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Células Mato na retina: caracterizacido morfolégica e funcional de uma nova
populacao de células perivasculares autofluorescentes em situagao fisiolégica e de

retinopatia

RESUMO

A retina contém diferentes populagbes celulares derivadas dos mondcitos: macréfagos
perivasculares e células da micréglia. Neste trabalho, descreve-se a presenga de um novo
subtipo de macréfagos residentes, distintos das células da micrdglia, localizados no espago
perivascular, em retinas humanas e de murganho. Estas células emitem uma fluorescéncia
especifica e expressam constitutivamente receptores scavenger da classe A. Exibem um
movimento alternado constante, ao longo dos vasos sanguineos, providenciando um
revestimento adicional a areas mais delgadas da parede vascular. Para além disso,
acumulam peroxidase de rabano e lipoproteinas de baixa densidade acetiladas em
circulacdo, sem rotura da barreira hemato-retiniana. No conjunto, estes resultados sugerem
que estas células, com fungédo scavenger, contribuem para o funcionamento da barreira
hemato-retiniana. Acumulam, também, ferro, em lisossomas, provavelmente por um
mecanismo de endocitose de ferritina, mediada por receptores TIM-2, sugerindo o seu
envolvimento na homeostasia do ferro na retina e em situagdes de alteracdo desta. Em
fases iniciais de degenerescéncia dos fotorreceptores, estas células migram para o local das
lesdes, sugerindo a sua participagdo nos processos de retinopatia. Todos estes aspectos
sdo semelhantes aos descritos para as células Mato cerebrais. Por conseguinte, este estudo

estabelece, pela primeira vez, a presencga de células Mato na retina.

PALAVRAS CHAVE: células Mato, macrofagos perivasculares, fungdo scavenger, barreira

hemato-retiniana, metabolismo do ferro, retinopatia.
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Retinal Mato cells: morphologic and functional characterization of a new
autofluorescent perivascular cell population in physiological conditions and during

retinopathy

ABSTRACT

The retina contains distinct populations of monocyte-derived cells: perivascular macrophages
and microglia. In this work we describe the presence in mouse and human healthy retinas of
a new subtype of resident macrophages, present in the perivascular space, different from
microglia. These cells emitted specific autofluorescence and constitutively expressed the
scavenger receptor class A. They were seen to move in an oscillatory manner along blood
vessels, providing an additional coating to thinner areas of the vascular wall. Furthermore,
these macrophages also accumulated blood-borne horseradish peroxidase and acetylated
low-density lipoprotein without blood-retinal barrier pathological disruption. Taken together
these findings suggest that these cells fulfil a major role in the scavenging of blood-borne
molecules contributing to blood-retinal barrier function. In addition, they stored iron in
lysosomes, probably by the TIM-2 mediated binding of ferritin, indicating they probably are
involved in retinal iron homeostasis and related disorders. These cells were also early
detected at lesions during photoreceptor degeneration, suggesting a possible role in the
onset and development of retinopathy. All these features are consistent with those described
for brain Mato cells. Thus, this study shows, for the first time, the presence of autofluorescent

perivascular Mato cells in the retina.

KEY WORDS: Mato cells, perivascular macrophages, scavenger function, blood-retinal

barrier, iron homeostasis, retinopathy.
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Morfologia do bulbo ocular. A. Bulbo ocular de murganho. B.
Seccao sagital do bulbo ocular de murganho; coloragao
histoloégica tricrémica de Mallory. E, esclera; Co, cérnea; Cr,
coroideia; Cc, corpo ciliar; |, iris; N, nervo optico; R, retina; Cv,
camara vitrea do bulbo ocular; C, cristalino; Ca, caAmara anterior
do bulbo ocular; Cp, camara posterior do bulbo ocular; Imagens
cedidas por Ruberte, J. ..o,

Representacdo esquematica do bulbo ocular de murganho.
Detalhe da constituicdo da retina. Tunica fibrosa do bulbo ocular
(E, esclera; Co, cornea), tunica musculo-vascular do bulbo
ocular (Cr, coroideia; Cc, corpo ciliar; |, iris) e tunica nervosa do
bulbo ocular (PO, parte 6ptica da retina; PCI, parte ciliar e
iridiana da retina); C, cristalino; Ca, camara anterior do bulbo
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membrana limitante interna; FNO, camada de fibras do nervo
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plexiforme interna; NI, camada nuclear interna; PE, camada
plexiforme externa; NE, camada nuclear externa; MLE,
membrana limitante externa; CB, camada de cones e
bastonetes; EPR, epitélio pigmentar da retina; MB, membrana
vitrea (Bruch). A seta amarela indica a direcgdo da luz. ..............

Estrutura da retina. A imagem ilustra a disposigdao das
diferentes camadas da retina. Setas, membrana limitante
interna; FNO, camada de fibras do nervo optico; CG, camada
de células ganglionares; PIl, camada plexiforme interna; NI,
camada nuclear interna; PE, camada plexiforme externa; NE,
camada nuclear externa; CB, camada de cones e bastonetes;
EPR, epitélio pigmentar da retina; cabecas de seta, membrana
limitante externa. Coloracdo histolégica hematoxilina-eosina.
Barra: 23 M. ..

Estrutura da retina. Disposicdo das diferentes camadas da
retina. MLI, membrana limitante interna; CG, camada de células
ganglionares; Pl, camada plexiforme interna; NI, camada
nuclear interna; PE, camada plexiforme externa; NE, camada
nuclear externa; CB, camada de cones e bastonetes.
Microscopia electronica de varrimento (MEV) sobre tecido
intacto. Barra: 20 Um.. ...

Detalhe dos fotorreceptores, cones e bastonetes. SE, segmento
externo, Sl, segmento interno. MEV sobre tecido intacto. Barra:
[ o PR

Detalhe dos fotorreceptores. Aspecto dos segmentos externos
dos cones e bastonetes. MEV sobre tecido intacto. Barra: 3,5
I, e,

Detalhe dos fotorreceptores. Aspecto da por¢do apical do
segmento externo dos fotorreceptores que se relaciona com o
epitélio pigmentar da retina (setas). MEV sobre tecido intacto.
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Figura 9
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Figura 11
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Tipos celulares da retina. Detalhe da camada nuclear interna: H,
células horizontais; B, células bipolares; A, células amacrinas;
Mu, células de Miuller; Pl, camada plexiforme interna; PE,
camada plexiforme externa. Coloragdo histolégica azul de
1 (0] [ 1o |10 =

Molde vascular da retina. A artéria central da retina divide-se
em 6 arteriolas de 22 ordem (A). Surge acompanhada pela veia
central da retina que abandona a retina, contornando-a
lateralmente, enquanto recebe as vénulas de 22 ordem (B). As
vénulas de 22 ordem surgem intercaladas com as arteriolas de
22 ordem, num plano segmentar mais externo. Ac, artéria
central da retina; A, arteriolas de 22 ordem; V, vénulas de 22
ordem; Vc, veia central da retina. MEV. Barras: 80 ym (A) e 45
HM (B). oo

Disposicdo espacial dos vasos sanguineos da retina. As
cabecas de seta assinalam vasos localizados nos plexos
vasculares interno (PVI), intermédio (PVM) e externo (PVE).
CG, camada de células ganglionares; NI, camada nuclear
interna; NE, camada nuclear externa. MEV sobre tecido intacto.
Barra: 20 M. ..

Padrdo vascular da retina. Injeccdo de tinta da China. A:
Observar a zona peri-arteriolar livre de capilares (cabecas de
seta) e os ramos colaterais em angulo recto. As vénulas surgem
num plano segmentar mais profundo (seta). As arteriolas de 22
ordem terminam na periferia da retina numa rede capilar de
malhas largas que se abre nas arcadas venosas periféricas ou
nas vénulas de 22 ordem. B: As arteriolas de 22 ordem déao
origem aos vasos capilares do plexo superficial. As vénulas de
22 ordem formam-se a partir de vénulas que drenam os
capilares. C: Aspecto dos capilares de pequeno calibre e
distribuidos em plexos vasculares de malhas largas, para uma
menor interferéncia com a passagem da luz. D: Aspecto da rede
capilar do plexo vascular intermédio (seta), de malhas mais
largas do que as da rede capilar mais profunda, do plexo
vascular externo. A, arteriola de 22 ordem; V, vénula de 22
ordem. Barras: 570 ym (A), 225 pym (B), 235 ym (C) e 115 uym
(D). et e e e aaaaas

Molde vascular da retina. As arteriolas pré-capilares dividem-se
nos vasos capilares do plexo vascular interno; capilares de
direccdo perpendicular, anastomoses em forma de ponte
(cabecas de seta), com origem nos capilares mais superficiais,
dirigem-se profundamente, para se unir aos capilares dos
plexos mais profundos. A, arteriola de 22 ordem; V, vénula de 22
ordem. MEV. Barra: 100 IM. ....coiiiiiiiieccee et

Padrao vascular da retina. A: Distribuicio dos vasos
sanguineos ao longo dos trés plexos vasculares interno (PVI),
intermédio (PVM) e externo (PVE). As arteriolas pré-capilares
dividem-se nos vasos capilares do plexo vascular interno,
dando também origem a ductos preferenciais (cabeca de seta).
B: Aspecto dos capilares do plexo vascular intermédio.
Microscopia de varrimento laser confocal (MVLC). A membrana
basal foi marcada com o anticorpo anti-colagénio IV (Col IV).
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Barras: 120 um (A) € 60 um (B). ..vevveeiiieiiieiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

Constituicdo da parede vascular. Tunica intima (1), tunica média
(2) e tunica adventicia (3). L, lumen; E, célula endotelial; M,
célula muscular; Mu, célula de Mdller; MB, membrana basal;
MG, membrana glial. Microscopia electrénica de transmissao
(MET). Barra: 640 NM. ...

Estrutura dos vasos sanguineos retinianos. Aspecto de um
capilar. L, lumen; E, célula endotelial; P, pericito; MB,
membrana basal. MET. Barra: 1,2 Jm. ...ccccoooevviiiiiiiiineeeeeeeeeiinee,

Estrutura dos vasos sanguineos retinianos. A membrana glial
(cabecas de seta), formada pelos pés vasculares das células de
Muller e dos astrécitos, reveste a parede vascular. L, lumen; E,
célula endotelial; M, célula muscular; A, astrécito; Mu, célula de
Mdaller. MET. Barra: 185 nm. .....ooiiiiieeeee e

BHR externa: aspecto das células constituintes do epitélio
pigmentar da retina. A superficie lateral das membranas
celulares de células vizinhas apresenta as interdigitacdes
caracteristicas. MEV sobre tecido intacto. Barra: 3,5 ym. ...........

BHR interna: aspecto de uma zénula de oclusdo entre duas
células endoteliais adjacentes. MET. Barra: 215 nm. ..................

BHR interna. Para além das células endoteliais, esta barreira é
constituida por pericitos, pela membrana basal (cabegas de
seta) e pela membrana glial. L, limen; E, célula endotelial; Mu,
célula de Muller. MET. Barra: 450 nm. .........ccoooiiiiiiieeieeeeeeeeiinnn,

Células autofluorescentes na retina de murganho. As cabecgas
de seta assinalam granulos autofluorescentes junto aos nucleos
de algumas células. MVLC. Autofluor, autofluorescéncia;
nucleos marcados com To-Pro®-3 iodide (vermelho). Barra: 25
0 PSSR OPPPR

Células autofluorescentes perivasculares na retina de
murganho. As setas assinalam granulos autofluorescentes junto
ao nucleo das células. A marcagao imunohistoquimica com anti-
colagénio IV (Col IV), marcando a membrana basal da parede
vascular, mostrou que as células autofluorescentes se
localizavam externamente a membrana basal, frequentemente a
nivel das ramificagbes dos vasos sanguineos. MVLC. Autofluor,
autofluorescéncia. Nucleos marcados com Hoechst Stain
Solution (azul). Barras: 20 ym (A) e 12 uym (B). ..oovviiiivieeeieeis

Autofluorescéncia das inclusbdes citoplasmaticas das células
Mato. A autofluorescéncia (Autofluor) nao desapareceu em
retinas fixadas com NBF 10%, com metanol a 70% ou em
retinas tratadas com éter etilico, indicando que as inclusdées
citoplasmaticas autofluorescentes das células Mato (cabecas de
seta) séo, provavelmente, constituidas por lipoproteinas com
lipidos oxidados na sua composicdo. MVLC. Nucleos marcados
com To-Pro®-3 iodide (azul). Barras: 4 ym , 45 ym e 7 um,
respectivamente. ...
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Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

MVLC. Fingerprint da intensidade de emissao de fluorescéncia
das inclusdes citoplasmaticas das células Mato retinianas (A) e
dos granulos de lipofuscina das células do epitélio pigmentar da
retina (B). Os fingerprints analisados sao significativamente
diferentes; a fluorescéncia emitida pelas inclusdes
citoplasmaticas das células Mato tem valores de intensidade
mais elevados, sensivelmente o dobro, do observado para os
granulos de lipofuscina das células do epitélio pigmentar da
retina; para além disso, a intensidade maxima de emissdo de
fluorescéncia da lipofuscina corresponde exactamente aos
valores mais baixos da intensidade de emissao de fluorescéncia
das células Mato. A intensidade da emissao de fluorescéncia é
expressa em unidades arbitrarias. Cabeca de seta, célula Mato;
V, vénula. Barras: 6 pm (A) € 3 um (B). ..oevvviiiiiiiiiii

Localizagdo e topografia das células Mato da retina. Retinas
marcadas com os anticorpos anti-colagénio IV e anti-GFAP
evidenciaram que as células Mato da retina se localizavam
externamente a membrana basal dos vasos sanguineos (A e C)
e que os pés vasculares das células da nevréglia ndo as
separavam da parede vascular (B e C). As células Mato
surgiam exactamente em areas da parede vascular em que
faltava o revestimento da membrana glial (B e C), estando,
desta forma, em contacto directo com a membrana basal.
MVLC. Cabecas de seta, inclusbes citoplasmaticas
autofluorescentes; Autofluor, autofluorescéncia; V, vaso
sanguineo. Nucleos marcados com Hoechst Stain Solution
(azul). Barras: 8 um (A), 5 um (B) € 19 um (C). ...vvvvvvrvrrrirrrrnnnnnnns

MET e MEV. Localizacédo e topografia das células Mato da
retina. As imagens mostram as células Mato, de forma
alongada, com inclusbes citoplasmaticas perinucleares
(cabecas de seta), situadas entre a membrana basal e a
membrana glial, no espago perivascular. Estas células
apresentam longas  expansdes  citoplasmaticas  que
acompanham a parede vascular. A sua localizagédo €
coincidente com areas da parede vascular de menor espessura
e onde as zbénulas de oclusdo ligam células endoteliais
adjacentes. A, astrécito; CG, camada de células ganglionares;
E, célula endotelial; EP, espaco perivascular; Er, eritrocito; M,
célula muscular; MB, membrana basal; MG, membrana glial; Mt,
célula Mato; Mu, célula de Mduller; NE, camada nuclear externa;
NI, camada nuclear interna; V, vaso; ZO, zénula de ocluséo;
seta, expansdes citoplasmaticas da célula Mato; *, célula
perivascular. Barras: 1,2 ym (A), 850 nm (B), 18 um (C) e 500
nm (D) (A), 850 nm (B), 18 um (C) e 500 nm (D). ......evvvvvrurrnnnnnnns

Representacdo esquematica da localizacao e topografia das
células Mato na retina. As células Mato, com inclusdes
citoplasmaticas perinucleares fluorescentes, situam-se entre a
membrana basal dos vasos sanguineos e a membrana glial, no
espaco perivascular, equivalente ao espaco perivascular
cerebral (Virchow-Robin). A sua localizagdo é coincidente com
areas da parede vascular de menor espessura e onde existem
zbnulas de oclusdo unindo células endoteliais adjacentes. E,
célula endotelial; EP, espago perivascular;, MB, membrana
basal; MG, membrana glial; Mt, célula Mato; NG, célula da
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Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

nevroglia; ZO, zonula de 0ClUSEO0. ........oevvvevvieevieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

Fenotipo das células Mato da retina. Estas células sdo CD11b-
positivas, F4/80-positivas e BM8-positivas, o que significa que
as células Mato da retina pertencem a um tipo de macrofagos
perivasculares distinto das células da micréglia perivascular.
MVLC. As cabegcas de seta assinalam as inclusGes
citoplasmaticas autofluorescentes. Nucleos marcados com
Hoechst Stain Solution (azul). Barras: 6 ym (A), 8 um (B) e 5
HIMI(C ) e

Citometria de fluxo. A analise por meio de citometria de fluxo
permitiu identificar uma populacao de células retinianas CD11b-
positivas autofluorescentes (0,4%) e uma populagdo de células
retinianas BM8-positivas autofluorescentes (0,3%). Nenhuma
destas populagoes foi detectada no sangue. As tabelas a direita
indicam o numero de células (#) detectadas por retina em cada
quadrante (Q) representado no grafico e a respectiva
percentagem relativamente ao total (%). A autofluorescéncia
das células (Autofluor) foi detectada no canal FL2. .....................

Comportamento cinético das células Mato da retina. A
sequéncia de imagens de retinas em cultura mostrou que as
células Mato se movimentavam ao longo da superficie externa
da parede vascular, num movimento oscilatério, “varrendo” a
area envolvente das zonas mais “frageis” da BHR com as quais
se relacionavam. MVLC. A autofluorescéncia (cabega de seta)
foi usada para identificar as células Mato. Os vasos sanguineos
injectados com tinta da China com 5% de gelatina foram
visualizados no modo de transmissdo. Barra: 18 um. .................

