase do tipo-5 sdo capazes de inibir a
hidrolise do GMPc, aumentando a concentracdo desse segundo mensageiro na
parede lisa dos vasos. O evento resulta em aumento da acgéo intravascular do ON e
em vasodilatacao local.

A PDE-5 é encontrada em grande quantidade no corpo cavernoso peniano e
€ a fosfodiesterase mais abundante nesse tecido, sendo a principal responsavel por
regular os niveis locais de GMPc por hidrolise. Os niveis de GMPc circulantes
modulam a atividade enddégena do ON e, consequentemente, o tbnus vascular
sendo, portanto, um alvo para intervencdes terapéuticas na disfuncéo erétil, visto
gue a erecao é um processo hemodinamico (KUKREJA et al., 2005).

A PDE-5 encontra-se, também, presente em células da musculatura lisa
vascular dos pulmdes, razao pela qual os inibidores da PDE-5 tém sido observados
no controle da hipertensdo pulmonar. Relatos cientificos tém mostrado os valores do
citrato de sildenafila, na pratica médica, por via oral e por nebulizacdo, como opcéao
terapéutica em casos de hipertensdo pulmonar n&o responsiva a hidralazina
(PRASAD; WILKINSON; GATZOULIS, 2000; SASTRY; NARASIMHAN; REDDY,
2000; WILKENS et al., 2001; GHOFRANI et al., 2002; LEPORE; MAROO; PEREIRA,
2002; GHOFRANI et al., 2003a; GHOFRANI et al., 2003b).

N&o obstante, por ser estruturalmente semelhante a PDE-5, a fosfodiesterase
do tipo-6 (PDE-6) pode ser inibida por farmacos inibidores de PDE-5, com
consequente alteracdo na funcéo visual. A PDE-6 € uma isoenzima da familia das
fosfodiesterases presente na retina que desempenha importante papel na
transducdo dos estimulos luminosos em impulsos nervosos (GRAHAME-SMITH,;
ARONSON, 2004; SEFTEL, 2004; ASHBY, 2006; WRIGHT, 2006; STOCKMAN et
al., 2007).

Estudos comprovam a ocorréncia de vasodilatacdo promovida pelo citrado de
sildenafila. Segundo Pache et al. (2002), que avaliaram o efeito do sildenafila na
dose oral de 50 mg em homens e em mulheres em idade adulta, o farmaco foi capaz

de aumentar em 5,8% o diametro de artérias e de veias retinianas, decorridos 30
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minutos da administracdo. O estudo foi conduzido utilizando-se programa de anélise
de vasos retinianos®, sendo possivel a comprovacéo da acéo vasodilatadora.

A avaliacdo da circulacdo retrobulbar pelo Doppler colorido apés
administracdo de 100 mg de sildenafila por via oral, em homens, mostrou aumento
significativo da velocidade sistélica maxima (VSM) e da velocidade diastélica final
(VDF) na artéria oftalmica, decorrida uma hora da sua administracdo (KURAHASHI
et al. 2002).

Siu et al. (2000) avaliaram a repercussao hemodinamica, em pacientes que
receberam 100 mg de sildenafila, sobre o fluxo sanguineo ocular, utilizando-se da
laser Doppler fluxometria, mas ndo encontraram alteracdes significativas. Sponsel et
al. (2000) avaliaram o fluxo sanguineo ocular pulsétil em homens que receberam 50
mg de sildenafila por via oral, e observaram aumento em cerca de 30%, decorrente
de alteragdes intrinsecas na musculatura vascular coroidal, resultando em
vasodilatacao.

Pesquisaram-se efeitos do sildenafila sobre a pressdo intra-ocular, em
pacientes humanos portadores de glaucoma cronico de angulo aberto. Avaliou-se a
pressao intra-ocular no interregno de cinco horas ap0s a administracdo de 100 mg
do farmaco por via oral. Nao se encontraram alteragfes significativas (GRUNWALD
et al., 2001).

Amaral et al. (2014) demonstraram que sildenafila melhora a circulagdo
sanguinea na retina de coelhos, por aumentar a velocidade do fluxo sanguineo e por
diminuir a pressao de perfusdo. Os autores utilizaram a angiografia fluoresceinica e
comprovaram aumento da velocidade nas fases arterial e arterio-venosa, aos 7° e

15° dias de tratamento.

3. OBJETIVOS

Avaliar a acdo neuroprotetora do citrato de sildenafila, em retinas de
ratos com glaucoma agudo induzido. Buscar compreender a eventual

acdo neuroprotetora do farmaco, a morfometria, & histologia, a

! Retinal Vessel Analyser - RVA, Imedos, Weimar, Alemanha
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imuno-histoquimica e quanto a marcacdo pelo teste de TUNEL, comparando-se a
expressdo de marcadores relacionados a acdo da substancia na retina e de

marcadores de apoptose, entre individuos tratados e nao tratados.

4, MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracdes quanto a ética

A pesquisa foi realizada atendendo-se as normas da Association for Research
in Vision and Ophthalmology — ARVO (National Institutes of Helth Publications n. 85-
23: Revised 1985), de consoante com o codigo de NUREMBERG (GOLDIM, 1995).
Outrossim, sob expressa autorizacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal (Protocolo n°® 009328-13).

4.2 Animais

Vinte e sete ratos (Rattus novergicus), da linhagem Lewis/SsNHsd?, adultos,
machos, com peso meédio de 3509 foram utilizados na consecucao da pesquisa. Os
animais foram clinica e oftalmicamente avaliados por métodos rotineiros e alocados
em ambiente ventilado, em gaiolas apropriadas, limpas e higienizadas, com dieta a
base de racdo comercial e de agua potavel “ad libitum”, e foram mantidos sob ciclos
de 12 horas de luz e a temperatura controlada.

Aviva-se que o0 rato é o modelo animal mais utilizado atualmente em
pesquisas sobre o glaucoma (MORRISON; JOHNSON; CEPURA, 2008; GUERIN et
al., 2011; SANDALON et al., 2013) e que a linhagem Lewis, isogénica, possibilita
estudos com respostas semelhantes entre os individuos. Empregar ratos
endogamicos é alternativa que ajuda a obter informacfes quanto a compreensao do
funcionamento orgéanico, relativamente ao processo saude-doenca no ser humano
(ADER, 2003).

2 Harlan Laboratories Inc, Israel
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4.3 Grupos e protocolos experimentais

Constituiram-se cinco grupos, sendo um controle (Controle, n=3), composto
por 3 animais, sem glaucoma e sem tratamento, e quatro tratados (1, 13, 14 e 20
DIAS, n=6), cada um composto por 6 animais, todos com glaucoma agudo unilateral
induzido. Destes, 3 animais foram tratados com citrato de sildenafila (GS= olhos com
glaucoma de animais tratados com sildenafila/ CS= olhos contralaterais de animais
tratados com sildenafila) e 3 tratados com placebo (GP= olhos com glaucoma de
animais placebos/ CP= olhos contralaterais de animais placebos), em diferentes
protocolos de tratamento (Tabela 1).

A inducdo do glaucoma deu-se por paracentese da camara anterior.
Empregou-se agulha de calibre 30G?, acoplada a equipo e a um frasco de solucédo
salina 0,9%*, posicionado a altura de 150 centimetros do olho, visando a causar
aumento da pressao hidrostatica e a manter a PIO proxima a 70 mmHg (Tabela 2).
O dispositivo foi mantido por 60 minutos e a PIO avaliada empregando-se tondmetro
de rebote® antes, aos 3 e aos 57 minutos da inducdo (OFRI et al., 1993; SANDALON
et al., 2013). Colirio local, base de cloridrato de proximetacaina® 0,5%, e associacao
de quetamina’ (75mg/Kg) e xilazina® (10mg/kg), pela via intraperitoneal, foram
empregados para a anestesia.

Os animais dos grupos tratados receberam citrato de sildenafila® (comprimido
de 50mg macerado de maneira estéril em solucdo salina®) a concentracdo de
1mg/ml, em doses e frequéncias variaveis (Tabela 1), pela via intraperitoneal. Os
placebos receberam solucdo salina 0,9%°* com iguais critérios. Todos 0s animais
sofreram eutanasia, realizada com injecdo intraperitoneal da associacdo de

quetamina’ (100mg/ml) com xilazina® (20mg/ml) e posterior injecéo intracardiaca de

% BD Becton, Dickinson and Company, New Jersey, EUA

* TEVA Medical, Petach Tikva, Israel

® TonoVet, Icare , Helsinki, Finlandia

® Anestalcon, Alcon

"Ketamine hydrochloride, Vétoquinol (UK) Ltd, Lure cedex, France
8 Xylazine hydrochloride 23.32 mg/ml, Eurovet, Bladel, Netherlands
® Sildenafil citrate, Pfizer Inc, New York, USA
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pentobarbital sédico™® (120mg/kg) (CLOSE, 1997), 1 hora apds a Ultima dose, no

ultimo dia de tratamento.

Tabela 1. Protocolo de Tratamento: discriminacdo quanto a denominagao do grupo,
guanto a dose de sildenafila administrada e quanto ao periodo de
tratamento. Botucatu, SP, Brasil, 2013.

GRUPO DOSE PERIODO DE TRATAMENTO

1 DIA 1 mg/Kg 3 dias antes, no dia, e 1 dia pos elevacdo aguda da PIO
13 DIAS 1 mg/Kg 6 dias antes, no dia, e 13 dias pos elevacdo aguda da P1O
14 DIAS 1 mg/Kg 3 dias antes, no dia, e 14 dias poés elevacdo aguda da PIO
20 DIAS 0,5mg/Kg 3 dias antes, no dia, e 3 dias pos elevacdo aguda da P1O

19 pentobarbitone sodium 200 mg/ml, CTS, Hod-Hasharon, Israel
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Tabela 2. Descricdo da numeracao dos ratos utilizados, do ollho escolhido em
sorteio aleatério para a inducdo do glaucoma, do tempo de
manutencdo da PIO elevada, dos valores de PIO avaliados logo
apos inducdo do glaucoma e da manutencao dos individuos apos a
inducdo, até a eutanasia. Botucatu, SP, Brasil, 2013.

VALOR DE PIO

TEMPO DE TEMPO ENTRE
~ AFERIDA ~
OLHO MANUTENCAO INDUCAO
RATO HIPERTENSO DE ALTNA mﬁ%g'mglﬂzggz GLAUCO,MA E
PRESSAO GLAUCOMA EUTANASIA
918 Esquerdo 1h 70 mmHg
460 Esquerdo 1h 71 mmHg
373 Direito 1h 71 mmHg 1 DIA
416 Esquerdo 1h 73 mmHg
807 Direito 1h 70 mmHg
810 Direito 1h 70 mmHg
984 Esquerdo 1h 42 mmHg
483 Direito 1h 65 mmHg
656 Direito 1h 50 mmHg
697 Esquerdo 1h 47 mmHg 13DIAS
458 Direito 1h 58 mmHg
425 Esquerdo 1h 42 mmHg
741 Esquerdo 1h 70 mmHg
695 Direito 1h 71 mmHg
361 Direito 1h 69 mmHg
409 Esquerdo 1h 80 mmHg 14DIAS
601 Direito 1h 75 mmHg
624 Esquerdo 1h 67 mmHg
661 Esquerdo 1h 73 mmHg
802 Esquerdo 1h 74 mmHg
888 Direito 1h 76 mmHg
555 Direito 1h 77 mmHg 20DIAS
995 Direito 1h 70 mmHg

909 Esquerdo 1h 74 mmHg
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4.4  Coleta, armazenamento e preparagdo das amostras

Apés eutanasia dos animais, os olhos foram fixados em solucdo de
formaldeido a 10% tamponado (pH 7,4)", por 48 horas. Fixadas, as amostras foram
lavadas em agua corrente, mantidas em &lcool etilico'* 70%, até o processamento
de inclusdo. Os procedimentos relativos a esta etapa da pesquisa foram realizados
no “The Koret School of Veterinary Medicine - Robert H. Smith Faculty
of  Agriculture, Food and Environment - Hebrew University of
Jerusalem”. A preparacao das amostras deu-se no Laboratério de Histopatologia da
FMVZ/Unesp, Campus Botucatu, em dispositivo automatico de processamento de
tecido (TP1020)*%. Os olhos, inteiros, foram incluidos em parafina e cortados
transversalmente em secc¢fes consecutivas, de 3 um de espessura, em micr6tomo
rotativo automatico (RM2255)*3, até atingir o centro do nervo 6ptico, incluindo a
retina e o nervo éptico. Para cada avaliacdo, confeccionou-se uma lamina por olho,

por animal, e por avaliacdo (morfometria, histopalogia, imuno-histoquimica, TUNEL).
45 Morfometria e histologia

Para a morfometria e a histologia, realizaram-se a desidratacdo, a
clarificacdo, a impregnacéo, a inclusdo e a desparafinizagéo, em estufa. Em seguida
empregaram-se, para a coloragdo, Hematoxilina de Harrys (Hematoxilina
monohidratada, n°. 59380025)%, e Eosina de Lyson (Eosina amarelada, no.
59350025)".

Para a morfometria, com o auxilio de um programa de analise de imagens
Leica QWin v3.0”, em microscoépio éptico convencional (Leica, DMR) equipado com
camara digital (Leica, DFC500)", cinco imagens (campos) foram obtidas, de cada
lamina (objetiva 40x), contemplando-se toda a extensdo da retina, da ora serrata a
ora serrata (Figura 2), incluindo-se a cabeca do nervo Optico, em sua porcéo central.

Em cada campo realizaram-se cinco avaliagdes, equidistantes, da espessura total da

1 10% neutral buffered formalin, Thermo electron corporation, Cheshire, UK
12 Ethanol Absolute AR-b, Bio Lab Ltd, Jerusalem, Israel

3 eica Biosystems, Richmond, USA

% |abSynth, Diadema, SP, Brasil
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retina (Figura 3), bem como das espessuras de cada uma de suas camadas (Figura
5). Obtiveram-se a média e desvio padrdo. Contaram-se as células ganglionares da
retina em toda extenséo da retina de cada lamina (Figura 4). A calibracdo espacial
do sistema de analise de imagem foi realizada empregando-se régua micrométrica.

Para a histopatologia, avaliou-se descritivamente a presenca de alteracoes
nos ambitos vascular (congestdo), inflamatério (infiltrado), celular (picnélise,
evidenciacdo cromatinica) e tecidual (atrofia, perda de definicdo) (Adaptado de
JOHNSON et al., 2000).

Figura 2. Fotomicrografia de retina ilustrando a ora serrata (seta preta). Rato
(Rattus norvegicus), da linhagem Lewis/SsNHsd, macho, adulto, higido,
(HE, 40x). Laboratério de Histopatologia FMVZ/Unesp, Campus
Botucatu, SP, Brasil, 2013.



Figura 3. Imagem representativa das cinco avaliagdes realizadas por campo,
para avaliagdo da espessura total da retina (linhas vermelhas). Rato
(Rattus norvegicus), da linhagem Lewis/SsNHsd, macho, adulto, higido.
Programa de andlise de imagens Leica QWin v3.0. Botucatu, SP,
Brasil, 2013.

“dniciacy &

Figura 4. Imagem representativa da contagem de células na camada de células
ganglionares da retina (+ vermelhos). Rato (Rattus norvegicus), da
linhagem Lewis/SsNHsd, macho, adulto, higido. Programa de analise
de imagens Leica QWin v3.0. Botucatu, SP, Brasil, 2013.
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Figura 5.

Imagem representativa das cinco avaliagcdes realizadas por campo,
respectivamente a espessura de cada camada da retina (linhas
vermelhas). Em A, camada de células ganglionares; em B, camada
plexiforme interna; em C, camada nuclear interna; em D, camada
plexiforme externa; em E, camada nuclear externa e em F, camada de
fotorreceptores.  Ratos  (Rattus  norvegicus), da linhagem
Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos. Programa de analise de
imagens Leica QWin v3.0. Botucatu, SP, Brasil, 2013.
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4.6 Imuno-histoquimica

Avaliou-se a distribuicdo tecidual dos anticorpos primarios caspase-9,
caspase-3, Bcl-2, NOS-2, PDE-5 e PDE-6, com énfase na camada de células
ganglionares da retina.