Areas de baixa expressdo de proteinas da membrana basal. A
imunomarcagdo com o anticorpo anti-colagénio IV (Col V)
revelou que as células Mato (cabeca de seta) se localizavam
apostas a areas da parede vascular com uma baixa expressao
desta proteina (circulo). O perfil de intensidade de emissao de
fluorescéncia correspondente (Pl) confirmou a existéncia de
areas de baixa expressao de colagénio IV (roxo). A escala de
cores de intensidade de emissdo de fluorescéncia ¢é
apresentada como referéncia. MVLC. Autofluor,
autofluorescéncia. Cabeca de seta, inclusbes citoplasmaticas
autofluorescentes. Barra: 5,5 um. ......ccccoeeiiiiiiiiiiiiie,

Receptores scavenger. A: a marcagdo imunohistoquimica com
0 anticorpo 2F8 revelou a presenga de RS-A na periferia das
inclusbdes citoplasmaticas autofluorescentes das células Mato
da retina. B: a citometria de fluxo revelou a existéncia de uma
populacado de células autofluorescentes 2F8-positiva na retina.
Esta populagdo de células ndo foi detectada no sangue. A
autofluorescéncia das células (Autofluor) foi detectada no canal
FL2. MVLC. As cabecas de seta assinalam as inclusées
citoplasmaticas autofluorescentes. Nucleos marcados com
Hoechst Stain Solution (azul). Barra: 9 gm. .........cccccvvvvvvvvvvnnnnnn,

As células Mato da retina acumulam proteinas. A: seis horas

apos a injecgao endovenosa de HRP, a revelagcdo com DAB
nao detectou a saida de HRP para o parénquima retiniano,
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Figura 33

Figura 34

Figura 35

Figura 36

Figura 37

indicando que nao ha rotura da BHR. Contudo, foi detectada a
presenga de granulos acastanhados de HRP no citoplasma de
células perivasculares com distribuicao e topografia compativeis
com as das células Mato (cabeca de seta). B: duas horas apos
a injecgdo endovenosa de Dil-ac-LDL, observou-se a presenga
de granulos fluorescentes vermelhos (cabeca de seta) no
citoplasma de células perivasculares com distribuicado e
topografia compativeis com as das células Mato. Nucleos
marcados com Hoechst Stain Solution (azul). V, vaso
sanguineo. Barras: 9 pm (A) e 7 um (B). .ooovveiiiiiiiiii

Conteudo em ferro. A: a microanalise por EDX revelou que nos
lisossomas das células Mato (1) se encontrava uma quantidade
de ferro significativamente superior a dos citoplasmas das
células Mato (2) e de Muller (3). Nestes, a quantidade de ferro
era semelhante, mas ainda assim, significativamente maior do
que a detectada no espago extracelular perivascular (4). Os
resultados foram apresentados sob a forma de média £ erro
padrdo de 9 quantificagbes, nos quatro tipos de estruturas
analisadas; *P<0,001 e **P<0,0001. B: quantificacdo do
conteudo em ferro no lisossoma da célula Mato e no espaco
perivascular por meio de microanalise por EDX. Apesar da
quantidade de ferro acumulada nos lisossomas das células
Mato, os niveis de ferro no espaco extracelular perivascular
mantinham-se em valores basais. L, lUmen; E, célula endotelial;
Mt, célula Mato; EP, espaco perivascular; Mu, célula de Miiller...

Vesiculas de endocitose nas células Mato da retina. A
microanalise por EDX revelou que, nas vesiculas de endocitose,
o ferro se localizava na periferia das mesmas, sugerindo que a
proteina transportadora do ferro, transferrina, se encontrava
ainda ligada ao seu receptor de membrana. As imagens
mostram a seleccao das estruturas analisadas e os pontos de
incidéncia do feixe de radiacdo da microanalise por EDX: 1,
ponto de incidéncia da radiagdo, na periferia da vesicula de
endocitose; 2, ponto de incidéncia da radiagcdo, no centro da
vesicula de endocitose. Barra: 570 nm. .......cccoooeviiiiiiiiiiiiieeneeeinn,

Endocitose de ferritina. A marcagao imunohistoquimica com o
anticorpo anti-TIM-2 mostrou a existéncia destes receptores de
membrana especificos para a ferritina. E, eritrocito; Autofluor,
autofluorescéncia; Cabeca de seta, inclusdo citoplasmatica
autofluorescente da célula Mato. MVLC. Nucleos marcados com
Hoechst Stain Solution (azul). Barra: 7 gm. .......cccceeciiieeeeeennnns

As células Mato acumulam ferritina. A  marcagao
imunohistoquimica com o anticorpo anti-ferritina mostrou a
existéncia de ferritina (setas) nas células Mato. Autofluor,
autofluorescéncia; Cabeca de seta, inclusdo citoplasmatica
autofluorescente da célula Mato. MVLC. Nucleos marcados com
Hoechst Stain Solution (azul). Barra: 5 gm. ........cccoeciviieeeeennnns

Endocitose de ferritina. A: seis horas apdés a injeccao
endovenosa de ferritina de bago de cavalo, o teste histoquimico
usado para detectar ferro nas retinas (reaccdo de Azul da
Prussia) revelou a presenga de granulos azul turquesa no
citoplasma de células perivasculares com uma distribuicdo e
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Figura 38

Figura 39

Figura 40

Figura 41

Figura 42

Figura 43

topografia compativel com as das células Mato (seta). Nao foi
detectado ferro nas retinas de murganhos néo injectados. Er,
eritrocito. Barra: 8 um. ...

Modelo de retinopatia em murganho, induzida pela injec¢do de
iodato de sddio (NalOs3). A: aspecto de uma retina normal. B: 48
horas apoés a injec¢ao de iodato de sodio, a desorganizagao dos
nucleos da camada nuclear externa e a diminuicdo do niumero
de fotorreceptores é evidente. A marcagdo com o anticorpo anti-
GFAP (vermelho) mostrou uma clara proliferacdo das células de
Mdller. Coloracdo histologica Hematoxilina-Eosina. MVLC.
Nucleos marcados com Hoechst Stain Solution (azul). CG,
camada de células ganglionares; NI, camada nuclear interna;
NE, camada nuclear externa. Barras: 30 um. .......cccccceeeeeeeenninnnn,

Modelo de retinopatia em murganho, induzida pela injeccéo de
iodato de sodio (NalOjz). Aspecto da retina com lesdes
degenerativas a nivel dos fotorreceptores. A marcacao
imunohistoquimica com o anticorpo anti-2F8, revelada com
DAB, evidenciou a presencga de células com RS-A, marcados a
castanho (setas), a nivel da camada nuclear externa, 48 horas
ap6s a injeccao de iodato de sodio. NE, camada nuclear
externa; NI, camada nuclear interna. Barra: 15 ym. ....................

Modelo de retinopatia em murganho, induzida pela injec¢do de
iodato de sbédio (NalO;). Redugdo do numero de
fotorreceptores. A marcacido dos cones com a lectina PNA
(vermelho) evidencia extensas areas com uma significativa
reducdo do numero de fotorreceptores e onde apenas se
encontram os nucleos da camada nuclear interna (azul). Estas
zonas sao coincidentes com a presencga de diversas células
autofluorescentes (setas) localizadas preferencialmente nos
bordos das zonas com lesbes . MVLC. Autofluor,
autofluorescéncia. Nucleos marcados com Hoechst Stain
Solution (azul). Barra: 16 Um. ......ccccccviiiiiiiiiii
Modelo de retinopatia em murganho, induzida pela injec¢do de
iodato de sédio (NalO3). Migragdo das células Mato. 48 horas
apoés a injecgao de iodato de sddio, observa-se a presenga de
células autofluorescentes BM8 e 2F8-positivas (células Mato)
na camada nuclear externa. Estas células nunca foram
observadas nesta localizagdo em retinas normais. MVLC.
Autofluor, autofluorescéncia. Nucleos marcados com Hoechst
Stain Solution (azul). Barras: 25 ym (A) e 33 um (B). ..o

Células Mato em retinas humanas. A e B: as cabecas de seta
assinalam granulos autofluorescentes junto aos nucleos de
células perivasculares. Retinas marcadas com os anticorpos
anti-colagénio IV (C) e anti-GFAP (D) mostram que as células
Mato da retina se localizam no espago perivascular, entre a
membrana basal dos vasos sanguineos e os pés vasculares
das células da nevroglia que revestem a sua superficie
abluminal. MVLC. Autofluor, autofluorescéncia. Nucleos
marcados com To-Pro®-3 iodide e com Hoechst Stain Solution
(azul). Barras: 7,5 ym (A), 7 um (B), 15 um (C) e 15 ym (D). ......

A coloragao com oil red O permitiu confirmar a presenca de
lipidos nas inclusdes citoplasmaticas de células perivasculares
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Figura 44

com localizagdo e topografia compativeis com as das células
Mato (seta). V, vaso sanguineo. Barra: 28 ym. ..........................

Retina humana. A: aspecto de uma retina saudavel. B: aspecto
de uma retina com retinopatia; a presenca de gliose reactiva
indica o estabelecimento de um processo de retinopatia; nesta
retina  pode observar-se a presenga de células
autofluorescentes (cabeca de seta) no local das lesbes, a nivel
da camada nuclear externa. CG, camada de células
ganglionares; NI, camada nuclear interna; NE, camada nuclear
externa; Retinop, retinopatia. MVLC. Nucleos marcados com
Hoechst Stain Solution (azul). Barra: 24 pm. .......ccccceeeeiiiieiieennnns
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ac - acetilada

AGE - produtos avangados de glicacéo (advanced glycation endproducts)
BA - filtro de emissao (barrier filter emission)
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DM - espelho dicréico (dichroic mirror)

EX - excitagao (excitation)

EDX - energia dispersiva por radiagdo-X
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MVLC - microscopia de varrimento laser confocal

MHC-I/Il - complexo de histocompatibilidade maior da classe /1|
PBI - PBS + 0,1% Igepal

PO, - solugcao tampao de Na,HPO,/NaH,PO,

PBS - solugdo tampao de fosfato (phosphate buffer saline)

RS-A - receptores scavenger da classe A

VEGF - factor de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor)
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U.l. - unidades internacionais

UV - ultravioleta

Mg - micrograma (submultiplo do quilograma, kg)

Ml - microlitro (submultiplo do litro, 1)

Mm - micrometro (submultiplo do metro, m)
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°C - grau Celcius ou centigrado (Unidade S| da grandeza temperatura)
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INTRODUCAO

1. RETINA

1.1. OLHO

O olho é um o6rgao especializado na fungao visual. Situado na 6rbita, € constituido pelo
bulbo ocular e pelos 6rgdos anexos ao bulbo ocular, musculos extrinsecos do bulbo ocular,
bainha do bulbo ocular (Tenon), palpebras, conjuntiva e aparelho lacrimal. Incorpora o nervo

6ptico, as tunicas do bulbo ocular, o cristalino e as camaras intrabulbares (Figura 1).

As células capazes de transformar a luz recebida em impulsos nervosos — fotorreceptores —
em conjunto com as células neuronais de integracao estéo localizadas na retina (Figura 1).
As restantes estruturas oculares ou constituem elementos de suporte da retina ou estao

envolvidas no processo de focagem das imagens que nela se formam.

Figura 1. Morfologia do bulbo ocular. A. Bulbo ocular de murganho. B. Sec¢éo sagital do bulbo ocular
de murganho; coloragdo histoldgica tricromica de Mallory. E, esclera; Co, cérnea; Cr, coroideia; Cc,
corpo ciliar; 1, iris; N, nervo optico; R, retina; Cv, camara vitrea do bulbo ocular; C, cristalino; Ca,
camara anterior do bulbo ocular; Cp, camara posterior do bulbo ocular. Imagens cedidas por Ruberte,
J.
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O bulbo ocular (Bulbus oculi), de forma sensivelmente esférica, € composto por trés tunicas
concéntricas que constituem as suas paredes: uma tunica fibrosa (mais exterior), uma funica
musculo-vascular (camada intermédia, pigmentada e profusamente vascularizada) e uma
tunica nervosa (a mais interna), constituida pela retina (Figura 1 B). No seu interior existem
diversos meios transparentes: o corpo vitreo, que preenche a camara vitrea do bulbo ocular,
o cristalino e o humor aquoso, contido nas camaras anterior e posterior do bulbo ocular

(Esperanca-Pina, 1998).

A tunica fibrosa do bulbo ocular (Tunica fibrosa bulbi) divide-se na esclera, por¢cao opaca

mais posterior, e na cornea, porcao transparente mais anterior (Figura 1 B).

A esclera (Sclera) é uma membrana opaca que apresenta geralmente cor branca. E
constituida por tecido conjuntivo fibroso, contendo fibras de colagénio de tipo |
entrecruzadas com fibras elasticas (Gongalves & Bairos, 2006). Reveste cerca de 80% da
superficie exterior do bulbo ocular. Da insercdo aos musculos extrinsecos do bulbo ocular e
€ atravessada pelas veias vorticosas e pelas artérias e nervos ciliares. A sua abertura
posterior permite a passagem do nervo Optico. Esta abertura apresenta-se coberta
anteriormente pela l&mina cribriforme (Lamina cribosa), com numerosos orificios para

passagem dos feixes do nervo Optico e da artéria e veia central da retina.

A cérnea (Cornea) é uma membrana transparente e avascular que se une ao bordo anterior
da esclera, unido conhecida por limbo da cérnea (Limbus cornae). E significativamente mais
convexa do que esta ultima, apresentando formas variadas consoante as espécies. No
murganho, por exemplo, apresenta uma forma circular (Smith, 2002). O estroma da cornea,
delimitado anteriormente pela membrana elastica anterior (Bowman) e pelo epitélio
corneano anterior e posteriormente pela membrana elastica posterior (Descemet) e pelo
epitélio corneano posterior, € constituido por queratécitos e por colagénio de tipo | e IV
(Goncalves & Bairos, 2006). A cornea é inervada pelos nervos ciliares que formam um plexo

na sua superficie.

A tunica musculo-vascular do bulbo ocular (Tunica vasculosa bulbi) contém a maior parte
dos vasos sanguineos; é composta pela coroideia (porgdo posterior), corpo ciliar (por¢ao

média) e iris (por¢ao anterior) (Figura 1 B).
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A coroideia (Choroidea), situada entre a retina e a esclera, € uma membrana conjuntivo-
vascular, com células pigmentares, limitada anteriormente pela ora serrata e posteriormente
pela area de passagem do nervo optico. E constituida por diferentes camadas: /amina
supracoroideia (a mais exterior), espago pericoroideu (espago vascular que contém vasos
linfaticos, ramos das artérias ciliares longas e curtas, veias vorticosas e nervos ciliares),
ldmina vascular (contém volumosos vasos sanguineos), ldmina coroidocapilar (é constituida
por capilares e reveste interiormente a lamina vascular) e /dmina basilar (estrato externo da
membrana vitrea (Bruch), colocada entre a coroideia e o epitélio pigmentar da retina)
(Gongalves & Bairos, 2006). O seu elevado conteido em melanina permite absorver a luz
que atravessa a retina, evitando a sua refracgcado no interior do bulbo ocular. A coroideia
possui, em algumas espécies, dorsalmente ao disco do nervo éptico, uma zona avascular,
de forma semilunar, de diferente coloracdo consoante a espécie considerada e que
apresenta um caracteristico brilho metalico, designada por tapete lucido (Tapetum lucidum).
Esta formagao anatdmica funciona como um espelho que permite que os feixes de luz nao
absorvidos pelos fotorreceptores sejam reflectidos para a retina, contribuindo, deste modo,
para aumentar significativamente a eficdcia da visdo nocturna. Contudo, o rato e o

murganho n&o possuem tapete lucido (Wise, Dollery & Henkind, 1971).

O corpo ciliar (Corpus ciliare) localiza-se entre a iris e a coroideia, constituindo uma espécie
de anel saliente na face interior do bulbo ocular. E formado por uma porcdo anterior, o
musculo ciliar (Musculus ciliares), e por uma porgao posterior, o processo ciliar (Processus
ciliares) (Esperanga-Pina, 2000). O processo ciliar, constituido por um conjunto de pregas
ciliares (Plicae ciliares) que formam a coroa ciliar (Corona ciliares), é a estrutura envolvida
na secregao do humor aquoso. O musculo ciliar, em forma de anel, € o responsavel pela

acomodacao do cristalino (Esperancga-Pina, 2000).

A iris (Iris) continua anteriormente a coroideia e a por¢ao anterior da retina cega. Funciona
como um diafragma. E uma estrutura em forma de coroa circular, constituida por um
estroma fibrovascular pigmentado, que pode assumir, nas diferentes espécies, coloragao
variada, bem como perfis diferentes, consoante o seu grau de contraccdo. Apresenta uma
perfuracdo central designada por pupila (Pupilla). Na iris existem dois circulos arteriosos,
estando um situado perifericamente (anel maior da iris) e outro centralmente (anel menor da

iris).
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A tunica nervosa do bulbo ocular (Tunica interna bulbi) é o estrato mais interior do bulbo
ocular (Figuras 1 B e 2) e é constituida pela retina (Retina). Tem por fungao receber e
transmitir as impressées luminosas ao nervo 6ptico que, por sua vez, as transmite ao coértex

cerebral.

No interior do bulbo ocular existem diferentes meios transparentes: o corpo vitreo, o

cristalino e o humor aquoso (Figuras 1 B e 2).