A padronizacdo deu-se no Laboratério de Imuno-histoquimica da
FMVZ/Unesp, Campus Botucatu. Foram testadas diferentes diluicdes para cada um
dos anticorpos primarios™. Realizaram-se ajustes na etapa de recuperacdo
antigénica, a fim de se obterem marcacdes especificas (Tabela 3). Descreve-se, a
seguir, o protocolo adotado.

Cortes histologicos distendidos em laminas silanizadas permaneceram 8
horas em estufa, a 56°C. Eles foram desparafinizados com xilol** e re-hidratados em
alcool etilico™, em concentracdes decrescentes (xilol I, xilol Il, alcool absoluto I,
alcool absoluto II, &lcool absoluto Ill, alcool 95% e &lcool) e lavados em &gua
deionizada®®. A recuperacao antigénica foi realizada com tampao citrato pH 6,0, em
panela de press&o’’, em banho maria’® ou em steamer®® de acordo com o protocolo
estabelecido para cada anticorpo primario (Tabela 3). As laminas foram resfriadas
em temperatura ambiente, por 20 minutos, lavadas em agua deionizada®® e tratadas
com solucdo de metanol* e peréxido de hidrogénio™ a 8%, para bloqueio da
peroxidase enddgena, por 20 minutos. Posteriormente, foram lavadas em &agua
deionizada®®, por cinco minutos. Os cortes foram submetidos a blogueio de proteinas
inespecificas com leite em p6 desnatado 16% (Molico®), por 60 minutos, e lavados
em agua deionizada, duas vezes, por cinco minutos cada.

O material foi incubado em anticorpo primario (Tabela 3). Posteriormente, as
laminas foram lavadas em tampdo TRIS pH 7,4°. Em ato continuo, elas foram
incubadas com anticorpos secundarios de complexo estreptoavidina biotina, em

Histofine?* ou em LSAB %2, durante 30 minutos, em temperatura ambiente (27°C) e,

15 Antibody diluent, Dako, Carpinteria, CA, EUA

'8 Dionizador comum DAU100, Union, Curitiba, PR, Brasil

7 pascal®; Dako, Carpinteria, CA, EUA

'8 Banho Maria Analégico TBI 45/100, SPLabor, Presidente Prudente, SP, Brasil
19" Steam Cusine 700, T-FAL, Inglaterra

20 Trizma Base®-Sigma Chemical Co, EUA

2! Histofine Simple Stain MAX PO, Nichirei, Tokyo. Japan

22 LSAB System HRP K0690, Dako, USA
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em seguida, lavadas com solucdo tampdo TRIS pH 7,4%° por trés vezes. A
coloracéo foi obtida utilizando-se 3,3’ Tetracloreto de Diaminobenzidina?®. Os cortes
foram contra corados com Hematoxilina Harrys®* e desidratados em concentracdes
crescentes de &lcool* e xilol** (Alcool 85%, alcool 95%, alcool absoluto I, alcool
absoluto II, alcool absoluto Ill, xilol I, xilol II e xilol 1l). As laminas foram montadas
com entellan® e laminula.

Para os controles negativos, os anticorpos primarios foram substituidos por
tampdo TRIS e, para os positivos, seguiram-se as instru¢cdes do fabricante (site

www.protein-atlas.com).

Tabela3. Imunomarcacdo dos anticorpos Caspase-9, Caspase-3, Bcl-2, NOS-1,
NOS-2, PDE-5, e PDE-6, em retina. Ratos (Rattus norvegicus) da
linhagem Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos. Laborat6rio de
Imuno-histoquimica FMVZ/Unesp. Botucatu, SP, Brasil, 2013.

Método de Periodo

Anticorpo Fabricante = . Localizagéo
Brimario e Clone Diluicdo Recuperacéao de
Antigénica Incubacdo  daMarcacgéo
Caspase- Cell 1:100 Citrato pH6,0/ ON/4°C  Citoplasma/nucleo
9 Signaling BW
(Asp 353)
Caspase- R&D 1:250 Citrato pH6,0/  2h/27°C Citoplasma
3 Systems Steam
AF-605-NA
Bcl-2 Abcam 1:1000 Citrato pH6,0/  2h/27°C Citoplasma
(ab7973) Steam
NOS-2 SantaCruz 1:500 Citrato pH6,0/  2h/27°C Citoplasma
(C19): Pascal
SC-649
PDE-5 Santa Cruz  1:500 Citrato pH6,0/ ON/4°C Citoplasma
(H-120): BW
SC-32884
PDE-6 Abcam 1:1000 Citrato pH6,0/  2h/27°C Citoplasma/
Ab5659 BW membrana

WB: Banho Maria (96°C), 30 minutos; ON: overnight (4°C),18h.

% DAB, Liquid DAB Cromogen®, Carpinteria, USA
* HHS.Sigma-Aldrich, Sant Luis, USA
% Entellan Merk KGaA, Darmstadt, Alemanha
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As laminas foram fotografadas em microscépio de luz?®, com objetiva de 40X,
e as imagens processadas em software?’. Toda a extensdo do corte de foi avaliada.
Empregou-se indice semi-quantitativo para discriminacdo do percentil de células
positivas, por escore de marcacdo (Tabela 4) e indice quali-quantitativo para a
contabilizagcdo da intensidade de marcacao, classificada como discreta, moderada

ou intensa.

Tabela 4. Classificacdo da imunomarcacéo e da marcacdo TUNEL, por indice semi-
quantitativo em retina. Ratos (Rattus norvegicus), da linhagem
Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos. Laboratério de Imuno-
histoquimica FMVZ/Unesp. Botucatu, SP, Brasil, 2013.

indice Marcacao
0 nihil
1 Marcacéo de 1-25%
2 de 26-50% do campo marcado
3 de 51-75% do campo marcado
4 mais de 76% do campo marcado

4.11 Teste de TUNEL

Realizou-se a marcacao de células em apoptose empregando-se o teste de
deteccdo de fragmentacdo de DNA TUNEL In situ POD?. As laminas foram
desparafinizadas. Empregou-se bloqueio da peroxidase endégena em solucdo de
peroxidase®, diluida em metanol*, na concentracdo 3%, durante 20 minutos. As
laminas foram lavadas em tamp&o fosfato salino®® e incubadas em éter monol[p-
(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenilico] de polietilenglicol *°, durante oito minutos, seguindo-

se as instrucdes dos fabricantes. Utilizou-se 3,3’ Tetracloreto de Diaminobenzidina®,

%6 Nikon Eclipse E200®, Nikon, Melville, NY, EUA

°" eica QWin Plus, Wetzlar, Alemanha

%8 Roche®, Alemanha

2 PBS Kasvi K9-3441, SPLabor, Presidente Prudente, SP, Brasil
% Triton™X-100, Sigma-Aldrich, Sant Luis, USA
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como cromégeno. Amostras incubadas com DNase foram usadas como controle
positivo, e amostras negativas foram feitas pela exclusao da enzima Tdt.

As laminas foram fotografadas em microscépio de luz*®, em objetiva de 40X, e
as imagens processadas em software”, avaliando-se toda a extensdo do corte.
Empregou-se indice semi-quantitativo para discriminacdo do percentil de células
positivas por escore de marcacdo, nha camada de células ganglionares da retina
(Tabela 4).

4.10 Estatistica

Para os valores da espessura total da retina, de suas camadas e a contagem
global de células na camada de células ganglionares, os resultados foram avaliados
guanto a sua normalidade, aplicando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Empregou-
se Andlise de Variancia para se comparar a média de cada variavel entre 0s grupos.
O post test de Bonferroni foi utilizado para se ajustarem os valores-P resultantes de
comparacdes mdltiplas®. Adotou-se, para todas as anélises, nivel de significancia
estatistica de p <0,05. Quanto a presenca de alteraces histologicas e aos escores
da imunomarcacdo e da marcacdo do teste de TUNEL, empregou-se analise

descritiva.