O humor aquoso (Humor aquosus) € um liquido que preenche o espaco entre a cornea e o
cristalino. A iris divide este espaco em duas camaras, a camara anterior (Camara anterior) e
a camara posterior (Camara posterior) do bulbo ocular. O humor aquoso é continuamente
produzido pelos processos ciliares e é drenado através do seio venoso da esclera
(Schlemm), no angulo irido-corneano. E responsavel pelo aporte de nutrientes as estruturas
avasculares vizinhas, cérnea e cristalino. A convexidade fixa da superficie externa da cornea
€ o principal mecanismo responsavel pela focagem da luz na retina e a pressao hidrostatica,

a nivel da camara anterior do bulbo ocular, ajuda a manter a forma desta estrutura.

O cristalino (Lens) € um disco transparente, avascular, biconvexo, situado atras da pupila,
suspenso no bulbo ocular pelas fibras zonulares (Zinn). Revestido por uma capsula, contém,
subjacentes ao epitélio subcapsular, as fibras do cristalino, células epiteliais modificadas, em
forma de prisma de seis faces, dispostas paralelamente a cada uma das faces do cristalino.
Ocupa, no murganho, cerca de 75% do espago intra-bulbar (Smith, 2002). A face anterior
relaciona-se com a pupila, com a face posterior da iris € com os processos ciliares. A face
posterior relaciona-se com o corpo vitreo. Juntamente com a cérnea foca a luz na superficie

da retina.

O corpo vitreo (Corpus vitreum) € uma estrutura de consisténcia gelatinosa, transparente e
incolor que preenche a camara vitrea do bulbo ocular (Camara vitrea). Envolvido pela
membrana hialoideia (Membrana vitrea), é atravessado pelo canal hialoideu (Canalis
hyaloideus) que da passagem a artéria hialoideia, no feto. O corpo vitreo providencia
suporte estrutural ao bulbo ocular, oferecendo, contudo, um meio transparente para a
passagem da luz. Nos murganhos, é proporcionalmente mais pequeno do que nos
humanos, uma vez que a maior parte do bulbo ocular é ocupada pelo cristalino (Smith,
2002).
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1.2. ESTRUTURA DA RETINA

A retina forma-se a partir da vesicula optica, uma evaginagdo do diencéfalo que, por sua
vez, se invagina, originando a tacicula optica bilaminar, de onde provém as duas camadas
da retina (epitélio pigmentar e retina neuro-sensorial). O pediculo 6ptico, que liga a vesicula
Optica ao cérebro, origina 0 nervo optico. A neuro-retina e o nervo optico constituem o
“oftalmencéfalo” pois representam uma expansao do encéfalo projectada para o interior da
orbita (Costa & Morato, 1984; Carlson, 1999).

A retina estende-se desde o disco do nervo éptico até a pupila. E constituida por trés
porcdes: parte Optica da retina (porgao posterior), porgao ciliar da retina (porgao média) e

porcéo iridiana da retina (porgao anterior) (Figura 2).

Existe uma parte sensivel a luz, que se estende desde o nervo 6ptico até a ora serrata

(parte Optica da retina) e uma parte cega, insensivel a luz (porgdes ciliar e iridiana da retina).

De uma forma geral, a retina apresenta duas regides especiais, ndo coincidentes: a papila
ou disco do nervo Optico (Discus nervi optici), correspondente ao ponto de saida do nervo
optico e de passagem da artéria e veia central da retina, e a macula latea (Macula lutea),
area altamente sensitiva da retina. No centro da macula lutea encontra-se a févea central
(Fovea centralis), situada no eixo central do olho. Esta ultima constitui a area de maior
acuidade visual, por conter a mais elevada densidade de cones e por ser a area de maior
transparéncia da retina. A transparéncia € maior pelo facto de, nesta zona, a retina ser mais
delgada, contendo apenas fotorreceptores, e por ser avascular, recebendo os nutrientes e o
oxigénio a partir da rede capilar que a rodeia (Slatter, 2001). Contudo, os roedores nao
possuem fovea central nem macula lutea e o disco do nervo 6ptico é coincidente com o eixo
central do olho (Smith, 2002).

Consideram-se 10 camadas distintas na retina, desde a mais interior, que se relaciona com

o corpo vitreo, até a mais exterior, que se relaciona com a coroideia (Figuras 2, 3 e 4):
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1 — Membrana limitante interna (Stratum limitans internum): é constituida pelas expansdes

citoplasmaticas das células de Mdller e separa a retina do corpo vitreo.

2 — Camada de fibras do nervo optico (Stratum neurofibrarum): formada por feixes de
axoénios nao mielinizados das células ganglionares. Estes agrupam-se, a nivel do disco do
nervo optico, e perfuram a coroideia e a esclera, onde abandonam o bulbo ocular para dar
origem ao nervo Optico. Estas fibras nervosas, bem como os vasos sanguineos, estdo

rodeados pelos processos celulares dos astrocitos e das células de Miller.

3 — Camada de células multipolares ou ganglionares (Stratum ganglionicum): constituida por
uma fileira de corpos celulares de células ganglionares, amacrinas e de astrécitos (Jeon,
Strettoi & Masland, 1998; Antonetti et al., 2006).

4 — Camada plexiforme interna (Stratum plexiforme internum). corresponde ao local de

sinapse entre as células bipolares e amacrinas e as células ganglionares.

5 — Camada nuclear ou granulosa interna (Stratum nucleare internum): constituida pelos
corpos celulares das células bipolares, amacrinas e horizontais de associacao e das células
de Miualler. As células bipolares sdo as mais abundantes e fazem sinapse entre os
fotorreceptores e as células ganglionares. As células horizontais e as células amacrinas
interpdem-se entre estas ultimas. As células de Miiller sdo células da nevrdglia responsaveis
pela manutengdo da estrutura da retina. Os seus prolongamentos citoplasmaticos
distribuem-se por entre as demais células constituintes da retina, formando colunas que
ocupam todo o espacgo existente entre elas, numa extensdo que vai desde a camara vitrea

do bulbo ocular até a membrana limitante externa.

6 — Camada plexiforme externa (Stratum plexiforme externum): nesta camada ocorre a
articulagcado entre os axonios dos fotorreceptores, cones e bastonetes, e os dendritos das

células bipolares e horizontais.

7 — Camada nuclear ou granulosa externa (Stratum nucleare externum): este estrato

retiniano é constituido pelos corpos celulares dos cones e bastonetes.

8 — Membrana limitante externa (Stratum limitans externum): ndo & uma membrana
propriamente dita; é formada pelas expansodes citoplasmaticas das células de Muller que,

nessa zona, se unem aos fotorreceptores.
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Figura 2. Representacdo esquematica do bulbo ocular de murganho. Detalhe da constituicdo da
retina. Tunica fibrosa do bulbo ocular (E, esclera; Co, cérnea), tunica musculo-vascular do bulbo
ocular (Cr, coroideia; Cc, corpo ciliar; I, iris) e tunica nervosa do bulbo ocular (PO, parte 6ptica da
retina; PCI, parte ciliar e iridiana da retina); C, cristalino; Ca, cadmara anterior do bulbo ocular; Cv,
camara vitrea do bulbo ocular; N, nervo 6ptico; MLI, membrana limitante interna; FNO, camada de
fiboras do nervo 6ptico; CG, camada de células ganglionares; Pl, camada plexiforme interna; NI,
camada nuclear interna; PE, camada plexiforme externa; NE, camada nuclear externa; MLE,
membrana limitante externa; CB, camada de cones e bastonetes; EPR, epitélio pigmentar da retina;

MB, membrana vitrea (Bruch). A seta amarela indica a direcgao da luz.

9 — Camada de cones e bastonetes (Stratum neuroepitheliale): os fotorreceptores, cones e
bastonetes, sdo constituidos por um segmento externo, um segmento interno, uma regido
nuclear e uma regido sinaptica. Neste estrato retiniano encontram-se os segmentos internos
e externos dos fotorreceptores. A porgcao apical destes ultimos relaciona-se com o epitélio

pigmentar da retina.

10 — Camada de células pigmentares ou epitélio pigmentar da retina (Stratum
pigmentosum): é o estrato mais exterior da retina. Adjacente a coroideia, reveste
praticamente todo o interior do bulbo ocular. De cor negra, uma vez que as suas células
contém gréanulos de melanina, absorve e elimina todos os raios luminosos nao captados
pela parte sensivel da retina (Strauss, 2005). Estas células relacionam-se com a membrana

vitrea (Bruch).
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Figura 3. Estrutura da retina. A imagem ilustra a disposi¢ao das diferentes camadas da retina. Setas,
membrana limitante interna; FNO, camada de fibras do nervo éptico; CG, camada de células
ganglionares; PIl, camada plexiforme interna; NI, camada nuclear interna; PE, camada plexiforme
externa; NE, camada nuclear externa; CB, camada de cones e bastonetes; EPR, epitélio pigmentar
da retina; cabegas de seta, membrana limitante externa. Coloracéo histolégica hematoxilina-eosina.
Barra: 23 ym.

Figura 4. Estrutura da retina. Disposi¢éo das diferentes camadas da retina. MLI, membrana limitante
interna; CG, camada de células ganglionares; Pl, camada plexiforme interna; NI, camada nuclear
interna; PE, camada plexiforme externa; NE, camada nuclear externa; CB, camada de cones e

bastonetes. Microscopia electronica de varrimento (MEV) sobre tecido intacto. Barra: 20 um.

-10-
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A retina é uma estrutura capaz de transformar a informacéo recebida pelos fotorreceptores,
estimulos no comprimento de onda de luz visivel, sob a forma de energia fotoquimica, em
estimulos eléctricos. Esta informacédo é modulada e transmitida por neurotransmissores ou
através de alteragbes de potencial de membrana ao longo de uma série de células
neuronais retinianas (células bipolares, horizontais, amacrinas e células ganglionares). O
influxo nervoso propaga-se entdo pelos axoénios das células ganglionares que, uma vez

reunidos no nervo optico, o transmitem ao cortex visual.

A retina é constituida por cinco tipos principais de células responsaveis pelas fungdes
sensorial, reguladora, nutritiva e imuno-reguladora. A visdo normal esta, por conseguinte, na
dependéncia da normal inter-relacdo e integracdo funcional das células neuronais, das
células da nevrdglia, microgliocitos, células vasculares e células do epitélio pigmentar da

retina.

O primeiro tipo celular referido reine os diferentes tipos de células neuronais presentes na
retina: fotorreceptores e células neuronais de associagdo, células bipolares, horizontais,

amacrinas e ganglionares.

1.1. Fotorreceptores: sdo células especializadas, sensiveis a luz, localizadas nas camadas
mais externas da retina; quando excitadas pela energia luminosa, estimulam as células
nervosas adjacentes, gerando um impulso nervoso que se propaga pelo nervo optico até ao

coértex visual (Figuras 5,6 e 7).

Existem dois tipos diferentes de células fotorreceptoras com diferentes tipos de pigmento
visual na sua constituicdo: os cones e os bastonetes. Os cones, activos em regime fotépico,
tém um grande poder de resolucéo, séo sensiveis a luz brilhante e sdo responsaveis pela
visdo cromatica. Os bastonetes, activos em regime escotdpico, sdo mais sensiveis a
condi¢cdes de pouca luminosidade. No murganho, os bastonetes representam cerca de 95-
97% dos fotorreceptores, sendo o seu numero aproximado de 6,4 milhdes, o que esta

relacionado com os habitos nocturnos desta espécie (Jeon et al., 1998; Smith, 2002).

Nos segmentos externos dos fotorreceptores encontra-se acumulado o pigmento visual,
disposto em pilhas de discos, rodeados por membrana celular (Figuras 5, 6 e 7). A
sensibilidade a luz de cada tipo de fotorreceptor depende do tipo de pigmento que contém,

uma vez que este determina o comprimento de onda da luz que pode absorver.

-11-
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Figura 5. Detalhe dos fotorreceptores, cones e bastonetes. SE, segmento externo, Sl, segmento

interno. MEV sobre tecido intacto. Barra: 6 um.

Figura 6. Detalhe dos fotorreceptores. Aspecto dos segmentos externos dos cones e bastonetes.

MEYV sobre tecido intacto. Barra: 3,5 um.

-12-
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Figura 7. Detalhe dos fotorreceptores. Aspecto da porgdo apical do segmento externo dos
fotorreceptores que se relaciona com o epitélio pigmentar da retina (setas). MEV sobre tecido intacto.

Barra: 11 pym.

As moléculas de pigmento visual sdo constituidas por uma proteina — opsina — ligada a um
grupo prostético — 11-cis-retinal. Quando se da a absor¢do de um fotdo, o grupo 11-cis-
retinal sofre uma isomerizagdo, transformando-se no frans-retinal, com a consequente
alteracdo da estrutura tridimensional da opsina. Esta nova conformagao da molécula de
pigmento & um sinal de deteccdo de luz, conduzindo ao encerramento dos canais de sodio
na membrana celular e dando inicio a cascata de fototransdugdo, a nivel da célula
fotorreceptora. As alteragbes no potencial de membrana dos cones e bastonetes, em
resposta a absorg¢ao de luz, vao alterar a taxa de libertagdo de neurotransmissores, gerando
um potencial de acgado ao longo de todas as células envolvidas na transmissao do impulso
nervoso (Wolf, 2004).

O processo de absor¢do de luz e de transdugdo de energia provoca o desgaste dos
pigmentos visuais. As células do epitélio pigmentar da retina fagocitam os segmentos
externos dos fotorreceptores e sdo as responsaveis pela reciclagem do frans-retinal, para
nova sintese de pigmento visual, bem como pela reciclagem de outras moléculas
necessarias a continua regeneragdo dos segmentos externos dos fotorreceptores (Wolf,
2004).
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1.2. Nas camadas mais internas da retina estdo presentes os neurdnios de associacdo
(Figura 8):

o Células bipolares: sao os neurdnios de associagdo mais abundantes, constituindo

cerca de 41% das células da camada nuclear interna (Jeon et al., 1998);

e Células horizontais: os seus prolongamentos formam a camada plexiforme externa;
fazem sinapse com as unides sinapticas entre os fotorreceptores e as células
bipolares, modulando a actividade sinaptica. Constituem aproximadamente 3% das

células da camada nuclear interna (Jeon et al., 1998);

o Células amacrinas: os seus prolongamentos formam a camada plexiforme interna;
localizam-se no limite interno da camada nuclear interna, fazendo sinapse com os
complexos sinapticos das células bipolares e ganglionares. Constituem cerca de

40% das células da camada nuclear interna (Jeon et al., 1998).

1.3. Células ganglionares: dispostas numa fileira, contribuem para a formagdo da camada

das células ganglionares. Os seus axénios vao constituir as fibras do nervo éptico.

Figura 8. Tipos celulares da retina. Detalhe da camada nuclear interna: H, células horizontais; B,
células bipolares; A, células amacrinas; Mu, células de Miiller; Pl, camada plexiforme interna; PE,

camada plexiforme externa. Coloragao histolégica azul de toluidina.
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O segundo tipo celular retiniano supracitado diz respeito as células da nevréglia: o tecido

glial confere suporte aos diferentes elementos celulares, mantendo a integridade estrutural

da retina. Engloba as células de Miiller e os astrécitos.

Células de Miiller. os nucleos destas células encontram-se na camada nuclear
interna (Figura 8), onde constituem cerca de 16% das células ai presentes (Jeon et
al., 1998). O seu citoplasma atravessa toda a retina, dispondo-se de forma colunar
desde a camara vitrea do bulbo ocular, onde formam a membrana limitante interna,
até a camada de cones e bastonetes, onde formam a membrana limitante externa. A
sua particular topografia transforma estas células em elementos fundamentais na
manutencdo da integridade estrutural da retina. Os seus prolongamentos
citoplasmaticos envolvem os axonios das células ganglionares e o0s vasos

sanguineos (Hollander et al., 1991).

Astrdocitos: confinados as regides vascularizadas da retina, envolvem, com 0s seus
prolongamentos citoplasmaticos, 0os vasos sanguineos e os axénios ndo mielinizados
das células ganglionares (Hollander et al., 1991). Estdo ausentes nas espécies com
retinas avasculares, como o coelho e o cavalo (Schnitzer, 1987; Stone & Dreher,
1987; Haddad et al., 2001). Os astrocitos, constringindo os vasos sanguineos,
desempenham igualmente um importante papel na manutencao da sua integridade
estrutural (Zhang & Stone, 1997).

Os prolongamentos citoplasmaticos das células de Miller e dos astrécitos que revestem os

vasos sanguineos designam-se por pés vasculares. O intimo contacto que se estabelece

entre as células da nevroglia e as estruturas vasculares, associado a interposi¢cao dos pés

vasculares destas células entre os vasos sanguineos e o parénquima retiniano, explica o

envolvimento das células de Miller e dos astrocitos no aporte de nutrientes e nos

mecanismos de regulacdo das células neuronais retinianas (Gardner et al., 2002; Newman,
2003; Antonetti et al., 2006).

O terceiro tipo celular retiniano referido é representado pelas células da micréglia: os

microgliécitos sdo considerados os macrofagos residentes da retina. Presentes nas

camadas mais superficiais da retina, encontram-se, normalmente, ndo activados. Sao

células que apenas sao activadas mediante a acgdo de determinados estimulos,
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participando na defesa contra microrganismos, na imuno-regulacdo, na fagocitose e
regeneracao tecidular (Roitt, Brostoff. & Male, 2001; Chen, Yang & Kijlstra, 2002).

As caracteristicas morfolégicas e funcionais mais relevantes das células do epitélio

pigmentar da retina e das estruturas vasculares descrevem-se nos capitulos seguintes.
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1.3. VASCULARIZAGAO DA RETINA

A retina exibe um delicado compromisso entra a fungao visual (necessidade da maior
transparéncia possivel para passagem da luz) e a vascularizacdo (necessidade de
oxigenacao), de tal forma que as estruturas vasculares constituem menos de 5% de toda a
massa retiniana (Gardner et al., 2002). Efectivamente, os capilares retinianos sao escassos
e de pequeno calibre (Wangsa-Wirawan & Linsenmeier, 2003), com uma distribuicdo
espacial caracteristica ao longo das diferentes camadas da retina, de forma a assegurar a
menor interferéncia possivel com a passagem da luz que tem de atravessar toda a
espessura da retina para alcangar os fotorreceptores. Na retina humana, por exemplo, a
févea central, a area de maior acuidade visual, € completamente avascular, precisamente
para oferecer um menor impedimento a passagem da luz (Slatter, 2001). Nos roedores,

contudo, nao existe fovea central e toda a retina é vascularizada (Smith, 2002).

O fluxo sanguineo da retina é relativamente baixo (Alm & Bill, 1973) o que, aliado ao
elevado consumo de oxigénio pelas células nervosas (Bristow, Griffiths, Andrews, Johnson
& Turnbull, 2002), justifica algumas das particularidades da sua arvore vascular. A geometria
do sistema vascular e a sua distribuicdo espacial, bem como a estrutura dos vasos
sanguineos retinianos, constituem factores determinantes na manutengao da fung¢ao visual
da retina (Correia, 1984).

Nos vertebrados pode encontrar-se uma grande variabilidade quanto ao tipo de
vascularizagdo retiniana, apesar de, na maioria dos animais, a retina ser uma estrutura
avascular e, efectivamente, a presenca de vasos intra-retinianos constituir uma excepgao
(Wise et al., 1971).

Pensa-se existir uma correlacdo directa entre a espessura da retina e o tipo de
vascularizacdo que se estabelece. Nas retinas mais delgadas, com uma espessura inferior a
150 um, o aporte de oxigénio e nutrientes pelos vasos da coroideia é suficiente para suprir
as necessidades dos estratos mais internos. No entanto, se a espessura da retina exceder
os 150 ym, esta devera ser vascularizada (Chase, 1982; Buttery, Hinrichsen, Weller &
Haight, 1991). Aparentemente, para além de um determinado limiar de espessura é

necessario o aporte adicional de oxigénio e nutrientes por meio de vasos intra-retinianos.
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A retina das espécies submamiferas (excepto a da enguia) € avascular, isto é, ndo contém
vasos sanguineos intra-retinianos. O aporte de nutrientes e oxigénio sao responsabilidade
de vasos da coroideia e do corpo vitreo. Sdo disso exemplo, os vasos vitreos dos peixes
teledsteos, dos anfibios e dos répteis. Alguns répteis, como crocodilos e cobras, possuem
uma rede vascular no corpo vitreo, conus papillaris, que se assemelha ao pecten das aves
(Wise et al., 1971).

Na retina dos mamiferos, no entanto, os vasos sanguineos invadem a neuroectoderme, a
partir do disco do nervo 6ptico, dando origem a vasos intra-retinianos. Na maioria dos
mamiferos, a retina recebe sangue, por conseguinte, através de dois sistemas vasculares
distintos: os vasos sanguineos da coroideia e os vasos sanguineos da retina. Desde o
estrato mais externo da retina até a camada nuclear externa, a retina recebe sangue dos
vasos da coroideia, estando os restantes estratos dependentes da circulagao intra-retiniana
(Smith, 2002).

Jonhson (1901) e Leber (1903) propuseram a definicdo de quatro tipos de retina em fungéo
das caracteristicas da sua vascularizagdo: euangiética ou holoangiética, pseudoangiética ou

paurangiotica, angiotica ou merangidtica e anangiotica (Wise et al., 1971).

A retina do murganho e do homem, detentora de um tipo de vascularizagdo em que os
vasos se distribuem por toda a retina, desde o disco do nervo 6ptico até a periferia, constitui
um tipo de retina euangidtica ou holoangiédtica (Germer et al., 1998). Neste tipo de retinas, a
arvore vascular esta na dependéncia da artéria central da retina ou de ramos cilio-retinianos,
como é o caso do cdo, que emergem do disco do nervo 6ptico (Esperanca-Pina, 2007). E
constituida por arteriolas, vénulas e por uma relativamente extensa rede de capilares. Este
tipo de vascularizagdo € caracteristica de alguns insectivoros, roedores, carnivoros, de

alguns ungulados e de todos os primatas (Wise et al., 1971).

Retinas do tipo pseudoangioético ou paurangiético, com 0s vasos sanguineos distribuidos ao
redor do disco do nervo 6ptico, podem ser encontradas em espécies como o cobaio, o
elefante e o cavalo (De Schaepdrijver, Simoens, Lauwers & De Geest, 1989; Barnett,
Crispin, Lavach & Matthews, 1995; Yu & Cringle, 2001).

-18-



INTRODUGAO

Um padrao diferente é o existente nos lagomorfos, coelho e lebre, do tipo angiético ou
merangiético (Wise et al., 1971; Ramirez et al.,, 2001), em que nao existem vasos
sanguineos intra-retinianos, mas sim uma estreita banda de vasos supra-retinianos ou
intravitreos que formam feixes capilares, de forma radial, sobre a camada de fibras do nervo

optico.

Num outro extremo, encontramos a retina das aves que € completamente avascular, com
um padrao do tipo anangidtico. Nas aves existe o pecten ocular (Pecten oculi), estrutura
densamente vascularizada, que imerge junto ao nervo optico, projectando-se para o interior
da camara vitrea do bulbo ocular, sendo o responsavel pelo aporte de nutrientes e oxigénio
a retina (Wolburg, Liebner, Reichenbach & Gerhardt, 1999).

1.3.1. FORMAGAO DOS VASOS DA RETINA

No homem, da 142 a 212 semana de gestagao, formam-se os primeiros vasos sanguineos,
na parte central da retina, por um processo de vasculogénese. As células precursoras
migram a partir do disco do nervo éptico e os angioblastos diferenciam-se, formando os
corddes vasculares primitivos que irdo dar origem aos vasos sanguineos (Flynn & Chan-
Ling, 2006). Posteriormente, formam-se os restantes vasos, por um processo de
angiogénese. Ocorre um aumento da densidade vascular, na regido central da retina, e
forma-se o plexo vascular profundo, por volta da 252 semana de gestagdo. O
desenvolvimento dos vasos sanguineos, contudo, sé esta completo por volta das 362-40°2

semanas (Hughes, Yang & Chang-Ling, 2000).

Ao contrario do homem, o murganho nasce com uma retina praticamente avascular. E no
decurso das duas primeiras semanas de vida pdés-natal que ocorre o processo de
vascularizacdo desta estrutura. Os vasos crescem de forma radial, a partir do disco do nervo
Optico, até a periferia da retina, de forma semelhante ao que ocorre no feto humano, e é
nesta altura que se estabelecem os trés plexos vasculares caracteristicos (Connolly, Hores,
Smith & D’Amore, 1988).
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Ao longo do desenvolvimento embrionario observa-se, contudo, a existéncia de uma rede
vascular transitéria, o sistema vascular hialéide, constituido pelos vasos hialoideus, situados
no corpo vitreo e que se originam a partir da artéria hialoideia (A. hialoidea). Esta ultima,
ramo da artéria central da retina (A. centrales retinae), penetra na tacicula optica, através da
fenda coroideia, dando origem também a tunica vascular do cristalino (Tunica vascularis
lentis). Apdés o nascimento, ocorre a regressao gradual dos vasos hialoideus, deixando de

existir estas estruturas vasculares (Carlson, 1999; Ito & Yoshioka, 1999).

1.3.2. PADRAO VASCULAR DA RETINA

Como referido, na maioria dos mamiferos, o aporte sanguineo a retina esta na dependéncia
dos vasos sanguineos da coroideia e da retina. Os estratos mais externos sao
vascularizados pelos vasos sanguineos da coroideia; a partir da camada plexiforme externa,

todos os outros estratos da retina recebem sangue dos vasos intra-retinianos. (Smith, 2002).

Os vasos da retina, de uma forma geral, provém de duas artérias: a artéria oftdlmica externa
(A. ophthalmica externa) que se origina a partir da artéria cardtida externa (A. carotis
externa) e a artéria oftalmica interna (A. ophthalmica interna) que se origina a partir da
artéria carétida interna (A. carotis interna). No murganho, contudo, e a semelhanga do que
ocorre no homem, existe apenas uma artéria que vasculariza o olho: a artéria oftalmica (A.

ophthalmica), ramo da artéria carétida interna (Smith, 2002; Esperancga-Pina, 2007).

A artéria oftalmica origina a artéria central da retina (A. centralis retinae) que penetra no
bulbo ocular, rodeada por fibras do nervo 6ptico, e emerge a nivel do disco do nervo dptico.
No murganho, a artéria central da retina ramifica-se em 5 a 7 arteriolas de 22 ordem que

divergem de forma radial até a periferia da retina (Figura 9).

Neste trabalho, foi adoptada a classificacdo dos vasos sanguineos proposta por Esperanca-
Pina (2007), segundo a qual se designam por (i) arteriolas ou vénulas de 12 ordem, (ii)
arteriolas ou vénulas de 22 ordem e (iii) arteriolas pré-capilares, arteriolas terminais,
metarteriolas ou vénulas pos-capilares, os vasos que apresentam calibres compreendidos

entre 200 e 100 um, 100 e 30 ym e entre 30 um e o calibre dos capilares, respectivamente;
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denominam-se ductos preferenciais, os vasos com um calibre entre 10 e 15 ym, que se
originam nas arteriolas pré-capilares e que terminam directamente nas vénulas pos-
capilares; todos os vasos sanguineos com um calibre inferior a 9 um s&o designados por

capilares.

Os vasos sanguineos retinianos apresentam uma geometria e distribuicdo espacial
caracteristica, organizando-se de forma a constituir trés plexos vasculares, localizados em
planos segmentares distintos, anastomosados entre si por meio de vasos de direccéo
perpendicular (Figura 10): plexo vascular interno, a nivel da camada de fibras do nervo
Optico e da camada de células ganglionares, plexo vascular intermédio, na face interna da
camada nuclear interna e plexo vascular externo, a nivel da camada plexiforme externa
(Paques et al.,, 2003). Nao existem vasos sanguineos intra-retinianos para além destas

camadas.

Os vasos de maior calibre (arteriolas e vénulas de 22 ordem) encontram-se na por¢cao mais
interna da retina, distribuindo-se na camada de fibras do nervo 6ptico e na camada de
células ganglionares, estando separados da membrana limitante interna por uma delgada

camada de elementos neuronais e da nevroéglia.

Cada arteriola de 22 ordem divide-se, por meio da formagao de colaterais, em arteriolas pré-
capilares (Figuras 11 e 12). As arteriolas pré-capilares ramificam-se, por meio de divisbes
dicotébmicas, nos capilares do plexo vascular interno, ndo participando na formacado dos

capilares dos plexos vasculares intermédio e externo.

Observa-se, igualmente, a ocorréncia de divisbes das arteriolas de 22 ordem em angulo
recto. Estes ramos colaterais ndo se mantém nesse plano mais interno; pelo contrario,
afundam-se na espessura da retina para dar origem aos capilares retinianos dos plexos
vasculares intermédio e externo (Figuras 12 e 13). Existem também capilares de direcgao
perpendicular, anastomoses em forma de ponte, com origem nos capilares mais superficiais,
que se dirigem profundamente para se unir aos capilares dos plexos mais profundos (Figura
12).

As arteriolas de 22 ordem terminam por meio de uma divisdo dicotdmica, originando duas
arteriolas pré-capilares que, na periferia da retina, alimentam uma rede capilar de malhas
largas. Estes vasos capilares podem terminar em vénulas poés-capilares ou entdo nas

arcadas venosas periféricas (Figura 11).
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Figura 9. Molde vascular da retina. A artéria central da retina divide-se em 6 arteriolas de 22 ordem
(A). Surge acompanhada pela veia central da retina que abandona a retina, contornando-a
lateralmente, enquanto recebe as vénulas de 22 ordem (B). As vénulas de 22 ordem surgem
intercaladas com as arteriolas de 22 ordem, num plano segmentar mais externo. Ac, artéria central da
retina; A, arteriolas de 22 ordem; V, vénulas de 22 ordem; Vc, veia central da retina. MEV. Barras: 80
pum (A) e 45 ym (B).

Figura 10. Disposi¢éo espacial dos vasos sanguineos da retina. As cabecas de seta assinalam vasos
localizados nos plexos vasculares interno (PVI), intermédio (PVM) e externo (PVE). CG, camada de
células ganglionares; NI, camada nuclear interna; NE, camada nuclear externa. MEV sobre tecido

intacto. Barra: 20 um.

-22-



INTRODUGAO

As arteriolas de 22 ordem caracterizam-se, igualmente, por dar origem a ductos
preferenciais que, destacando-se das arteriolas pré-capilares, drenam directamente para as
vénulas pos-capilares mais superficiais. Os ductos preferenciais podem actuar como um by-
pass em relacao a rede capilar. Esta disposicao determina um fluxo de sangue preferencial

nas camadas mais superficiais da retina (Figura 11 A e B).

Existe uma zona bem definida, peri-arteriolar, livre de capilares (Figura 11 A). Esta zona
esta descrita em algumas espécies e parece estar relacionada ndo s6 com o processo de
remodelagao vascular que ocorre durante o desenvolvimento dos vasos sanguineos (Wise
et al., 1971), mas também, e segundo observagbes mais recentes, com os valores de pO,
nas arteriolas. O compromisso entre a maxima visdo/maxima oxigenacdo permite uma

menor densidade vascular nesta zona (Funk, 1997).

Na periferia da retina, a nivel da ora serrata, formam-se vénulas de 22 ordem que recebem
sangue directamente de canais preferenciais ou de largas arcadas capilares. Os capilares
retinianos drenam para vénulas pos-capilares e estas para vénulas de 22 ordem, vasos
dispostos de forma intercalada com as estruturas vasculares arteriais. As vénulas de 22
ordem unem-se, originando a veia central da retina (V. centralis retinae) que, por sua vez,

conduz o sangue a veia oftalmica (Figuras 9 e 11).

No homem, o padrao de distribuicdo da arvore vascular € ligeiramente diferente. Para além
da existéncia de uma area completamente desprovida de vasos sanguineos (fovea central),
a artéria central da retina origina apenas quatro arteriolas, as arteriolas nasais superior e
inferior da retina (Arteriola nasalis retinae superior/inferior) e as arteriolas temporais superior
e inferior da retina (Arteriola temporalis retinae superior/inferior) que se ramificam para dar
origem aos capilares. Estes distribuem-se, de forma semelhante, ao longo de trés plexos
vasculares. O plexo vascular mais profundo, no entanto, ndo se adentra pela camada
plexiforme externa, mantendo-se no limite entre esta e a camada nuclear interna (Erickson,
Sundstrom & Antonetti, 2007).
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Figura 11. Padrdo vascular da retina. Injeccao de tinta da China. A: Observar a zona peri-arteriolar

livre de capilares (cabegas de seta) e os ramos colaterais em angulo recto. As vénulas surgem num
plano segmentar mais profundo (seta). As arteriolas de 22 ordem terminam na periferia da retina
numa rede capilar de malhas largas que se abre nas arcadas venosas periféricas ou nas vénulas de
22 ordem. B: As arteriolas de 22 ordem dao origem aos vasos capilares do plexo superficial. As
vénulas de 22 ordem formam-se a partir de vénulas que drenam os capilares. C: Aspecto dos
capilares de pequeno calibre e distribuidos em plexos vasculares de malhas largas, para uma menor
interferéncia com a passagem da luz. D: Aspecto da rede capilar do plexo vascular intermédio (seta),
de malhas mais largas do que as da rede capilar mais profunda, do plexo vascular externo. A,
arteriola de 22 ordem; V, vénula de 22 ordem. Barras: 570 uym (A), 225 um (B), 235 uym (C) e 115 pym
(D).
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Figura 12. Molde vascular da retina. As arteriolas pré-capilares dividem-se nos vasos capilares do
plexo vascular interno; capilares de direccdo perpendicular, anastomoses em forma de ponte
(cabecas de seta), com origem nos capilares mais superficiais, dirigem-se profundamente, para se
unir aos capilares dos plexos mais profundos. A, arteriola de 22 ordem; V, vénula de 22 ordem. MEV.

Barra: 100 pm.

Figura 13. Padrao vascular da retina. A: Distribuicao dos vasos sanguineos ao longo dos trés plexos
vasculares interno (PVI), intermédio (PVM) e externo (PVE). As arteriolas pré-capilares dividem-se
nos vasos capilares do plexo vascular interno, dando também origem a ductos preferenciais (cabega
de seta). B: Aspecto dos capilares do plexo vascular intermédio. Microscopia de varrimento laser
confocal (MVLC). A membrana basal foi marcada com o anticorpo anti-colagénio IV (Col IV). Barras:
120 pm (A) e 60 um (B).
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1.3.3. ESTRUTURA DOS VASOS SANGUINEOS DA RETINA

Os vasos sanguineos da retina sao estruturas adaptadas a responder as exigéncias de um
metabolismo muito elevado, a efectuar a regulagdo do fluxo sanguineo e a participar na
barreira hemato-retiniana (BHR). A sua morfologia, ao longo da arvore vascular, apresenta
particularidades Unicas, atendendo as especificidades funcionais do tipo de vaso

considerado.