5 RESULTADOS
5.5 Morfometria e histologia

Todos os grupos tratados, sildenafila ou placebo, apresentaram diminuicdo da
espessura total da retina, quando comparados ao grupo controle. A maior
significancia deu-se em olhos com glaucoma. (Grupo 1 dia CS,CP,GS,GP/Controle
p<0,05, Grupo 13 dias GS,GP/Controle p<0,05, Grupo 14 dias GS,GP/Controle
p<0,05, Grupo 20 dias GS,GP,CP/Controle p<0,01 e GS/CS p<0,05) (Figura 6).

# GraphPad Prism 4.0®, GraphPad Software, Inc, La jolla, CA, USA
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Legenda: GS (olhos com glaucoma agudo induzido, de animais tratados com citrato de sildenafila), CS (olhos
contralaterais, de animais tratados com citrato de sildenafila), GP (olhos com glaucoma agudo induzido, de animais
placebos), CP (olhos contralaterais, de animais placebos). Barras ligam resultados com diferen¢a estatistica significativa
(p< 0,05).

Figura 6. Média e desvio padrao da espessura total da retina nos grupos 1 dia,
13 dias, 14 dias e 20 dias. Ratos (Rattus norvegicus), da linhagem
Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos. Botucatu, SP, Brasil, 2013.

* Teste Bonferroni (p < 0,05)

A camada de CGR, quanto a sua espessura, ndo apresentou diminuicao
estatisticamente significativa nos grupos 1 dia e 13 dias. No grupo 14 dias houve
diminuicdo da espessura em olhos com glaucoma de animais tratados com placebo
(GP), comparados aos contralaterais de animais tratados com sildenafila (CS)
(p<0,05). A diferenca foi também observada no grupo 20 dias com maior
significanica (p<0,01). Observou-se, adjunto, diminuicdo desta camada em olhos
com glaucoma de animais tratados com sildenafila (GS), comparativamente aos
contralaterais dos mesmos animais (CS) (p<0,01). Encontraram-se, ainda,
diferencas significativas, nos grupos 13 e 14 dias, comparativamente ao grupo
controle (Grupo 13 dias GP/Controle p<0,05, Grupo 14 dias GS/Controle p<0,01 e
GS/Controle p<0,05) (Figura 7).
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Legenda: GS (olhos com glaucoma agudo induzido, de animais tratados com citrato de sildenafila), CS (olhos
contralaterais, de animais tratados com citrato de sildenafila), GP (olhos com glaucoma agudo induzido, de
animais placebos), CP (olhos contralaterais, de animais placebos). Barras ligam resultados com diferenca
estatistica significativa (p < 0,05).

Figura 7. Média e desvio padrdao da espessura da camada de células
ganglionares da retina nos grupos 1 dia, 13 dias, 14 dias e 20
dias. Ratos (Rattus norvegicus), da linhagem Lewis/SsNHsd,
machos, adultos, higidos. Botucatu, SP, Brasil, 2013.

* Teste Bonferroni (p < 0,05)

A espessura da camada plexiforme interna nao revelou diferenca estatistica
no grupo 1 dia (p>0,05). O grupo 13 dias apresentou diminuicdo em olhos com
glaucoma de animais tratados com sildenafila (GS), comparativamente aos olhos do
do grupo controle (p<0,05), essa mesma comparacao (GS/Controle) fora, também,
observada nos grupos 14 e 20 dias, com valores p= 0,01 e 0,001, respectivamente.
Observou-se, ainda, no grupo 14 dias, diminuicdo da espessura em olhos com
glaucoma de animais tratados com sildenafila (GS), quando comparados aos olhos
contralaterais (CS) (p<0,05), e aos contralaterais de animais tratados com placebo
(CP) (p<0,01), estes ultimos também se diferenciaram estatisticamente de olhos com
glaucoma dos mesmos animais (p<0,05). Demais diferencas encontradas,
relativamente ao grupo 20 dias, foram: CS/GS (p<0,01), CS/GP (p<0,05) e CP/GS
(p<0,01) (Figura 8).
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Legenda: GS (olhos com glaucoma agudo induzido, de animais tratados com citrato de sildenafila), CS (olhos
contralaterais, de animais tratados com citrato de sildenafila), GP (olhos com glaucoma agudo induzido, de
animais placebos), CP (olhos contralaterais, de animais placebos). Barras ligam resultados com diferenca
estatistica significativa (p < 0,05).

Figura 8. Média e desvio padrdo da espessura da camada plexiforme
interna da retina nos grupos 1 dia, 13 dias, 14 dias e 20 dias.
Ratos (Rattus norvegicus), da linhagem Lewis/SsNHsd,
machos, adultos, higidos. Botucatu, SP, Brasil, 2013.

* Teste Bonferroni (p < 0,05)

O grupo 13 dias ndo apresentou diferenca estatistica significativa, quanto a
espessura da camada nuclear interna, razdo do alto valor de desvio padrdo
observado. Houve diminuic&o significativa da espessura em todos animais do grupo
1 dia, comparativamente ao grupo controle, sendo a maior diferenca a encontrada
nos olhos com glaucoma (p<0,01). Tanto no grupo 14 dias, quanto no grupo 20 dias,
encontraram-se diferencas significativas entre olhos de animais do grupo controle e

olhos com glaucoma tratados com sildenafila ou com placebo (p<0,05) (Figura 9).
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Legenda: GS (olhos com glaucoma agudo induzido, de animais tratados com citrato de sildenafila), CS (olhos
contralaterais, de animais tratados com citrato de sildenafila), GP (olhos com glaucoma agudo induzido, de
animais placebos), CP (olhos contralaterais, de animais placebos). Barras ligam resultados com diferenca
estatistica significativa (p < 0,05).

Figura 9. Média e desvio padrédo da espessura da camada nuclear
interna da retina nos grupos 1 dia, 13 dias, 14 dias e 20 dias.
Ratos (Rattus norvegicus), da linhagem Lewis/SsNHsd,
machos, adultos, higidos. Botucatu, SP, Brasil, 2013.

* Teste Bonferroni (p < 0,05)

Houve diminuicédo significativa da espessura da camada plexiforme externa da
retina, entre o grupo controle e os animais dos grupos 1 dia, 13 dias, 14 dias e 20
dias, com glaucoma e tratados com sildenafila (Grupo 1 dia GS/Controle p<0,05,
Grupo 13 dia GS/Controle p<0,01, Grupo 14 dias GS/Controle p<0,05, Grupo 20 dias
GS/Controle p<0,01). As demais diferencas observadas foram: Grupo 13 dias
GP/Controle e p<0,05, Grupo 20 dias CP, GS e GP/Controle p<0,05, e p<0,01,

respectivamente (Figura 10).



28

_ GRUPODIA 1 _ GRUPO DIA 13
5 ?_‘115- 2 E 125
%‘E 10.6+ § g 1)
3 & 55 em
g %‘ g E 504
w2 22 15
o # Contros = Cs cP  GS GP  Conlrow
TRATAMENTOS
GRUPO DA 14 GRUPO DIA 20
5 i 125 3 E_ (FEL
o = -
:E ] ||i s /
/ /
@ 2 28 15
a Y GP  Controe & S cP G3 GP Controw
TRATAMENTO S TRATAMENTO S

Legenda: GS (olhos com glaucoma agudo induzido, de animais tratados com citrato de sildenafila), CS (olhos
contralaterais, de animais tratados com citrato de sildenafila), GP (olhos com glaucoma agudo induzido, de
animais placebos), CP (olhos contralaterais, de animais placebos). Barras ligam resultados com diferenca
estatistica significativa (p < 0,05).

Figura 10. Média e desvio padrdo da espessura da camada plexiforme
externa da retina nos grupos 1 dia, 13 dias, 14 dias e 20 dias.
Ratos (Rattus norvegicus), da linhagem Lewis/SsNHsd, machos,
adultos, higidos. Botucatu, SP, Brasil, 2013.

* Teste Bonferroni (p < 0,05)

A espessura da camada nuclear externa da retina, mostrou diminuigao
significativa nos grupos tratados com sildenafila ou com placebo, em relacdo ao
grupo controle (p<0,05), com maior significancia no grupo 20 dias, onde se
observaram valores de p<0,001. No Grupo 14 dias, devido ao alto desvio padrao,
ndo houve valores estatisticos significativos (p>0,05) (Figura 11).
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Legenda: GS (olhos com glaucoma agudo induzido, de animais tratados com citrato de sildenafila), CS (olhos
contralaterais, de animais tratados com citrato de sildenafila), GP (olhos com glaucoma agudo induzido, de
animais placebos), CP (olhos contralaterais, de animais placebos). Barras ligam resultados com diferenca
estatistica significativa (p < 0,05).