A artéria central da retina, com uma estrutura em tudo semelhante a uma qualquer artéria de
pequeno calibre, quando entra na retina, dividindo-se nos ramos intra-retinianos, perde o
tecido elastico da sua parede e as arteriolas, em que se vai sucessivamente ramificando,
vao tendo um menor didmetro e uma menor espessura da parede.

As arteriolas retinianas, a semelhanca dos vasos sanguineos venosos de calibre
correspondente, as vénulas, apresentam-se constituidas, de uma forma geral, por trés
tunicas concéntricas: tunica interna ou intima, tinica média ou prépria e tunica externa ou

adventicia (Figura 14).

Figura 14. Constituicdo da parede vascular. Tunica intima (1), tinica média (2) e tunica adventicia
(3). L, ldmen; E, célula endotelial; M, célula muscular; Mu, célula de Miller; MB, membrana basal;

MG, membrana glial. Microscopia electrénica de transmissdo (MET). Barra: 640 nm.
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Tunica intima: é a tdnica mais interna; é constituida por uma camada unica de células

endoteliais, dispostas paralelamente ao eixo do vaso, e por tecido conjuntivo subendotelial.

Tunica média: € composta por multiplas camadas de células musculares lisas. Estas células
musculares apresentam uma disposicao circular e estdo separadas entre si pela membrana
basal. Nas arteriolas de maior didmetro, observam-se cinco a sete camadas de células
musculares. No entanto, este numero vai decrescendo gradualmente, para uma ou duas
camadas, a medida que o vaso se vai ramificando e se afasta do disco do nervo dptico. As
arteriolas pré-capilares apenas possuem um revestimento descontinuo de musculo liso e
nos vasos de menor calibre, capilares e vénulas pds-capilares, a tunica meédia é constituida
apenas por uma camada de pericitos. Somente nas vénulas de maior diametro as células

musculares lisas voltam a substituir os pericitos.

Tunica adventicia: € a mais externa; contém fibras de colagénio dispostas em diferentes

direcgdes.

As vénulas retinianas, dispostas de forma intercalada com os correspondentes vasos
arteriais, apresentam, para além das caracteristicas gerais referidas, algumas

particularidades:

O sistema venoso inicia-se junto a ora serrata, onde recebe sangue a partir da rede capilar.
As veias vao aumentando de calibre e espessura ao receber os vasos afluentes e a medida
que se aproximam do disco do nervo 6ptico. A veia central da retina, localizada lateralmente
a artéria central da retina, tem um didmetro superior a esta, embora apresente uma menor

espessura da parede.

O Iumen vascular venoso esta igualmente delimitado por células endoteliais e pela
membrana basal, que contudo € mais delgada do que a das arteriolas correspondentes. Em
vez de células musculares lisas, presentes apenas nas veias de maior calibre, a tunica
meédia é constituida por uma camada descontinua de pericitos, completamente envolvidos

pela membrana basal.
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Figura 15. Estrutura dos vasos sanguineos retinianos. Aspecto de um capilar. L, lumen; E, célula

endotelial; P, pericito; MB, membrana basal. MET. Barra: 1,2 ym.

Figura 16. Estrutura dos vasos sanguineos retinianos. A membrana glial (cabegas de seta), formada
pelos pés vasculares das células de Miiller e dos astrécitos, reveste a parede vascular. L, limen; E,

célula endotelial; M, célula muscular; A, astrocito; Mu, célula de Muller. MET. Barra: 185 nm.
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A rede de capilares da retina, interposta entre os sistemas arterial e venoso, apresenta
também caracteristicas unicas. Os delgados capilares retinianos surgem organizados numa
rede de malhas largas ao longo dos trés plexos vasculares. A sua parede é formada por

células endoteliais, pericitos e membrana basal (Figura 15).

As células endoteliais dos vasos retinianos sdo células alongadas, com expansodes
citoplasmaticas, que delimitam completamente o limen vascular. Organizadas numa Unica
camada, relacionam-se entre si por intermédio de zénulas de oclusao (Zonulae occludens)
dispostas em bandas que rodeiam completamente células adjacentes (Azevedo, 2006). Com
estas caracteristicas, este endotélio, do tipo ndo fenestrado, constitui um dos componentes
fundamentais da BHR (Figuras 15 e 16).

Os pericitos ou células de Rouget sdo células contracteis, completamente rodeadas pela
membrana basal. A eles se atribuem fungcbes de regulacdo do fluxo sanguineo, da
permeabilidade capilar e controlo da proliferacdo capilar (Herman & D’Amore, 1985; Sims,
1986; Gardner et al., 2002).

A membrana basal funciona como uma moldura de suporte para as células endoteliais e
pericitos, fixando os vasos sanguineos ao tecido circundante; constitui também um
componente fundamental da BHR, actuando como uma barreira na difusdo de particulas e
elementos celulares a partir do sangue. E formada por trés camadas: uma zona média
densa, a ladmina densa (lamina densa), limitada por uma camada interna mais
electrolucente, a lamina lucida (lamina lucida ou lamina rara), € por uma camada externa, a
lamina reticular (pars fibroreticularis). Produzida pelas células endoteliais, pericitos e células
do tecido conjuntivo, a membrana basal € constituida por colagénio de tipo IV, glicoproteinas
como laminina (laminina 8 e laminina 10), fibronectina, entactina e proteoglicanos (Junqueira
& Carneiro, 2005; Wang et al., 2006).

Todos os vasos sanguineos da retina estdo separados do parénquima retiniano pela
membrana glial (Glia limitans), formada pelos pés vasculares das células da nevroglia,
células de Miiller e astrécitos, que delimita o chamado espago perivascular (Figura 16). A
membrana glial, por conseguinte, para além de providenciar suporte estrutural aos
elementos celulares retinianos, separa e isola o parénquima retiniano dos vasos

sanguineos.
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1.4. BARREIRA HEMATO-RETINIANA

Na retina existe um complexo sistema de restricdo da permeabilidade entre o sangue e o
parénquima retiniano, no sentido de isolar este ultimo das constantes variacbes a que o

sangue esta sujeito, protegendo a retina da acgao de estimulos lesivos.

Considerada como uma parte especial da barreira hemato-encefalica, a BHR ¢é estabelecida
a dois niveis distintos: a barreira hemato-retiniana interna, formada pelo endotélio dos vasos
retinianos, e a barreira hemato-retiniana externa, constituida pelo epitélio pigmentar da
retina, na interface coroido-epitelial. Caracteriza-se pela existéncia de zénulas de oclusao
entre as células constituintes da barreira e pela relativa escassez de vesiculas endociticas,
propriedades que limitam a difusdo de solutos através desta barreira (Cunha-Vaz, 1976,
2004; Laties, Rapoport & McGlinn, 1979; Gardner et al., 2002).

As células do epitélio pigmentar, BHR externa, isolam os fotorreceptores dos vasos
sanguineos fenestrados da coroideia (Figura 17). As células do endotélio vascular retiniano,

sem fenestras, BHR interna, separam o parénquima retiniano do sangue.

Figura 17. BHR externa: aspecto das células constituintes do epitélio pigmentar da retina. A
superficie lateral das membranas celulares de células vizinhas apresenta as interdigitagbes

caracteristicas. MEV sobre tecido intacto. Barra: 3,5 um.
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As zdbnulas de oclusdo séo regides onde as membranas citoplasmaticas de células
adjacentes parecem fundir-se, obliterando o espaco intercelular (Figura 18). Nessas areas,
complexos constituidos por proteinas transmembranarias formam conjuntos de fibras que se
anastomosam com as fibras correspondentes de células adjacentes. Duas destas proteinas,
ocludina e claudina, cruzam toda a membrana citoplasmatica, restringindo a passagem de
fluidos entre células adjacentes. As restantes proteinas localizam-se no citoplasma periférico
e tém como funcdo manter a organizagao estrutural das zonulas de oclusdo. O nimero € a
complexidade destas jungdes intercelulares estdo em correlagdo com a maior ou menor

hermeticidade da barreira (Gardner et al., 2002).

Para além do endotélio vascular, fazem parte integrante da BHR interna outros elementos

estruturais adicionais: pericitos, membrana basal e membrana glial.

Os pericitos, devido a sua estreita interaccdo com as células endoteliais, estdo associados a
manutencédo da integridade estrutural da BHR e da permeabilidade vascular (Herman &
D’Amore, 1985; Sims, 1986; Gardner et al., 2002).

A membrana basal constitui um componente fundamental da BHR interna, providenciando
suporte estrutural e funcionando como uma segunda barreira na difusdo de particulas e

elementos celulares a partir do sangue (Wang et al., 2006).

As células da nevroglia, envolvendo os vasos sanguineos com 0s seus pés vasculares,
reforcam o isolamento do parénquima retiniano, estando igualmente envolvidas nos

processos de indu¢do, manutencao e modulagao da BHR (Gardner et al., 2002).

A BHR é, portanto, uma barreira de difusdo selectiva que exclui determinados elementos
celulares e moleculares do parénquima retiniano, garantindo um controlo estrito do meio
extra-celular. Isola a retina, mantendo um meio apropriado para o bom funcionamento
neuronal e prevenindo possiveis estimulos lesivos (Vinores, 1995; Abbott, 2002). A
alteracdo da BHR é frequentemente observada na patologia retiniana; ocorre em fases
iniciais destes processos e € responsavel, em muitas circunstancias, pelo desencadear das
lesbes, uma vez que determina alteragbes do meio extra-celular com repercussdes
importantes na funcdo visual (Cunha-Vaz, 1976). A rotura da BHR esta largamente
confinada as vénulas (Xu, Forrester, Liversidge & Crane, 2003; Xu, Dawson, Crane &
Liversidge, 2005). Constitui uma caracteristica da retinopatia diabética e € uma das

principais causas responsaveis pela perda de visdo (Xu, Qaum & Adamis, 2001).
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Figura 18. BHR interna: aspecto de uma zénula de oclusao entre duas células endoteliais adjacentes.
MET. Barra: 215 nm.

Figura 19. BHR interna. Para além das células endoteliais, esta barreira é constituida por pericitos,
pela membrana basal (cabegas de seta) e pela membrana glial. L, lamen; E, célula endotelial; Mu,
célula de Muller. MET. Barra: 450 nm.
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2. MACROFAGOS

2.1. ASPECTOS GERAIS

As células mae indiferenciadas da linha mieldide, presentes na medula éssea do adulto e no
saco vitelino, figado e bago, durante o desenvolvimento pré-natal, originam as células
precursoras dos mondcitos, os promondcitos, que, posteriormente, se diferenciam em
monocitos. Os mondcitos em circulagao na corrente sanguinea atravessam a parede

vascular e, a nivel dos diferentes tecidos, diferenciam-se em macrofagos.

Os macréfagos tecidulares residentes exibem caracteristicas morfolégicas e funcionais
especificas, consoante o 6rgdo em que se encontram, como ocorre, por exemplo, com as
células de Kupffer, no figado, ou com as células da micréglia, no cérebro e na retina. No
entanto, podemos considerar que estas células do sistema mononuclear fagocitico,

largamente distribuidas pelo organismo, apresentam duas fungdes principais:

e Fagocitose de agentes patogénicos, detritos celulares e outros antigénios;

o Apresentagao antigénica a linfocitos T.

Os macrofagos sao, portanto, intervenientes da resposta imunitaria, agindo como uma

primeira linha de defesa contra a infeccao (Roitt et al., 2001).

Uma fungao dos macréfagos € contribuir para a eliminacado de agentes infecciosos ou outras
substancias estranhas e minimizar os danos por eles causados. Os macréfagos fagocitam
activamente microrganismos e detritos celulares, captando-os, processando-os e
eventualmente eliminando-os. A presencga de receptores especificos de membrana, como os
receptores scavenger, aos quais se ligam moléculas da superficie microbiana e outras
moléculas de natureza diversa, constituem um factor fundamental para esta fungcédo. Os
anticorpos, por meio da activacdo do complemento, ou actuando como opsoninas,
concorrem igualmente para facilitar a fagocitose, através da ligagdo dos receptores dos
macrofagos com o componente 3b do complemento (C3b) ou com a por¢do Fc das

moléculas de imunoglobulinas.

-33-



INTRODUGAO

A apresentacdo antigénica € outra das fungbes dos macrofagos, considerada como a
interface entre a resposta imunitaria inata e adaptativa (Roitt et al., 2001). Os macréfagos
expressam o complexo de histocompatibilidade maior da classe Il (MHC-II). Tém, portanto, a
capacidade de processar e apresentar determinados peptideos antigénicos a linfécitos T.
Estes linfécitos T activados vao libertar mediadores responsaveis pela activagao de linfécitos
B elou T citotoxicos, desempenhando um papel fundamental no desencadeamento e na

manutencao da resposta imunitaria face a determinado antigénio.

2.2. MACROFAGOS DA RETINA

A retina contém diferentes populagdes de células da linhagem mieldide, onde se incluem as
células da micréglia e as células perivasculares (Dick, Ford, Forrester & Sedgwick, 1995;
Provis, Penfold, Edwards & van Driel, 1995; Zhang, Lam & Tso, 2005a) e que se distinguem
entre si pelas respectivas caracteristicas morfolégicas, topograficas e de expressao

antigénica.

As células da microglia sdo consideradas um tipo especial de macréfagos residentes da
retina. De aspecto ramificado, localizam-se nas camadas mais superficiais desta estrutura.
Normalmente, ndo se encontram activadas, sendo-o apenas na sequéncia do efeito de
determinados estimulos, tal como ocorre em situagdes de degenerescéncia das células

nervosas ou em processos inflamatorios (Chen et al., 2002).

Esta populagédo celular divide-se em trés grupos principais, de acordo com a respectiva
localizacao e fendtipo: micréglia perivascular, localizada no espago perivascular; micréglia
paravascular, cujos nucleos se localizam no parénquima retiniano, fora do espaco
perivascular, mas cujos prolongamentos contactam com os vasos sanguineos, e microglia

parenquimatosa, localizada no parénquima retiniano (Provis et al., 1995; Chen et al., 2002).

A designagao de células perivasculares diz respeito, de uma forma genérica, a uma
populagdo heterogénea de células, localizada no espago perivascular. Engloba diferentes
tipos celulares, incluindo células da micréglia ramificadas, células dendriticas (Xu, Dawson,

Forrester & Liversidge, 2007b) e outros macrofagos perivasculares (Provis et al., 1995).
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Existe alguma controvérsia relativamente a origem das células da microglia. Embora alguns
autores sugiram uma origem neuroepitelial (Hutchins, Dickson, Rashbaum & Lyman, 1990;
Hao, Richardson & Fedorff, 1991), estudos mais recentes apontam para uma origem

hematopoiética (De Groot, Huppes, Sminia, Kraal & Dijkstra, 1992; Eglitis & Mezey, 1997).

No decurso da embriogénese, as células precursoras dos microgliécitos chegam a retina a
partir do disco do nervo Optico, da periferia da retina e dos vasos sanguineos. O
desenvolvimento e distribuicdo das células da micréglia ocorre, contudo, por dois processos
diferentes. Numa primeira fase, as células precursoras migram para a retina, previamente ao
desenvolvimento dos vasos sanguineos, e diferenciam-se nas células ramificadas da
micréglia parenquimatosa. Estas células sdo CD45 e MHC-I/ll-positivas, sem que, no
entanto, expressem outros epitopos especificos dos macréfagos. Numa fase posterior, um
segundo tipo de precursores, que expressam marcadores especificos dos macréfagos,
invadem a retina, acompanhando as células precursoras dos vasos sanguineos, e originam

um outro tipo de células, as células da micréglia peri e paravascular (Chen et al., 2002).

Em condigbes fisiologicas, assiste-se a uma lenta renovagao desta populagéo de células da
micréglia que ocorre também por meio de dois processos distintos: proliferagdo de células
da microglia parenquimatosa e recrutamento de células monociticas em circulagdo que,
migrando através da BHR, se vao posteriormente diferenciar em microgliécitos (Lawson,
Perry & Gordon, 1992).

A micréglia constitui um tipo celular retiniano imunocompetente. Quando activadas, as
células da micréglia desempenham um importante papel na manutencdo da homeostasia,
na resposta inflamatéria e em processos degenerativos ou outro tipo de lesdes tecidulares
(Xu et al., 2007a). Participam na resposta imunitaria e no processo de regeneracdo dos
tecidos, fagocitando microrganismos invasores e detritos celulares (Chen et al., 2002;
Gardner et al., 2002; Chan, Magnus & Gold, 2001). Estdo envolvidas no desencadear dos
processos inflamatérios retinianos e, quando activadas, actuam também como células

apresentadoras de antigénio (Chew, Takanohashi & Bell, 2006).
Em resposta a uma leséo tecidular, os mondcitos circulantes sdo rapidamente recrutados

para o local, diferenciando-se entdo em células macrofagicas, chamadas a participar na

resposta inflamatdria (Xu, Chen, Mayer, Forrester & Dick, 2007a).
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Na retinopatia com degenerescéncia dos fotorreceptores, as células da microglia activadas
migram e acumulam-se nos locais das lesdes (Ng & Streilein, 2001; Zhang et al., 2005b).
Todavia, ndo ha um entendimento claro relativamente ao mecanismo de migracao destas
células, podendo este constituir apenas uma consequéncia ou, pelo contrario, ser

precisamente a causa determinante da morte dos fotorreceptores.

A migracao de células da microglia para o espago sub-retiniano foi igualmente observada
em animais velhos, ocorrendo, provavelmente, para coadjuvar as células do epitélio
pigmentar na remocgdo de detritos celulares, resultantes da reciclagem continua dos
segmentos externos dos fotorreceptores, que se tornam menos eficientes com o

envelhecimento (Xu, Chen, Manivannan, Lois & Forrester, 2008).