Figura 11. Média e desvio padrao da espessura da camada nuclear externa
da retina nos grupos 1 dia, 13 dias, 14 dias e 20 dias. Ratos
(Rattus norvegicus), da linhagem Lewis/SsNHsd, machos,
adultos, higidos. Botucatu, SP, Brasil, 2013.

* Teste Bonferroni (p < 0,05)

A espessura da camada de fotorreceptores foi onde menos se observaram
diferencas entre os grupos. Nao houve diferenca no grupo 14 dias. O demais grupos
apresentaram diminuicao estatistica em relagcdo ao grupo controle (Grupo 1 dia e 13
dias GS,GP,CS,CP/Controle p>0,001, Grupo 20 dias GS,GP,CS,CP/Controle
p>0,01) (Figura 12).
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Legenda: GS (olhos com glaucoma agudo induzido, de animais tratados com citrato de sildenafila), CS (olhos
contralaterais, de animais tratados com citrato de sildenafila), GP (olhos com glaucoma agudo induzido, de animais
placebos), CP (olhos contralaterais, de animais placebos). Barras ligam resultados com diferenga estatistica

significativa (p < 0,05).

Figura12. Meédia e desvio padrdo da espessura da camada de

fotorreceptores da retina nos grupos 1 dia, 13 dias, 14 dias e
norvegicus), da
Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos. Botucatu, SP, Brasil,

20 dias. Ratos

2013.
* Teste Bonferroni (p < 0,05)

Pelos gréficos (Figura 13), observou-se que todos os grupos (1, 13, 14 e 20
dias) os animais tratados com sildenafila (GS e CS) apresentaram maior quantidade
de CGR, comparativamente aos tratados com placebo, entretanto essa diferenca
nao foi estatisticamente significativa. O grupo 1 dia mostrou diferenca entre
GP/Controle (p<0,05) e GP/CS (p<0,05). No grupo 13 n&o houve diferenca
estatistica entre os grupos. Os grupos 14 e 20 dias apresentaram diferencas entre o
grupo controle e GP (p<0,05) e controle e GS (p<0,05). O grupo 14 dias apresentou,

ainda, as seguintes correlagdes: CS/GS (p<0,05) e CS/GP (p<0,01).
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Legenda: GS (olhos com glaucoma agudo induzido, de animais tratados com citrato de sildenafila), CS (olhos
contralaterais, de animais tratados com citrato de sildenafila), GP (olhos com glaucoma agudo induzido, de
animais placebos), CP (olhos contralaterais, de animais placebos). Barras ligam resultados com diferenca
estatistica significativa (p < 0,05).

Figura 13. Média e desvio padrédo da contagem global de CGR, na camada
de células ganglionares da retina, nos grupos 1 dia, 13 dias, 14,
dias e 20 dias. Ratos (Rattus norvegicus), da linhagem
Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos. Botucatu, SP, Brasil,
2013.

* Teste Bonferroni (p < 0,05)

No computo geral, relativamente a morfometria, observou-se que no grupo 1
dia 0 menor quantitativo de alteracdes, quanto a estrutura da retina. A diminuicao,
em espessura, de camadas da retina, relativamente aos controles, foi mais
percebida no grupo 14 dias, entretanto é neste grupo que houve a maior diferenca
no numero de CGR em olhos com glaucoma. Olhos com glaucoma de animais
tratados com sildenafila mantiveram maior nimero celular que olhos com glaucoma
de animais tratados com placebo, assim como mantiveram a espessura da camada
de CGR mais proximas dos achados no grupo controle. Encontrou-se discreta
diferenca entre olhos com glaucoma e seus contralaterais, e maior destes,

comparativamente, aos controles (Tabela 4).
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Com relacdo a analise descritiva da histopatologia, da camada de células
ganglionares da retina, grande parte das alteracGes foi do tipo celular e tecidual.
Observou-se maior prevaléncia de lesées em olhos com glaucoma, quando
comparados aos controles e aos contralaterais.

Encontraram-se desorganizagdo das camadas e atrofia da retina. Houve
discreta prevaléncia em olhos com glaucoma de animais tratados com placebo (GP),
comparativamente a olhos com glaucoma de animais tratados com sildenafila (GS) e
a olhos contralaterais (CP,CS) e controles, notadamente quanto a morte de CGR.
Observaram-se células em etapas da apoptose, com vacuolizacdo celular,
condensacdo cromatinica e picndlise. Houve, congestdo vascular e infiltrado
inflamatorio foram observados, principalmente em olhos tratados com sildenafila.

O grupo controle ndo apresentou alteracdes de quaisquer natureza. Olhos
contralaterais exibiram discretas alteracdes tanto celular, quanto vascular, tecidual
ou inflamatoria. Dos grupos tratados, o grupo 1 dia foi 0 que apresentou o menor
guantitativo de alteracbes, em contraste tém-se o grupo 20 dias que exibiu grande

desorganizagao estrutural retiniana (Figura 14).
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Figura 14.

Fotomicrografias de retinas, ilustrando as alteragBes histopatologicas
observadas. Em (A) e (B), retinas animais com glaucoma placebo,
notar, em A, atrofia da retina com desorganizagcdo das camadas
internas (camada de CGR, camada plexiforme interna, camada nuclear
interna) e, em (B), condensacdo cromatinica nas CGR. Em (C) e (D),
retinas de animais com glaucoma e tratados com sildenafila, notar
atrofia da retina e presenca de células picnéticas. Em (E) retina de olho
contralateral de animal placebo, notar congestdo vascular. Em (F),
retina de animal do grupo controle, notar ausencia de alteracfes a
histolopatologia. (setas pretas). Ratos (Rattus norvegicus), da linhagem
Lewis/SsNHsd, machos, adultos, higidos (HE, 40x). Laboratério de
Histopatologia FMVZ/Unesp, Campus Botucatu, SP, Brasil, 2013.
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5.6 Imuno-histoquimica

Os achados, tanto para a avaliagdo semi-quantitativa de padrdo de marcacao
(Tabela 5), quanto para a quali-quantitativa de intensidade de marcacgao (Tabela 6),
foram interpretados descritivamente.

A andlise descritiva dos resultados em imuno-histoquimica, quanto a
marcacao da expressao da caspase-9, na camada de células ganglionares da retina,
mostraram-se mais células marcadas no grupo 13 dias, e menor nos grupo 14 e 20
dias. Houve mais células marcadas em olhos com glaucoma, sem diferenca entre
animais tratados com sildenafila ou com placebo. Encontrou-se aumento na
intensidade de marcacao em todos os grupos, comparativamente ao grupo controle
(Figura 14 e 20).

A caspase-3 mostrou discreta expressdo nos olhos com glaucoma em
animais tratados com sildenafila, comparativamente aos néo tratados, e maior
intensidade de marcacdo nos olhos com glaucoma, em comparacdo aos olhos
contralaterais e aos do grupo controle, mormente no grupo de 13 dias (Figura 15 e
20).

Observou-se discreto aumento na marcagcdo do Blc-2 em olhos com
glaucoma, com discreto aumento na intensidade em olhos tratados com sildenafila,
melhor observado no grupo 14 dias (Figura 16 e 20).

A NOS-2 teve sua expressao discretamente aumentada em olhos com
glaucoma, quando comparada aos contralaterais e aos do grupo controle.
Outrossim, observou-se diminuicdo na marcacédo em olhos de animais tratados com
sildenafila. Nao foram, contudo, observadas diferencas marcantes entre animais
tratados e nao tratados, em quaisquer dos grupos (Figura 17 e 20).

Quanto a PDE-5, observou-se menor marcacdo em olhos de animais tratados
com sildenafila, notadamente, em olhos com glaucoma. O grupo de 14 dias foi o que
mostrou menor marcacao. Nao houve diferenca na intensidade de marcacéo entre
0s demais grupos, em que, na maioria dos olhos avaliados, deu-se intensa
marcacgao (Figura 18 e 20).

A PDE-6 mostrou discreto aumento no ndmero de células marcadas nos

grupos tratados com sildenafila, comparativamente aos tratados com placebo,
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principalmente no grupo 14 dias, entretanto, ndo houve padrdao de marcagao
constante, nas diferentes categorias avaliadas. Observou-se prevaléncia de
marcacao intensa em todos o grupos, notadamente na camada de fotorreceptores,

cujo local é o de maior concentracéo e atividade da enzima (Figura 19 e 20).
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5.7 Teste de TUNEL
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A avaliacéo descritiva da distribuicdo dos escores de marcagdo pelo teste de

TUNEL, em células da camada de células ganglionares da retina, positivas para

fragmentacdo de DNA, observou-se tendéncia de maior marcagdo em ratos com

glaucoma, quando comparados aos controles e aos contralaterais. Ressalta-se que

a marcacao foi mais expressiva em olhos com glaucoma de animais néo tratados,

comparativamente a olhos controles e a olhos com glaucoma tratados. O grupo

controle apresentou escore 1 em 75% dos olhos avaliados e escore 2 em 25% deles

(Figura 18)

Tabela8. Numero de casos da distribuicdo do escore de marcacédo pelo teste de
TUNEL, por grupo estudado, na camada de células ganglionares da
retina. Ratos (Rattus novergicus), da linhagem Lewis/SsNHsd, adultos,

machos, higidos. Botucatu, SP, Brasil, 2013.

GRUPOS| TRATAMENTO Teste de TUNEL
(escore de células positivas)
Olho ContralateralOlho Glaucoma
1 2 3 4 |1 2 3 4
1 dia Sildenafila 1/3 1/3 1/3 213 1/3
Placebo 1/3 2/3 1/3 2/3
13 dias Sildenafila 3/3 213 1/3
Placebo 3/3 1/3 2/3
. Sildenafila 3/3 3/3
14 dies Placeho 13 213 313
20 dias Sildenafila 2/3 1/3 213 1/3
Placebo 213 1/3 1/3 2/3

Legenda: escore de marcacgdo ao teste de TUNEL 1 (0-25%), 2 (26-50%), 3
(51-75%) e 4 (76-100%).
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6 DISCUSSAO

Em seres humanos, a principal via de drenagem do humor aquoso é
composta pela malha trabecular, pelo canal de Schlemm, por vasos e por canais
coletores. Kagemann et al. (2014) demonstraram que em olhos com PIO elevada ha
diminuicdo do diametro no canal de Schlemm, influenciando sobremaneira na
patogénese do glaucoma. Cées, protagonistas maiores do glaucoma em animais
nao possuem canal Schlemm. Em contrapartida, ratos o possuem. Outra
semelhanca, entre esta espécie e os humanos, é quanto a relacdo entre astricitos
ultraestruturais e axb6nios, resulta que alteracbes em retina e nervo 6ptico,
decorrentes da elevacdo da PIO, sejam fisiopatologicamente semelhante as
observadas no homem, fatos que justificam a utilizacdo desta espécie em modelos
de glaucoma, como o empregado no presente estudo (MORRISON; JOHNSON;
CEPURNA, 2008).

O método empregado para se reproduzir a elevacdo aguda da PIO,
conhecido como de “isquemia-reperfusédo”, € amplamente utilizado. Reconhece-se a
isquemia como a principal causa de apoptose e consequente necrose, com danos
ao tecido retiniano (LAGREZE et al., 1998; ROSENBAUM et al., 2010; SANDALON
et al., 2013).

No presente estudo, obtiveram-se bons resultados com o modelo
experimental e com o método empregados, representados por condi¢des
histopato6logicas que decorrem a similitude da literatura, relativamente a lesdes por
isquemial/reperfusdo, com énfase para as células ganglionares da retina,
relativamente a diferentes etapas da apoptose (vacualizacdo, picnose, condensacao
cromatinica), e diminuicdo na contagem de CGR, como descrito por Katai e
Yoshimura (1999), Lam; Abler; Tso (1999), Mittag et al. (2000), Agar et al. (2006),
Dvoriantchikova; Degterev; Ivanov (2014) e Schmid et al. (2014).

Scott et al. (2013) estudaram alteracdes precoces na retina e no nervo optico
de cdes com POAG, empregando a hematoxilina/eosina (HE) para contagem de
células na CGR, e marcacdo com teste de TUNEL em estudo sobre apoptose.

Foram encontrados infiltrados inflamatérios (neutréfilos), células necréticas, perda de
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CGR e adelgacamento de todas camadas neurossensoriais da retina. No presente
estudo, os achados nao divergiram.

Substancias podem ser utilizadas para facilitar a observacdo de alteracfes
sofridas pelas CGR no glaucoma, como a aplicacdo retrograda de fluorogold
(GARCIA-VALENZUELA et al., 1995; MITTAG et al., 2000; THANOS; NASKAR,
2004; GUO et al., 2005; REICHSTEIN et al., 2007; JHA et al., 2011; SANDALON et
al.,, 2013) e fast blue (LAQUIS; CHAUDHARY; SHARMA, 1998), seguida pela
avaliacdo a microscopia com fluorescéncia.

Relativamente ao adelgacamento das camadas da retina, visibilizado em
todos os olhos analisados, a excec¢ao dos do grupo controle, mediante a morfometria
(espessura das camadas e da retina como um todo) em laminas coradas com HE, e
o emprego do programa de anélise de imagens®, semelhante ao que fora realizado
por Chan et al. (2012). Os dados de espessura encontrados corroboraram com 0s
encontrados no curso da evolucdo do glaucoma. Métodos adjuntos tém sido
empregados para tal analise. Em muitos casos a tomografia de coeréncia o6ptica
(OCT) in vivo tem se mostrado como de grande utilidade. (SCHUMAN et al., 1995;
LEUNG, 2014; GRAMLICH et al., 2014; HOOD et al., 2014).

A retina exibe espesuras diferentes na periferia e no centro. Por essa razéo,
realizou-se, na presenta pesquisa, a média, em um, a partir de 25 medidas por
lamina de cada olho, em corte tranversal, de todas as camadas da retina, incluindo o
centro do nervo oOptico, extendendo-se da ora serrata nasal a ora serrrata lateral, a
exemplo do que fora realizado por Bayer et al. (2001) na avaliacdo da espessura
das camadas da retina em uma linhagem de camundongos (DBA/2), em que o
glaucoma se desenvolve espontanemente.

Substancias tém sidos estudadas, quanto a estratégias de protecdo contra a
neurodegeneracdo no glaucoma. Modelos experimentais e investigagoes
semelhantes aos empregados na presente pesquisa ja foram utilizados. Abarcam-se
a catalase (CHEN; TANG, 2011), a pentoxifilina (DEMIR et al., 2003), a diosmina
(TONG et al., 2012), o fator estimulador de colénias de granuldcitos (SHIMA et al.,

% |_eica QWin v3.0, em microscopio dptico convencional (Leica, DMR) equipado com camara digital (Leica,
DFC500). Leica Biosystems, Richmond, USA
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2012), a tetradina (LI et al., 2014), o tripsiton (SWARTZ; LINN; LINN, 2013), a
lepitina (GUPTA, 2013), dentre outros.

Visando-se a neuroprotecdo no modelo de glaucoma empregado nesta
investigacdo, em que a neuropatia advém, principalmente, de alteracdes vasculares,
optou-se por se avaliar o citrato de sildenafila, tendo em conta que o farmaco foi
citado como benéfico em diferentes modelos lesdo por isquemia/reperfusdo, nas
lesBes hepdticas (LI et al., 2005), em doencas neurodegenerativas, como nha lesao
cerebral (ZHANG et al, 2006), medular (SERARSLAN et al., 2010) e no Alzheimer
(CUADRADO-TEJEDOR et al.,, 2011), em algumas formas de cardiomiopatia
(SALLOUM et al., 2008), na torcao testicular (BEHESHTIAN et al., 2008), em lesdes
renais (ORUC et al., 2010) e intestinais (SOYDAN et al., 2009) e na hipertenséo
arterial pulmonar (SHAPIRO et al., 2013).