As células da micréglia tém, para além disso, a capacidade de produzir moléculas
neurotroficas e/ou neuroprotectoras implicadas na sobrevivéncia neuronal (Nakajima &

Kohsaka, 2004) e na regeneragao vascular (Ritter et al., 2006).

2.3. CELULAS MATO

Em 1981, Mato e Ookawara descreveram, pela primeira vez, em cérebro de rato, um tipo
celular perivascular autofluorescente a que chamaram “fluorescent granular perithelial cells”
e que, posteriormente, viriam a ser conhecidas por células Mato (Mato, Ookawara & Saito-
Taki, 1986b).

As células Mato localizam-se no espacgo perivascular (Virchow-Robin) da microvasculatura
cerebral dos mamiferos, compreendido entre a membrana basal dos vasos sanguineos e a
membrana glial, formada pelos pés vasculares dos astrocitos, interpondo-se, desta forma,

entre os vasos sanguineos e o parénquima cerebral (Mato & Ookawara, 1981).

Sao células que se caracterizam pela presenga de numerosos corpos de inclusdo
autofluorescentes no seu citoplasma. Os corpos de inclusdo sdo lisossomas secundarios,
ricos em enzimas hidroliticas, capazes de hidrolisar e armazenar substancias proteicas e
lipidicas (Mato, Ookawara, Mato & Namiki, 1985; Mato, Sakamoto, Ookawara, Mato &
Suzuki, 1998). Os lipidos oxidados s&o conhecidos por emitir fluorescéncia e a

autofluorescéncia das células Mato esta relacionada com a presenca de lipidos oxidados,
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constituintes de lipoproteinas, contidos nos corpos de inclusdo (Mato, Ookawara, Aikawa &
Kawasaki, 1981; Mato et al., 1996).

As células Mato, de forma alongada e com prolongamentos citoplasmaticos que envolvem o
vaso ao qual estdo apostas, sdo observadas, preferencialmente, nos locais de ramificagao

dos vasos sanguineos (Mato et al., 1981; Mato & Mato, 1983).

Sao células da linha mononuclear fagocitica, continuamente renovada a partir de monécitos
circulantes. Nos roedores, surgem numa fase precoce do periodo pds natal; na segunda
semana apoés o nascimento, estas células comegam a diferenciar-se, atingindo o pico da sua
actividade fagocitica aos trés meses (Mato et al., 1985). Constituem uma pequena
populacdo celular que se distingue das restantes células perivasculares, pericitos e
micréglia, pela sua localizagao, morfologia, imunofenétipo e fungdes (Mato et al., 1985;
Mato, Aikawa, Mato & Kurihara, 1986a).

Sao células macrofagicas residentes que expressam epitopos e receptores de membrana,
tais como, MHC-II e Fc, respectivamente, para além de apresentarem outros marcadores
comuns aos macrofagos: F4/80, clone CIl:A3-I, CD11b e F4/80, clone BM8 (Mato et al.,
1996).

As células Mato expressam constitutivamente receptores scavenger da classe A,
desempenhando um papel fundamental na captacido de lipoproteinas de baixa densidade
modificadas (Mato et al., 1996; Mato, Ookawara & Sakamoto, 1997a). Em condicoes
fisioldgicas, captam e acumulam, nos seus corpos de inclusao, macromoléculas, lipidos e
proteinas exdgenas, administradas por via endovenosa e intraventricular, e detritos
celulares, sendo por isso designadas como as células scavenger do cérebro (Mato,
Ookawara, Sano & Kurihara, 1982), contrariamente ao que ocorre com as células da
micréglia que, em condicdes fisioldgicas, por se nao encontrarem activadas, nao exibem
capacidade fagocitica. As células da microglia apenas manifestam capacidade fagocitica

quando sao activadas na sequéncia de uma determinada lesao (Mato et al., 1985).

Estas caracteristicas associadas a sua topografia, constituindo uma rede de células com
funcdo scavenger que envolve a microvasculatura cerebral, estiveram na base da sua
classificagdo como elemento constituinte da barreira hemato-encefalica, reforcando a

capacidade desta barreira na exclusdo de determinadas substancias do parénquima
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cerebral (Mato et al, 1996 e 1997a; Mato et al., 1998; Mato, Takeuchi, Ookawara,
Yamanaka, Mashiko & Ogura, 2001).

As células Mato participam no metabolismo lipidico e acumulam lipidos em condicbes
fisiologicas (Mato et al., 1985 e 1999). Em situagado de lesao tecidular, hipercolesterolémia
ou hipertenséo, as células Mato podem apresentar alteragdes degenerativas, determinando,

consequentemente, alteragdes vasculares (Mato, Sakamoto & Ookawara, 1997b).

As células Mato expressam MHC-II, desempenhando um papel chave no desencadeamento
e manutencio da resposta imunitaria. Através da producgao e libertagdo de citocinas, estédo
envolvidas nos processos de activagado e migragcao das células da micréglia para os locais

da lesao tecidular (Mato et al., 1998).

Embora constituindo uma pequena populagdo a nivel do sistema nervoso central, sao
células imuno-reguladoras fundamentais. Sado potenciais sensores de alteragbes do sistema
nervoso central e foram, mais recentemente, identificadas como alvo preferencial do virus

da imunodeficiéncia humana (HIV) (Williams, Alvarez & Lackner, 2001).
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3. RETINOPATIAS

De uma forma geral, podem considerar-se como as retinopatias de maior impacto clinico,
por constituirem as principais causas de perda de visdo no homem, a retinopatia diabética, a
degenerescéncia macular relacionada com a idade, a retinopatia por oclusdo venosa, a

retinopatia de prematuridade e a retinite pigmentosa.

O enorme impacto da perda de visdo, a variadissimos niveis da vida dos individuos
afectados, torna premente a necessidade de um conhecimento mais aprofundado
relativamente a etiopatogenia destas afeccoes, circunstancia que tem despertado o maior
interesse dos investigadores, principalmente, no sentido de encontrar solu¢des terapéuticas
mais eficazes que possam ser instituidas desde as fases mais precoces do desenvolvimento

das lesoes.

Retinopatia diabética

A retinopatia diabética surge como uma complicagédo da diabetes mellitus de tipo 1 e de tipo
2, a nivel ocular. Constitui a patologia mais comum do “olho diabético” e é a principal causa
da perda de visdo na populacdo adulta, nos paises desenvolvidos (Barber, 2003). Todas as
formas de diabetes se caracterizam pela presenga de hiperglicémia crénica, responsavel
pelas lesdes que se desenvolvem a nivel da retina ou de outros tecidos, como por exemplo,

a nivel do rim e dos nervos periféricos (Brownlee, 2004).

A hiperglicémia prolongada determina alteragbes metabdlicas significativas que estdo na
base das lesdes celulares. A reducdo da glicose, transformando-se em sorbitol, a producéo
de diacilglicerol e a formacdo de produtos avancados de glicacdo (AGEs, advanced
glycation endproducts) sdo alguns dos mecanismos responsaveis pelo aparecimento das

lesdes (Brownlee, 2004).

Distinguem-se duas fases na evolugdo da doenca: a fase nado proliferativa e a fase

proliferativa.
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Na fase nao proliferativa ocorre um aumento da permeabilidade vascular, o espessamento

da membrana basal e a redugédo do numero de pericitos (Ruberte et al., 2004).

O aumento da permeabilidade vascular deve-se principalmente a rotura da BHR, em grande
parte devido a acg¢do do factor de crescimento endotelial vascular (VEGF, vascular
endothelial growth factor) sobre as proteinas constituintes das zénulas de oclusdo das
células endoteliais (Gardner et al., 2002). As alteragdes precoces a nivel da BHR poderao
ser consideradas como a causa determinante para o inicio da doenca, uma vez que
conduzem ao aparecimento de edema, de pequenas hemorragias (Cunha-Vaz, Faria de
Abreu & Campos, 1975) e a morte celular, por deficiente capacidade de manutencao da
composig¢ao do meio extracelular (Barber, 2003). Com o decorrer da doenga, desenvolvem-
se outras lesdes, tais como micro-aneurismas, edema macular, rotura de capilares,
diminuigao do fluxo sanguineo, oclusdo capilar e o consequente aparecimento de zonas de
isquémia (Aiello et al., 1998; Gardner et al., 2002).

Provavelmente, a hipdxia e a hiperglicémia determinam o inicio da segunda fase da doenca,
a fase proliferativa. Esta caracteriza-se pelo aparecimento de novos vasos sanguineos, por
meio de um processo de angiogénese. A neovascularizagdo constitui o evento mais
significativo da retinopatia diabética por ser a principal causa da perda de visdo (Knott &
Forrester, 2003).

Ocorrem, contudo, alteracbes em outras células da retina, para além das alteracoes
vasculares referidas. O aumento da apoptose (Barber, 2003), a resposta reactiva das
células da nevréglia (Rungger-Brandle, Dosso & Leuenberger, 2000; Mizutani, Gerhardinger
& Lorenzi, 1998), a activagao das células da microglia (Zeng, Ng & Ling, 2000) e a alteragao
do metabolismo do glutamato (Gardner et al., 2002) podem ser considerados factores
neurodegenerativos que justificariam algumas deficiéncias da funcéo visual no inicio da

diabetes, numa fase em que ainda se nao observam alteragdes vasculares (Barber, 2003).

A activacdo das células da micréglia, em consequéncia das lesdes neuronais, conduz a
libertagdo de citocinas, numa tentativa de, por meio da resposta inflamatéria, se poder
preservar a fungao neuronal. Contudo, o ciclo que se inicia perpetua as alteracbes que se
estabelecem, a nivel dos diferentes células retinianas, células neuronais, células da
nevroglia e células vasculares (Antonetti et al., 2006), ocasionando altera¢des da visdo. As

alteragbes da funcéo visual podem, portanto, ser consideradas como um efeito directo da
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diabetes e ndo apenas como alteragdes secundarias a rotura da BHR (Lieth, Gardner,
Barber & Antonetti, 2000). Segundo alguns autores, parece mais provavel que sejam estas
alteragdes celulares as responsaveis pelas alteragdes da auto-regulagao do fluxo sanguineo

retiniano, que o mecanismo inverso (Gardner et al., 2002).

Apesar da controvérsia relativamente ao tipo celular retiniano preferencialmente vulneravel a
hiperglicémia, parece, contudo, ser possivel que uma leséo inicial nas células endoteliais,
com rotura da BHR, possa determinar o aparecimento de alteragbes a nivel das células
neuronais, das células da nevréglia, com activagdo das células microgliais, bem como
afectar as sua inter-relacbes, ou que, pelo contrario, uma alteragdo metabdlica nestas
ultimas células possa ser a responsavel pelas alteragdes a nivel da BHR. Seja qual for o
caso, uma alteracédo prolongada nas inter-relagcdes neuro-vasculares esta, certamente, na

base do estabelecimento da retinopatia diabética (Gardner et al., 2002).

Degenerescéncia macular relacionada com a idade

Actualmente, a esperanga média de vida, nos paises desenvolvidos, é superior a 80 anos.
No entanto, a qualidade de vida, nestes anos adicionais, pode estar significativamente
comprometida, devido aos efeitos de determinadas doencgas degenerativas, entre as quais
se inclui a degenerescéncia macular relacionada com a idade. Existem cerca de 30-50
milhdes de pessoas afectadas por este tipo de degenerescéncia das células neuronais da
macula lutea que constitui a principal causa de perda de viséo irreversivel em individuos

com mais de 60 anos (Gehrs, Anderson, Johnson & Hageman, 2006).

A degenerescéncia macular relacionada com a idade caracteriza-se pela progressiva perda
de vis&o central devido a alteragbes degenerativas e de neovascularizagdo da macula lutea,
a area de maior acuidade visual da retina. E uma afeccéo ocular bilateral que apresenta

duas fases principais de evolugao: a fase seca ou atréfica e a fase humida.
Considerada uma doenca de etiopatogenia complexa, ocorre associada a quatro factores de

risco principais: envelhecimento, tabagismo, aumento do indice da massa corporal e
hereditariedade (Clemons, Milton, Klein, Seddon & Ferris, 2005).

41-



INTRODUGAO

A continua reciclagem de segmentos externos dos cones e bastonetes é fundamental no
processo de regeneragao dos fotorreceptores. As células do epitélio pigmentar da retina séo
as responsaveis pela remocéao diaria dos segmentos externos destas células (Ryeom et al.,
1996) e, por conseguinte, a existéncia de células do epitélio pigmentar da retina viaveis
constitui uma condicdo essencial para o normal metabolismo e funcionamento dos

fotorreceptores.

Durante a degenerescéncia macular relacionada com a idade, as células do epitélio
pigmentar sofrem alteragdes degenerativas e nao funcionam de forma adequada, ocorrendo

a concomitante degenerescéncia e morte dos fotorreceptores (Gehrs et al., 2006).

A fase seca da doenca caracteriza-se pela degenerescéncia dos fotorreceptores e pela
acumulacao de grande quantidade de material proteico e lipidico, rico em colesterol, e ferro
no espacgo compreendido entre o epitélio pigmentar da retina e a membrana vitrea (Bruch).
Estes depdsitos sdo conhecidos por drusas (designagao derivada do termo aleméao drusen)
devido ao seu aspecto de esferas brilhantes rodeadas por um anel de hiperpigmentagéo
(Crabb et al., 2002; Hahn, Milam & Dunaief, 2003; Gehrs et al., 2006) e considerados um
sinal patognoménico da degenerescéncia macular relacionada com a idade (Anderson,

Mullins, Hageman & Johnson, 2002)

Os detritos celulares, resultantes da morte das células do epitélio pigmentar da retina e dos
fotorreceptores, constituem um estimulo inflamatério crénico e um potencial nucleo de
formacao de drusas, num processo semelhante ao observado noutras doencgas
degenerativas, como € o caso da doenga de Alzheimer e da aterosclerose, onde a
acumulacao extracelular de placas e depdsitos determina uma resposta inflamatdria local
(Anderson et al., 2002). O processo inflamatério que se estabelece e a participagao dos
macrofagos nesta fase sdo considerados factores fundamentais na patogenia da
degenerescéncia macular relacionada com a idade (Killingsworth, Sarks & Sarks, 1990;
Anderson et al., 2002; Ambati et al., 2003; Hahn et al., 2004b).

De uma forma geral, a doencga evolui para a fase humida (Gehrs et al., 2006). Esta
caracteriza-se pela presenca de exsudados e/ou sangue no espaco sub-retiniano, entre a
neuro-retina e o epitélio pigmentar da retina, e/ou no espacgo entre o epitélio pigmentar da
retina e a membrana vitrea (Bruch). Durante esta fase, ocorre a formacao de novos vasos
sanguineos, a partir dos vasos capilares da coroideia, que penetram através da membrana

vitrea (Bruch) e do epitélio pigmentar da retina e se dirigem para o espago sub-retiniano
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e/ou para o espaco entre o epitélio pigmentar da retina e a membrana vitrea (Bruch). As
hemorragias a esse nivel produzem o descolamento da retina e a degenerescéncia dos
fotorreceptores e, em consequéncia, a perda de visdo permanente (Sarks, Sarks &
Killingsworth, 1997; Gehrs et al., 2006).

A fase humida da doenca afecta apenas 10% dos doentes, contudo € mais grave do que a
fase seca. A neovascularizagdo a partir dos vasos da coroideia €& responsavel por
aproximadamente 80% dos casos de cegueira que ocorrem na degenerescéncia macular

relacionada com a idade (Gehrs et al., 2006).

Retinopatia por oclusao venosa

Os diferentes tipos celulares retinianos, células vasculares, células neuronais e nevroglicas
interagem no sentido de assegurar a manutencao da integridade estrutural e das fun¢des da
retina. As alteragbes vasculares necessariamente terdo repercussdo sobre os restantes
tipos celulares retinianos, interferindo com o seu normal funcionamento (Zheng, Gong,
Hatala & Kern, 2007).

A oclusdo venosa da retina € uma afeccdo comum, observada sobretudo em individuos
adultos. Constitui a segunda patologia vascular de maior frequéncia, depois da retinopatia
diabética, e € uma causa importante de perda de visdo (Rehak, 2008). A oclusdo da veia
central da retina ou a oclusdo de ramos venosos retinianos, caracterizadas, ao exame
oftalmoscépico, pela dilatagcao e tortuosidade vascular tipica, sdo acompanhadas de edema,
hemorragia, isquémia e exsudados, podendo ocorrer edema macular, neovascularizagéo,
hemorragias intravitreas e descolamentos de retina (Margolis, Singh & Kaiser, 2006). As
lesdes retinianas e o grau de perda de funcao visual estdo directamente relacionados com a
extensdao da zona de isquémia que a oclusdo vascular determina (Robinson & Halpern,
1992).

A etiopatogenia desta afecgdo ndo é completamente conhecida, mas parece ocorrer mais
frequentemente em idades superiores aos 65 anos, associada a hipertensao sistémica,
diabetes mellitus, aterosclerose, hiperlipidémia, tabagismo e a hipertensdo ocular

(O’Mahoney, Wong & Ray, 2008). Enquanto a oclusdo da veia central da retina é
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multifactorial, a oclusdo de ramos venosos retinianos pode ocorrer na sequéncia da
combinacdo de trés mecanismos primarios: compressao das veias nos locais de
sobreposicao artério-venosas, com consequente turbuléncia do fluxo sanguineo, alteragbes
degenerativas da parede vascular e factores hematoldgicos alterados, como por exemplo,
valores de hematdcrito e fibrinogénio plasmatico elevados (Cheung et al.,, 2008; Rehak,
2008).

A evolucao da doencga depende do grau de oclusao, da integridade da perfuséo arterial e da
eficiéncia no estabelecimento de uma circulagao colateral. A presenca de edema macular, a
neovascularizagdo e as hemorragias intravitreas contribuem para uma evolugcdo menos

favoravel e eventual perda de visdo (Rehak, 2008).

Retinopatia de prematuridade

O aumento da sobrevivéncia de bebés prematuros, devido aos avangos nos cuidados pré e
neo-natais, teve como consequéncia o aparecimento de uma populagao de criangas de alto
risco de desenvolvimento de retinopatia de prematuridade (Karna, Muttineni, Angel &
Karmaus, 2005)

A retinopatia de prematuridade é uma doencga vascular retiniana caracterizada por uma
neovascularizagao extensa que pode conduzir ao aparecimento de descolamentos de retina
e cegueira (Banyasz et al., 2006). E a principal causa de perda de visdo em criangas, nos
paises desenvolvidos: 50% dos bebés prematuros, de baixo peso (com menos de 1250 g de
peso a nascenga), apresentam lesbes caracteristicas desta doenca (Csak, Szabo, Szabo &
Vannay, 2006).

A retinopatia de prematuridade apresenta duas fases:

e fase 1: ocorre imediatamente apds o parto. A administracdo de oxigénio determina o
aparecimento de hiperéxia e a diminuicio de VEGF, com a consequente
interferéncia na vascularizacao retiniana. Observa-se um menor desenvolvimento da
arvore vascular e o aparecimento de zonas de isquémia, com a consequente

interferéncia no normal funcionamento das células neuronais.
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Para além da componente genética (Dunai et al., 2008), o aparecimento de zonas de
isquémia na retina pode ser determinado pelo facto dos bebés serem prematuros e,
portanto, por ainda se nao ter dado o completo desenvolvimento das estruturas vasculares
(Cooke, Drury, Mountford & Clark, 2004). A administracdo de oxigénio aos bebés
prematuros, no entanto, é responsavel pelo aparecimento de zonas de isquémia, uma vez
que a hiperdxia induz a produgao excessiva de espécies reactivas de oxigénio, responsaveis
pelo aparecimento de vasoconstricdo, morte das células endoteliais e obliteragcdo dos vasos

sanguineos (Karna et al., 2005).

e Fase 2: a hipoxia induz um aumento da expressao de factores angiogénicos, VEGF e
de angiopoietina 2, com a consequente formacdo de novos vasos sanguineos
retinianos (Cooke et al., 2004). O processo de neovascularizacdo pode progredir e

causar descolamentos de retina, hemorragias e a consequente perda de visao.

Retinite pigmentosa

A retinite pigmentosa engloba um conjunto de doencas retinianas degenerativas, incluidas
no vasto grupo das retinopatias hereditarias, que conduz a perda de visdo. As mutagdes a
nivel de mais de 40 genes, responsaveis pela sintese de proteinas envolvidas no
metabolismo dos fotorreceptores e na cascata de fototransdugdo, constituem o principal
factor etiolégico (Neidhardt et al., 2008).

Este tipo de retinopatia representa uma das principais causas de perda de vis&o, nos

adultos, com uma incidéncia aproximada de 1:4000, a nivel mundial (Sen et al., 2008).

Do ponto de vista estrutural, a retinite pigmentosa caracteriza-se por uma diminuigao
progressiva do numero de fotorreceptores, com a concomitante diminuicdo do campo de
visdo, podendo terminar por produzir cegueira. Na maioria dos casos, ocorre a
degenerescéncia dos bastonetes, causando diminuicdo da visdo periférica e da visdo
nocturna. Observa-se deposi¢ao de pigmento, diminuigdo da vasculatura retiniana e atrofia
do epitélio pigmentar da retina (Gandra et al., 2008). Apenas numa fase mais tardia da
doencga ocorre degenerescéncia dos cones, com a consequente diminuigdo da visao central
(Phelan & Bok, 2000).
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1. MATERIAL

1.1. ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados murganhos (Mus musculos) da estirpe ICR (CD-1) (Harlan
Laboratories, Inc.), com idades compreendidas entre 1 e 6 meses. Os animais, 200
murganhos, foram fornecidos pelo SER-CBATEG (Servicio de Estabulaciéon de Ratones del
Centro de Biotecnologia Animal y Terapia Génica) da Universidade Auténoma de Barcelona;
40 murganhos foram graciosamente cedidos pelo Professor Doutor Anténio José Duarte, da

Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Técnica de Lisboa.

Os animais foram alimentados “ad libitum” com uma dieta comercial standard (2018S da
Harlan Teklad Global Diets®) e mantidos num ciclo de luz/escuriddo de 12 horas, com luz a

partir das 8 horas da manha.

Ainda que a estirpe de murganhos C57/BI6 seja frequentemente utilizada em trabalhos
experimentais e tenha sido adoptada precisamente como modelo base nos projectos
europeus EUMORPHIA (European Union Mouse Research for Public Health and Industrial
Applications) e EUMODIC (The European Mouse Disease Clinic), a eleicdo de murganhos
ICR para modelo, neste trabalho experimental, foi determinada pelo facto de a
caracterizagcdo da funcéo scavenger das células Mato da retina e, em particular, o estudo
dos receptores scavenger da classe A, constituir um dos pilares desta investigacdo. O
anticorpo 2F8 liga-se especificamente aos receptores scavenger da classe A e é o anticorpo
comummente utilizado para a sua identificacdo. No entanto, o polimorfismo dos receptores
scavenger da classe A, existente nos murganhos C57/BI6, é responsavel pela perda de
imuno-reactividade 2F8 destes receptores, detectada nesta estirpe (Daugherty, Whitman,
Block & Rateri, 2000), particularidade que inviabiliza a possibilidade de utilizar estes
murganhos como modelo experimental para a caracterizagao morfofuncional das células em

estudo.
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1.2. OLHOS HUMANOS

As retinas humanas utilizados neste estudo foram graciosamente cedidas pelo Professor
Doutor Alfonso Rodriguez-Baeza da Faculdade de Medicina da Universidade Autbnoma de

Barcelona.

Os olhos pertenciam a 5 dadores, trés homens de 83, 99 e 85 anos (dador 2, 4 e 5), e duas

mulheres de 89 e 86 anos (dador 1 e 3).

A enucleacgao dos bulbos oculares foi realizada 5,5 horas, 8 horas, 3 horas, 10 horas e 4,5
horas apdés a morte dos dadores 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente, apés a qual foram
submetidos a um processamento de fixacdo inicial e mantidos em alcool a 70° durante

varias semanas.
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2. METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo “Comité de Etica en

Experimentacion Animal’ da Universidade Autbnoma de Barcelona.

Os murganhos da estirpe ICR (CD-1) podem apresentar a mutacdo Pde6b™ que se traduz
na degenerescéncia pos-natal dos fotorreceptores. Por esta razéo foi sempre efectuada a
confirmacao da presenca de todas as camadas retinianas em cada retina utilizada neste

trabalho experimental.

2.1. PROCESSAMENTO INICIAL DAS AMOSTRAS

2.1.1. RETINAS DE MURGANHO

Os animais foram eutanasiados por meio de anestesia com halotano (Fluothane®, Astra
Zeneca Farmacéutica Spain S.A., Spain), seguida de deslocamento cervical (Van Zutphen,
Baumans & Beynem, 2001), nos casos em que ndo houve necessidade de proceder a

perfusdo do leito vascular.

2.1.1.1. Perfusao intravascular

Previamente a eutanasia dos animais, em algumas técnicas, realizou-se a perfusédo

intravascular de determinada substancia, respeitando o seguinte protocolo:

1. Administragdo de Heparina: administrar 0,1 ml de heparina (5000 U.l./ml) por via
intraperitoneal. A administragcdo de anticoagulantes providencia um melhor
preenchimento dos vasos sanguineos e a quase total remogao do sangue
existente no lumen vascular (Esperanga-Pina & Pais, 1997).

2. Anestesia.

3. Canulagéo da artéria aorta: colocar os animais anestesiados em decubito dorsal e fixar os
membros em abducgado. Apds toracotomia, proceder a canulacdo da artéria
aorta toracica, com um cateter de didmetro apropriado.

4. Injecgao da solugéo de perfuséo.
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2.1.1.2. Enucleacgao dos bulbos oculares
Apoés a eutanasia dos animais, procedeu-se a enucleacido dos bulbos oculares que foram,

de seguida, lavados em solugido tampéo de fosfato (PBS, phosphate buffered saline) 0,1M
pH 7.,4.

2.1.1.3. Processamento e corte de tecidos

Inclusao em parafina

O processamento das amostras para inclusdo em parafina e posterior corte, respeitou o

seguinte protocolo:

1. Fixagdo: fixar os bulbos oculares em formaldeido a 10% (NBF, neutral buffered

formalin), durante 24 horas, a temperatura ambiente.

2. Lavagem: eliminar o fixador com 4 passagens em lIgepal (Sigma-Aldrich) a 0,1% em
solugado tampao de fosfato (PBI), durante 2 horas, a temperatura ambiente,

com agitacdo da amostra.

3. Desidratagdo: imergir as amostras numa bateria de alcoois de graduacio crescente,
desde o alcool a 70° até ao alcool absoluto (70°, 80°, 96° e 100°), realizando 2
passagens de 3-4 horas em cada alcool; passar 1 hora em xilol, para

diafanizagao das pecas.

4. Inclusdo em parafina: imergir as pegas em parafina a 57°C, durante 24 horas, realizando

uma mudanca da parafina durante esse tempo.

5. Formacgéo do bloco de parafina (inclusdo propriamente dita).

6. Cortes com micrétomo: realizar cortes sagitais dos olhos, com 4 ym de espessura;
micrétomo Shandon Retraction AS325 (Rankin Biomedical Corp., EUA).
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7. Colagem dos cortes: deitar os cortes num banho de agua destilada aquecida a 50-55°C.
Passar as laminas, previamente tratadas com silano (Sigma-Aldrich), sob os

cortes, de forma a que estes adiram ao vidro.

8. Secagem a 60°C durante 30 minutos.

2.1.1.4. Retinas in toto

Apds a enucleacido dos bulbos oculares, as retinas foram obtidas por meio de dissecgao
com recurso a um microscopio estereoscoépico (lupa binocular) Nikon SMZ-1000 (Nikon

Corp.)

1. Extracgéo da retina: numa placa de dissecg¢ao, com base de latex, contendo PBS, fixar
cada bulbo ocular com pincas de insectos (FST®, Heidelberg, Alemanha) a
nivel do polo anterior (vértice da superficie curva anterior da cérnea) e do pdlo
posterior (vértice da superficie curva posterior da esclera) do mesmo. Apds
uma incisdo ao longo do limbo da cérnea, extrair o cristalino através da pupila.
Separar a retina da coroideia; seccionar o nervo Optico e extrair a retina,

deixando o epitélio pigmentar da retina aderido a coroideia.

2. Fixacdo: distender a retina com o auxilio de pingas de insectos e fixar em NBF a 10%,

durante 2 horas, a temperatura ambiente.

3. Lavagem: parar a fixagao, por meio de 4 passagens em PBI, durante 30 minutos cada, a

temperatura ambiente, com agitacdo da amostra.

-53-



MATERIAL E METODOS

2.1.2. RETINAS HUMANAS

Os olhos humanos, conservados em alcool a 70°, a 4°C, foram submetidos ao seguinte

processamento inicial:

1. Fixacdo: imediatamente apds a enucleagio, os olhos foram fixados em solugao de
Zamboni (paraformaldeido a 4% + 150 ml/l &cido picrico em PBS, pH 7,4),

durante 24 horas, a 4°C.
2. Lavagem: o fixador foi eliminado com 3-4 passagens em PBS, durante 1-2 dias, a 4°C.
3. Desidratagao parcial. os olhos foram passados por uma bateria de alcoois de graduacgao

crescente, desde o alcool a 30° até ao alcool a 70° (30°, 50° e 70°). As pecgas

ficaram em alcool a 70°, a 4°C, varias semanas.

As retinas foram obtidas por meio de dissecgédo. Seccionaram-se segmentos de retina com

uma area de aproximadamente 12 mm? para realizagdo das diferentes técnicas de estudo.
Inclusao em parafina

Apods 4 lavagens em PBI, durante 2 horas, a temperatura ambiente, com agitacdo da
amostra, o processamento das retinas humanas, para inclusdo em parafina, respeitou um
protocolo idéntico ao descrito para a inclusdo em parafina dos bulbos oculares de
murganho.

Retinas in toto

Os segmentos de retina foram lavados em PBI durante 2 horas, a temperatura ambiente,

com agitacdo da amostra, para ulterior processamento, segundo as diferentes técnicas de

estudo de retinas in toto.

-54-



MATERIAL E METODOS

2.2. TECNICA DE INJECGAO-REPLEGAO

A microvascularizagao da retina foi estudada através da observacao de retinas injectadas

com tinta da China com 5% de gelatina para microscopia (Sigma-Aldrich).

O protocolo de execugao da técnica foi o seguinte:

1. Injecgao-replecgao: foi respeitado o protocolo de perfuséo intravascular descrito, injectando

1 ml da solugéo a utilizar:

Tinta da China com 5% de gelatina:

1 ml tinta da China + 9 ml agua destilada + 0,5 g gelatina

2. Apés a enucleacao do bulbo ocular, as retinas foram obtidas e fixadas como descrito.

3. Lavagem: foram realizadas 4 passagens em PBI, durante 30 minutos cada, a temperatura

ambiente, com agitacdo da amostra.

4. Montagem das laminas — as retinas foram montadas segundo o seguinte protocolo:
Montar as laminas com Gel Mount (Biomeda Corp., EUA).
Cobrir com lamela.
Secar 1 hora a temperatura ambiente.

Selar com verniz.
5. Observacéo: as retinas foram observadas num microscopio 6ptico Nikon Eclipse E-800

(Nikon Corp., Japao) e fotografadas com uma camara fotografica digital Nikon
DXM 1200F (Nikon Corp.).
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2.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE VARRIMENTO

2.3.1. MOLDES VASCULARES DE CORROSAO

Os aspectos da microvascularizagao da retina foram estudados através da observacéo de
moldes vasculares retinianos num microscépio electrénico de varrimento JEOL JSM-5410
(Jeol Lda.). A técnica de moldes vasculares para microscopia electronica de varrimento
(MEV) consiste na perfusdo da rede vascular do érgao em estudo com meio de moldagem
adequado, apds a sua fixacdo (Esperanca-Pina & Pais, 1998). A moldagem do sistema
vascular permite estudar as estruturas, uma vez que a forma destas fica marcada no meio

de moldagem como se fosse um negativo.

O meio de moldagem utilizado foi a resina acrilica Mercox™ Corrosion Casting System
(Ladd Research Industries, EUA).

O protocolo de preparagédo dos moldes vasculares foi o seguinte:

1. Fixagdo-perfusdo: foi respeitado o protocolo de perfusdo intravascular descrito. O leito
vascular foi perfundido com gluteraldeido a 2,5% em solugdo tampao de
cacodilato de sédio 0,1 M pH 7 ,4.

2. Injecgéo do meio de moldagem: injectar 1,5 ml de Mercox, 10 minutos depois da injecgéo
do fixador. No final da injec¢do, laquear o vaso, para impedir o refluxo do

meio de moldagem.

Para controlar o grau de preenchimento do leito vascular, recorreu-se ao
critério do nariz seco, “dry nose criterion”, que consiste na injec¢cao de meio
de moldagem até que se observe a saida de transudado do nariz do animal, e

ao critério do preenchimento dos vasos da coroideia.

3. Polimerizagéo: colocar o animal num banho de agua quente, a 40°C, durante 1 hora.
Enuclear os bulbos oculares.
Colocar os bulbos oculares num banho de agua quente, a 40°C, por um

periodo de 24 horas.
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4. Corrosdo: colocar os bulbos oculares numa solugao corrosiva de hidréxido de potassio
(KOH) a 7,5% em agua destilada, a 40°C, o tempo necessario para se obter a

completa dissolugao dos tecidos. Mudar a solugao corrosiva cada 24 horas.

5. Limpeza do molde vascular: lavar com agua destilada, a 40°C. Renovar a agua cada 24

horas, até que o molde se apresente limpo.

6. Secagem: secar ao ar, a temperatura ambiente.

7. Montagem dos moldes vasculares: montar os moldes nos suportes de aluminio, proprios
para microscopia electronica de varrimento, fixando-os com fita-gomada
bilateral condutora.

8. Metalizagdo: revestir os moldes com uma fina pelicula de ouro, num metalizador, em
atmosfera rarefeita, através de um catodo de ouro a 400 A e com uma

voltagem de 4-7 kV.

9. Observagao no microscopio electronico de varrimento.

2.3.2. TECIDO INTACTO

A preparacéo das pecgas para MEV sobre tecido intacto respeitou o seguinte protocolo:

1. Obtencédo das amostras de tecido: extrair a retina, como descrito.

2. Fixagdo: distender a retina e fixar em gluteraldeido a 2,5% em solugdo tampéao de
cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,4, durante 2 horas, a 4°C. Seccionar em

fragmentos de aproximadamente 3-5 mm de largura.