Grunwald et al. (2001) demonstraram ndo haver danos a retina, em pacientes
tratados com sildenafila, comparativamente aos placebos. No presente estudo, as
doses de sildenafila utilizadas variaram entre 0,5-1,0 mg/kg, em diferentes periodos
de utilizacdo. N&o se encontraram efeitos nocivos a retina, de consoante com a
literatura, que cita como dose maxima, para seres humanos, de 100 mg por
individuo (maximo de 2 mg/kg), para que nao decorram efeitos adversos (CARSON,;
LUE, 2005).

Visando-se a avaliar se o farmaco poderia causar efeitos contrarios aos
desejados, uma vez que a vasodilatacdo pode suscitar hipotensao, estudos foram
conduzidos. Observou-se que administrando-se o0 maximo da dose diaria
recomendada (100mg) em periodos agudos de tratamento, ndo se encontraram
adversidades relativamente a perfusdo ocular. Polak et al. (2003) relataram que o
sildenafila aumenta o diametro vascular e fluxo sanguineo na retina, sem alterar a
P10. Koksal et al. (2005) observaram aumento do fluxo sanguineo em artérias da
retina. Entretanto, os estudos revelaram lesdo ao nervo Optico e diminuicdo do
campo visual em pacientes que utilizaram o sildenafila cronicamente (DUSZAK et al.,
2007; PEPIN; PITA-ROWE, 2008; SU; ANG; TOW, 2008).

Gerometta et al. (2010) reportaram que o sildenafila aumentou
significativamente a pressao intraocular de ovelhas tratadas tanto com dose a

minima recomendada (50mg), quanto com a dose maxima (100mg), decorrida uma
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hora a ingestdo do farmaco. Em 2011, realizando estudos em seres humanos, 0s
mesmos autores verificaram aumento da PIO decorrida uma hora da ingestdo do
medicamento. Houve, entretanto, retorno aos valores basais na segunda hora e
diminuicdo das pressdes sistdlica e diastdlica. Valores minimos foram observados
aos 90 minutos da administragdo. Nao foram encontradas alteragdes significativas
na PIO e na pressédo arterial sistémica, quando 0s mesmos pacientes receberam
placebo. Por conclusdo, os autores admitiram que o sildenafila pode ensejar
aumento transitério da PIO e que tal pode ser representativo em pacientes que
recebem cronicamente o farmaco (GEROMETTA et al., 2011).

Buscando elucidarem-se os mecanismos pelos quais o sildenafila poderia
atuar na neuroprotecdo no glaucoma, optou-se pela marcacdo protéica, a imuno-
histoquimica, quanto a sua farmacodinamica na retina (PDE-5, PDE-6) e a apoptose
(NOS-2, BCL-2, Caspase 3, Caspase 9). Esperava-se que, na retina, o sildenafila,
ao inibibir PDE-5, por via 6xido nitrico, produzido pela NOS, induziria a alguma
vasodilatacdo e a homeostasia celular (recuperacdo do fluxo sanguineo e
mantencéo da nutricdo celular), reduzindo os estimulos de ativacédo da caspase 9 e,
por conseguinte, da caspase 3, ensejando aumento de Blc-2, e protecdo das CGR.

A imuno-histoquimica é método utilizado para estudos de mecanismos
moleculares envolvidos na patogénese glaucomatosa (KATAI; YOSHIMURA, 1999;
LAM; ABLER; MARK, 1999; JOHNSON et al.,, 2000; HANNINEN et al.,, 2002;
MCKINNON et al., 2002; GUO et al., 2005; JI et al., 2005; ROSENBAUM et al., 2010;
JHA et al., 2011; YANG et al., 2011; VIGNESWARA et al., 2012; CHEN et al., 2013;
DU et al., 2013; SCOTT et al., 2013; DVORIANTCHIKOVA; DEGTEREV; IVANOQV et
al., 2014; LEVKOVITCH-VERBIN et al., 2014; SCHMID et al., 2014). Ressalta-se
gue na maioria destes estudos empregaram-se métodos moleculares adjuntos, para
validacdo dos resultados, como o Western blotting (KATAI; YOSHIMURA, 1999;
HANNINEN et al. 2002; ROSENBAUM et al. 2010; JHA et al., 2011; KO et al., 2011),
e a expressao génica (PCR) (KATAI; YOSHIMURA, 1999; THANOS; NASKAR,
2004: DVORIANTCHIKOVA; DEGTEREV; IVANOV et al.,, 2014; LEVKOVITCH-
VERBIN et al., 2014).

A imuno-histoquimica, na presente pesquisa observou-se eficiéncia do

farmaco em inibir a fosfodiesterase do tipo 5. Houve menor marcacéo de PDE-5, em
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todos os grupos tratados. Relatos reportaram efeitos visuais adversos com o uso do
sildenafila, decorrentes da acao indireta do farmaco, com inibicdo cruzada da PDE-6
em cones e em bastonetes (YANG et al., 2011). Foresta et al. (2008) pesquisaram,
a imuno-histoquimica, a expressdo da PDE-5 e PDE-6 no bulbo do olho de dois
cadaveres humanos. Os autores encontraram expressdao da enzima PDE-6 na
camada de fotorreceptores, assim como fora observado no presente estudo em que
houve maior alta expresséao desta proteina na camada de fotorreceptores. Sabe-se
gue a PDE-6 participa na fototransducéo visual (TAYLOR et al., 2001).

Um dos desafios no desenvolvimento de substéncias especificas inibidoras de
PDE-5 para fins terapéuticos é a similaridade dos sitios cataliticos da PDE-5 e PDE-
6, e as intercorréncias para a visdo. Nao obstante, ha como minimiza-los,
empregando-se farmacos mais seletivos para a PDE-5, comparado ao sildenafila.
Mochida et al. (2013) e Kotera et al. (2012) demonstraram, eletrorretinograficamente
e a hemodinamica, que o Avanafila exibe seletividade, relativamente a inibicdo de
PDE-5, na comparacdo com a PDE-6, na retina, 25 vezes maior que o sildenafila
(KOTERA et al., 2012). Outros farmacos, inibidores de fosfodiesterase do tipo 5, com
maior seletividade que o sildenafila, para PDE-5, sdo o vardefila e o taladafila
(SEFTEL, 2004; WRIGHT, 2006).

Dados da presente pesquisa referentes a imunomarcacdo da PDE-6, em
animais tratados, mostraram inconstancia na marcacdo. A condicdo pode ser
explicada n&o apenas pela inibicdo indireta induzida pelo sildenafila. Acrescenta-se
gue ela ndo apenas se restringiu a camada de fotorreceptores, mas foi também
observada em camadas internas da retina. Pelos resultados, admiti-se que estudos
adjuntos devam ser conduzidos para se esclarecerem a localizacdo, a funcéo e a
interacdo entre PDE5/PDE-6 na retina.

O o6xido nitrico desempenha papel relevante quanto a acdo do sildenafila na
retina, admitindo-se que a PDE-5 é responsavel por regular o niveis de monofosfato
de guanosina ciclico e que este modula a atividade enddégena de ON, induzindo
relaxamento da musculatura lisa dos vasos e vasodilatacdo (KUKREJA et al., 2005).
Relatos informam sobre o papel do 6xido nitrico na regulacdo da hemodinamica na
retina e no nervo 6ptico (BUERK; RIVA; CRANSTOUN,1996; GALASSI et al., 2000;
SPONSEL et al., 2000; SIU et al., 2000; PACHE et al., 2002; KURAHASHI et al.,
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2002; AMARAL et al., 2014). No glaucoma, a alteracdo no fluxo sanguineo esta
relacionada a disfuncdo endotelial, a hipotensdo e ao aumento da viscosidade do
sangue. Sabe-se que o ON é participe desses eventos (SCHMETTERER; POLAK,
2001).

O ON, destinado a vasodilatacdo, é produzido pela NOS-1 e pela NOS-3,
ativadas mediante o complexo de célcio/calmodulina. A NOS-2 ativa-se na presenca
de estimulos imunogénicos e inflamatdrios, independentemente do calcio, e seu
estimulo é considerado como um dos fatores desencadeantes de apoptose no
glaucoma, uma vez que é capaz de gerar quantitativo de ON, de peroxinitrito e de
radicais hidroxila, induzindo a degeneracdo oxidativa da retina (SCHMETTERER,;
POLAK, 2001; WEINREB; KHAW, 2004; TODA; NAKANISHI-TODA, 2007).

No presente trabalho, a NOS-2 apresentou imunomarcagdo em todos 0s
grupos estudados e as células marcadas distruibuiram-se por todas as camadas da
retina, a similitude do que fora reportado por Neufeld et al. (2002). Encontrou-se, na
presente investigacdo, maior marcacdo de NOS-2 em olhos com glaucoma. Tais
dados corroboram aos aventados pela literatura, que informa sobre maior marcacéo
de NOS-2 em olhos com glaucoma ou com lesdes de isquemia/reperfuséo.
Observou-se, entretanto, que olhos com glaucoma tratados com sildenafila
apresentaram menor marcagdo. Os achados podem representar e reforcar a idéia de
que ha neuroprotecdo exercida pelo sildenafila, possivelmente por estimulacdo a
NOS-1, que diminui a atividade toxica da NOS-2, como ficara evidente em dados
descritos por Li et al. (2010), em que os autores observaram que o Polygonum
Bistorta L. n-butyl Alcohol (PBNA) exerce efeito terapéutico sobre a retina, em leséo
de isquemial/reperfusdo, pelo aumento da atividade da NOS-1 e da NOS-3, e
diminuicdo da atividade da NOS-2, elevando o teor de ON, e aumentando a anti-
oxidacao e a dilatagdo dos vasos sanguineos.

Para se comprovar a agado do sildenafila, importante seria se avaliar também
a NOS-1. Por induzir a producéo de ON, a ela foi atribuida atividade neuroprotetora
no glaucoma, uma vez que mantém o fluxo sanguineo no tecido nervoso
comprometido (TSUMAMOTO et al., 2002; TODA; NAKANISHI-TODA, 2007; LI et
al., 2010; DU et al., 2013).
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A neurodegeneracdo do glaucoma é decorrente da apoptose de células da
CGR, gerada, principalmente, pela ativacdo da cascata apoptotica pela via das
caspases (LAM; ABLER; TSO, 1999). No presente estudo, observou-se maior
imunomarcacdo das caspases 9 e 3 em olhos com glaucoma, ratificando dados da
literatura, que revelam que no glaucoma as principais caspases envolvidas com a
morte de células na retina sé@o as iniciadoras 8 e 9, estimulando a acdo executora da
3, em células ganglionares da retina (KATAI;, YOSHIMURA, 1999; ROBERT;
NICKELLS, 1999; MCKINNON et al., 2003).

Katai e Yoshimura (1999) reportaram haver ativagcdo da caspase executora 1
em lesBes de isquemia/reperfusdo, e que a marcacao a IHC se deu nas camadas
externas da retina e, portanto, ndo diretamente relacionada a morte de CGR, em que
se encontraram maior presenca da caspase-3. No presente estudo, os resultados
nao divergiram tendo havido menor marcacdo da caspase-3 em animais tratados
com sildenafila, dando a perceber a acdo da substancia na melhoria do fluxo
sanguineo, diminuindo estimulos desencadeadores de apoptose.

Na presente investigagao, revelou-se imunomarcagdo de Bcl-2, mais intensa
nos individuos tratados, comparativamente aos néo tratados, de consoante com a
literatura. A Bcl-2 (anti-apoptoética), proteina do grupo Bcl-2, participe da regulacéo
da cascata apoptética, apresentou-se pouco expressa, como fora mostrado em
modelos de glaucoma. Outrossim, mostrou-se em niveis constantes ou elevados
com o tratamento neuroprotetor (ROBERT; NICKELLS; 1999). Pesquisa sobre a
acdo neuroprotetora da Sinvastatinaem modelo de injaria retiniana por
iIsquemia/reperfusdo, semelhante ao conduzido no presente estudo, demonstrou que
o farmaco regula a expressao do gene Bcl-2, mantendo-o em niveis regulares. Em
paralelo, evidenciou que a prevencdo da morte de CGR possivelmente decorre de
alteracfes ensejadas na via apoptotica (KO et al., 2011).

Observou-se, no presente estudo, em olhos com glaucoma de animais
tratados, manutencdo das CGR, ratificada pela marcagdo do teste de TUNEL. O
emprego do método para a marcacdo de fragmentacdo do DNA, visando-se a
observacdo de células em apoptose, € frequente em modelos de estudo do
glaucoma. Os dados encontrados em olhos com glaucoma corroboram com os da

bY

literatura, notadamente quanto a presenca de apoptose em todas camadas da
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retina, com énfase para a camada de CGR (KATAI; YOSHIMURA, 1999; LAM,;
ABLER; TSO, 1999; JOHNSON et al., 2000; HANNINEN et al., 2002; JI et al., 2005;
AGAR et al.,, 2006; ROSENBAUM et al., 2010; GUERIN et al., 2011; JHA et al.,
2011; KO et al., 2011; VIGNESWARA et al., 2012; SCOTT et al., 2013).

A presente investigacdo possibilitou observar que quanto maior o periodo de
avaliacdo pés inducédo aguda do glaucoma, maior a intensidade e numero de células
marcadas para o teste de TUNEL, de consoante com o aventado por Johnson et al.
(2000) relativamente as consequéncias temporais, para a retina e para 0 nervo
Optico, quando da elevacdo da PIO. Observou-se, entretanto, menor escore de
marcacdo em grupos mantidos, por maiores periodos pos inducédo do glaucoma. O
avanco da neuropatia implica em morte de CGR. Ha diminuicdo no namero de
células e presenca de células picnéticas afuncionais ndo positivas ao método
TUNEL, o que explica os achados.

Nao se pode firmar que o sildenafila seja um neuroprotetor, em razao de
certas variaveis, como o tamanho amostral, por exemplo, que impossibilitou concluir
por assertivas definitivas. E, todavia, factivel admitir que o farmaco possibilitou
observar maior tendéncia de sobrevida de CGR.

Pacientes com grave dano neurogénico, diabete melito ou com doenca
vascular severa podem ser resistentes aos efeitos dos inibidores da fosfodiesterase.
A condicdo decorre da diminuicdo da expressdo ou da atividade das sintetases
neuronal e endotelial, a falha na liberacdo do ON ou da degradacao persistente do
ON. O evento impede a produgdo satisfatoria de GMPc, reduzindo a acdo dos
inibidores da PDE-5. Como no glaucoma, ocorrem danos vasculares na retina e no
nervo optico, o inibidor de PDE poderia apresentar eficacia vasodilatadora reduzida
(BORUTAITE et al., 2003).

Resultados da presente pesquisa, somados a autoriais deste mesmo grupo e
de outros, quanto as a¢fes benéficas potenciais de inibidores de PDE, fortalecem a
conviccao de que estudos adicionais ofereceriam grande contribuicao.

Segundo Jindal (2013), a patogénese do glaucoma em niveis moleculares
pode ser comparada a de doencgas neurodegenerativas, como o Alzheimer e o
Parkinson. Ressalta-se que, além dos métodos atuais para o controle da PIO,

intervencdes terapéuticas, no glaucoma, devem incluir substancias capazes de inibir
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a apoptose, de manter o transporte axonal das neutrofinas, de evitar danos por
radicais livres e por acidos graxos poli-insaturados, relativamente a disfuncao
mitocondrial e a ativacdo da apoptose, melhorando o fluxo sanguineo da retina e

regulando as expressao génica alterada, dentre outras variaveis.

7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, na forma como a pesquisa fora
concebia, € factivel admitir que o citrato de sildenafila desempenhou papel
neuroprotetor na retina de ratos (Lewis/SsNHsd) com glaucoma agudo
induzido. Encontrou-se sobrevida de células na camada ganglionar da retina
de individuos com glaucoma tratados com o farmaco, demonstrada a morfometria e
a marcacao pelo teste de TUNEL. A imuno-histoquimica observou-se que esta acéo

protetora pode estar relacionada a estimulos de fatores anti-apoptéticos.
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