3. Lavagem: eliminar o fixador com 2 passagens de 15 minutos em solugcdo tampao de
cacodilato de sodio 0,1 M pH 7,4.

4. Pos-fixagdo: tratar com tetréxido de ésmio (OsO,4) a 1% em solugédo tampédo de cacodilato
de sbédio 0,1 M pH 7,4, durante 1 hora, a 4°C.
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5. Lavagem: efectuar 3 passagens de 15 minutos em solu¢cdo tampédo de cacodilato de
sodio 0,1 M pH 7 4.

6. Desidratagdo: imergir as amostras numa bateria de alcoois de graduagcado crescente,
desde o alcool a 70° até ao alcool absoluto:
Alcool a 70°, 15 minutos a temperatura ambiente;
Alcool a 90°, 15 minutos a temperatura ambiente;
Alcool a 95°, 15 minutos a temperatura ambiente;

Alcool a 100°, 3 passagens de 15 minutos cada a temperatura ambiente.

7. Secagem: secar pelo método de ponto critico; colocar as amostras num aparelho de
ponto critico, mergulhadas em acetona a 100%. O CO, liquido substitui
gradualmente a acetona nas amostras. Apds aquecimento a 36°C, o CO;

volatiliza e deixa as pecas preparadas para o passo seguinte.

7. Montagem das amostras de tecido: montar as amostras de tecido nos suportes de
aluminio, préprios para microscopia electronica de varrimento, fixando-as com
fita-gomada bilateral condutora.

8. Metalizacdo: metalizar as amostras de tecido, por meio do revestimento com uma fina
pelicula de ouro, num metalizador, em atmosfera rarefeita, através de um

catodo de ouro a 400 A e com uma voltagem de 4 a 7 kV.

9. Observagdo no microscopio electrénico de varrimento.

-58-



MATERIAL E METODOS

2.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISSAO

O processo de preparacdo das amostras para estudo por meio de microscopia electrénica

de transmissado (MET) obedeceu ao seguinte protocolo:

1. Obtencédo das amostras de tecido: extrair a retina como descrito.
Colocar a retina sobre uma gota de fixador (gluteraldeido a 2,5% em solugao
tampao de cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,4).
Seccionar a retina em fragmentos com uma area de 1 mm?, correspondentes

as areas central, intermédia e periférica da retina

2. Fixagdo: fixar numa solugéo de gluteraldeido a 2,5% em solugédo tampéao de cacodilato
de sodio 0,1 M pH 7,4, durante 2 horas, a 4°C.

3. Lavagem: realizar 4 lavagens de 30 minutos em solugédo tampao de cacodilato de sédio
0,1 MpH74.
Deixar toda a noite em solucédo tampéao de cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,4, a
4°C.

4. Pés-fixacdo: tratar com tetréoxido de 6smio a 1% em solucdo tampao de cacodilato de
sodio 0,1 M pH 7,4, durante 2 horas, a 4°C.

5. Lavagem: realizar 4 lavagens de 30 minutos em agua destilada, a temperatura

ambiente.

6. Desidratagdo: colocar as pegas numa serie de solugdes de acetona em concentragao
crescente:
Acetona a 70%, toda a noite;
Acetona a 80%, 2 passagens de 10 minutos;
Acetona a 90%, 2 passagens de 10 minutos;
Acetona a 96%, 3 passagens de 10 minutos;

Acetona a 100%, 3 passagens de 10 minutos.
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7. Infiltragdo: colocar as pegas numa série de solugdes, para acrescentar gradualmente a
resina:
Acetona-resina Spur 3:1 toda a noite;
Acetona-resina Spur 3:2 durante 5 horas;
Acetona-resina Spur 1:1 toda a noite;
Acetona-resina Spur 2:3 durante 5 horas;
Acetona-resina Spur 1:3 toda a noite;

Resina Spur 100% durante 2 dias.

8. Polimerizagé&o: elaborar os blocos de resina, por polimerizagdo em moldes de silicone, em

estufa a 60°C, durante 3 dias.

9. Corte: efectuar cortes semifinos (1 um) e ultrafinos (60-80 nm) dos blocos, num

ultramicrétomo.

Os cortes semifinos foram submetidos a uma coloracdo com azul de toluidina
a 1% (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espanha). Foram utilizados para
observagdes no microscopio Optico e serviram para escolher as zonas do

bloco para obter os cortes ultrafinos.

10. Montagem das grelhas: montar os cortes ultrafinos em grelhas de cobre de 200 mesh
(SPI). Contrastar com solutos de metais pesados, acetato de uranilo a 4% em
alcool a 50° e citrato de chumbo, para observagéo no microscopio electronico
de transmissao JEOL-JEM 100 CXII (Jeol Lda.).
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2.5. TECNICAS IMUNOHISTOQUIMICAS

As técnicas imunohistoquimicas tém por base a utilizacdo de anticorpos que se ligam
especificamente a determinados epitopos, permitindo, deste modo, identificar diferentes
tipos celulares ou, a nivel subcelular, diferentes constituintes celulares, que contém o

epitopo especifico.

A visualizacdo da ligagao anticorpo-antigénio foi realizada com o recurso a um anticorpo
secundario biotinilado, especifico do anticorpo primario utilizado, que, por sua vez, se une a

um cromogeénio determinado, conjugado com estreptavidina.

Neste estudo, foram utilizados cortes de retina incluida em parafina e retinas in toto. Para
cada tipo, foi elaborado um protocolo proprio, em fungao das especificidades da amostra. O
controlo negativo de cada técnica foi sempre realizado, suprimindo a adigdo do anticorpo
primario. As retinas foram processadas em camara escura para obviar a extingcdo da

fluorescéncia.

Anticorpos primarios utilizados:

Tabela 1. Anticorpos primarios.

ANTICORPO Diluicao Especificidade Origem
Anti-Colagénio IV (Col IV) 1:200 membrana basal dos vasos sanguineos Chemicon International
Anti-Proteina glial fibrilhar acidica (GFAP) | 1:500 células de Miller e astrécitos Dako Cytomation
Anti-CD11b 1:50 macroéfagos Serotec
Anti-F4/80, clone CI:A3-I 1:100 micréglia e macroéfagos BMA Biomedicals
Anti-F4/80, clone BM8 1:50 macroéfagos residentes (ndo marca micréglia) | eBioscience
Anti-CD204, clone 2F8 1:50 receptores scavenger da classe A Serotec
Anti-ferritina 1:100 ferritina Abcam
Anti-TIM-2 1:100 receptor de ferritina TIM-2 eBioscience

Na preparagéo dos anticorpos primarios foi adicionado 10% de soro bloqueador especifico,

com o objectivo de assegurar a menor marca de fundo:

Soro de cabra (Normal Goat Serum, BioNova);

Soro de coelho (Normal Rabbit Serum, Sigma-Aldrich).
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Os anticorpos monoclonais anti-murganho carecem da utilizagdo do kit MOM™ (Vector
Laboratoties, Inc.; Burlingame, EUA) na respectiva preparagcdo, com o proposito de
promover o bloqueio das imunoglobulinas endégenas. Deste modo, o anticorpo secundario
apenas ira reconhecer o anticorpo primario e ndo as imunoglobulinas enddgenas do

murganho.

Anticorpos secundarios utilizados:

Tabela 2. Anticorpos secundarios.

ANTICORPO Diluigéo Origem
Anti-lgG de cabra biotinilado 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Anti-IgG de coelho biotinilado 1:100 Vector Laboratories
Anti-IgG de rato biotinilado 1:100 Vector Laboratories

Cromogénios utilizados:

Diaminobenzidina (DAB) para microscopia 6ptica

A amplificagdo do sinal foi feita com Immunopure ABC staining Kit Standard (Pierce ®

Biotechnology Inc., EUA). A revelacao foi realizada com DAB (Sigma-Aldrich), seguida de

coloragao com hematoxilina de Mayer (Merck).

Fluorocromos para microscopia laser confocal

Tabela 3. Fluorocromos.

CROMOGENIO Diluigdo | Excitagéo Emissao Origem
Estreptavidina conjugada com Alexa Fluor® 488 1:100 488 nm 519, 520 nm | Molecular Probes
Estreptavidina conjugada com Alexa Fluor® 546 1:100 543 nm 572,573 nm | Molecular Probes
Estreptavidina conjugada com FluoroLink™ Cy™5 | 1:500 | 633 nm 666 nm Amersham Bioscience
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Os fluorocromos convencionais, emitindo no espectro de luz verde ou vermelha, Alexa
Fluor® 488 e Alexa Fluor® 546, respectivamente, ndo foram utilizados de forma sistematica,
para evitar interferéncias com a captacado da autofluorescéncia caracteristica dos corpos de
inclusao das células Mato. Por esta razao, sempre que a intencao era visualizar os corpos
de inclusao autofluorescentes, foi utilizado um fluorocromo de emissdo no espectro de luz

infravermelha: FluoroLink™ Cy™S5.

Para coloragao dos nucleos foram utilizados:

Hoechst Stain Solution (Sigma-Aldrich): Excitagao: 405 nm e Emissao: 460 nm.

To-Pro®-3 iodide (Molecular Probes): Excitagdo: 633 nm e Emissao: 661 nm.

2.5.1. IMUNOHISTOQUIMICA SOBRE CORTES HISTOLOGICOS

O processamento das amostras em cortes histoldgicos de retina, incluida em parafina, para

realizagcao das técnicas imunohistoquimicas, respeitou o seguinte protocolo:

1. Desparafinagdo: 2 passagens de 5 minutos em xilol.

2. Rehidratagao: 2 passagens em alcool a 100° durante 5 minutos cada;
2 passagens em alcool a 96° durante 5 minutos cada;
1 passagem em alcool a 80° durante 5 minutos;

1 passagem em alcool a 70° durante 5 minutos.

3. Lavagem: 1 passagem em agua destilada de 5 minutos;

1 passagem em Solugdo Tampao (WB, wash buffer) de 5 minutos.

4. Inibicdo da actividade da peroxidase enddégena (para amostras cuja revelacdo é
efectuada com DAB):
1 passagem em WB + 10% agua oxigenada a 33% de 5 minutos;

1 passagem em WB de 5 minutos.
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5. Recuperagao antigénica: Pré-tratamento das amostras em Panela de Pressao

Preparacao da solucao de pré-tratamento:

0,294 g acido citrico + 1,8 g citrato de sédio + 750 ml 4gua destilada

Colocagao das amostras na panela de pressao.
Ebulicdo na solugcao de pre-tratamento durante 4 minutos.
Arrefecimento da amostra a temperatura ambiente, durante 30 minutos.

1 passagem PBI durante 5 minutos.

6. Montagem da cédmara de incubacéo.
7. Lavagem: lavar em agua destilada 5 minutos;

lavar em WB 5 minutos.

8. Incubagao do anticorpo primario, em cadmara humida, a 4°C, durante toda a noite. As

diluigdes de trabalho e o protocolo de preparacao de cada anticorpo foram os seguintes:

8.1. Retinas de murganho — preparagéo do anticorpo

Anticorpos policlonais:
Anti-Col IV (1:200) + WB + 10% soro bloqueador
Anti-GFAP (1:500) + WB + 10% soro bloqueador
Anti-Ferritina (1:100) + WB + 10% soro bloqueador

Anticorpos monoclonais:
1. Incubar com Reagente Bloqueador de IgG do Kit MOM (36 ul/ml de PBS) 1 hora, a
temperatura ambiente.
2. Lavar. 3 lavagens de 5 minutos com PBI.

3. Incubar os anticorpos diluidos na Solugao de Diluicdo do Kit MOM 5 minutos:

Anti-F4/80 (1:100) + Solugéo de Diluigdo + 10% soro bloqueador
Anti-CD11b (1:50) + Solu¢ao de Diluicdo + 10% soro bloqueador
Anti-F4/80 (BM8) (1:50) + Solucao de Diluicdo + 10% soro bloqueador
Anti-CD204 (2F8) (1:50) + Solugéo de Dilui¢do + 10% soro bloqueador
Anti-TIM-2 (1:100) + Solugao de Diluicdo + 10% soro bloqueador
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8.2. Retinas humanas — preparacao do anticorpo

Anti-Col IV (1:20) + WB + 10% soro bloqueador

Anti-GFAP (1:1000) + WB + 10% soro bloqueador

9. Lavagem: 3 lavagens de 5 minutos em PBI.

10. Incubagao do anticorpo secunddrio, em camara himida, a temperatura ambiente,

durante 2 horas:

10.1. Retinas de murganho — preparag¢do do anticorpo

Anticorpos policlonais — os anticorpos secundarios dos anticorpos policlonais foram

preparados, nas respectivas concentragdes, em WB:

Anti-Col IV: anti IgG de coelho biotinilado (1:100)
Anti-GFAP: anti IgG de coelho biotinilado (1:100)

Anticorpos monoclonais — os anticorpos secundarios dos anticorpos monoclonais foram
preparados, nas respectivas concentragdes, numa solucdo contendo Concentrado de

Proteina do Kit MOM (1:12,5) + PBS:

IgG anti-rato biotinilada (1:100)

10.2. Retinas humanas — preparagéo do anticorpo

Os anticorpos secundarios foram preparados, nas respectivas concentracoes, em WB:

Anti-Col IV: anti IgG de cabra biotinilado (1:100)
Anti-GFAP: anti IgG de coelho biotinilado (1:100)

11. Lavagem: 3 lavagens de 5 minutos em PBI.
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12. Revelagdo: a visualizacdo da unido anticorpo-antigénio (revelagéo) pode ser obtida por

diferentes métodos e, em consequéncia, o protocolo de processamento das amostra é

especifico para cada um deles.

12.1. Revelagcao para microscopia dptica

Amplificacdo do sinal: incubacdo do complexo Avidina-Biotina-Peroxidase Immunopure ABC

Lavagem:

Revelagéo:

Coloragéo:

Desidratagéo:

staining kit Standard, em camara humida, a temperatura ambiente, durante 1

hora, na concentracéo de 1:50 em WB.

3 lavagens, de 5 minutos cada, em PBI.

Lavagem em solugdo tampao de Na,HPO4/NaH,PO, (PO,), 10 minutos.
Preparagcdo da solugédo de revelagcéo: 100ml PO, + 50mg DAB + 2ul H,0O,
1 passagem na solucao de revelagao durante 5-20 minutos.

Lavagem em PO, durante 5 minutos.

Lavagem em 4gua destilada durante 5 minutos.

Coloracéo com hematoxilina de Mayer, durante 3 segundos.

1 passagem em alcool a 70° durante 5 minutos.

1 passagem em alcool a 80° durante 5 minutos.

2 passagens em alcool a 96° de 5 minutos cada.

2 passagens em alcool a 100° de 5 minutos cada.

3 passagens em xilol de 5 minutos cada.

Montagem das ldminas: montar as laminas com Entellan® (Merck) e cobrir com lamela.

Selar com verniz.

Observacdo: as retinas foram observadas num microscépio 6ptico Nikon Eclipse E-800

e fotografadas com uma cémara fotografica digital Nikon DXM 1200F.
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12.2. Revelagdo para microscopia laser confocal

Incubagéo do fluorocromo, em cadmara himida, a 4°C, durante toda a noite ou a temperatura

ambiente, durante 2 horas:

Estreptavidina conjugada com FluoroLink™ Cy™5 (1:500) + PBS
Estreptavidina conjugada com Alexa Fluor® 488 (1:100) + PBS
Estreptavidina conjugada com Alexa Fluor® 546 (1:100) + PBS

Lavagem: 3 lavagens de 5 minutos em PBI.

Coloragéo dos nucleos:

a. Hoechst Stain Solution, durante 15 minutos.

Nao é necessario lavar.

b. To-Pro®-3 iodide (1:100) + PBS durante 5 minutos.

Lavar: 3 passagens de 5 minutos em PBI.

Montagem das ladminas:
Montar as laminas com Gel Mount (meio aquoso para fluorescéncia) e cobrir
com lamela.
Secar 1 hora a temperatura ambiente.

Selar com verniz.
Observacgéo:

As retinas foram observadas num microscépio de varrimento laser confocal
Leica TCS-SP2 AOBS (Leica Microsystems GmbH, Alemanha).
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2.5.2. IMUNOHISTOQUIMICA SOBRE RETINAS IN TOTO
As dilui¢cdes de trabalho e a preparagédo dos anticorpos e dos cromogénios respeitaram os
protocolos anteriormente descritos. Depois de fixadas, as retinas foram submetidas a um

processamento que compreende 0s seguintes passos:

1. Lavagem: 4 lavagens de 15 minutos em PBI, a temperatura ambiente, com agitagéo a

80 r.p.m.

2. Permeabilizagédo: Triton X-100 (Sigma-Aldrich) a 0,1% em PBS, 2 horas, a temperatura
ambiente, com agitacédo a 80 r.p.m.

3. Lavagem: 4 lavagens de 15 minutos em PBI, com agitacdo a 80 r.p.m.
1 lavagem de 15 minutos em WB, com agitagao a 80 r.p.m.

4. Incubagéo do anticorpo primario: toda a noite a 4°C ou 2 horas a temperatura ambiente.

5. Lavagem: 4 lavagens de 15 minutos em PBI, com agitacao a 80 r.p.m.

6. Incubagdo do anticorpo secundario: toda a noite a 4°C ou 2 horas a temperatura
ambiente.

7. Lavagem: 4 lavagens de 15 minutos em PBI, com agitagcado a 80 r.p.m.

8. Incubagéo do cromogénio: toda a noite a 4°C ou 2 horas a temperatura ambiente.

9. Lavagem: 4 lavagens de 15 minutos em PBI, com agitagdo a 80 r.p.m.

10. Coloragéao dos nucleos.

11. Montagem das laminas: montar as laminas com Gel Mount e cobrir com lamela.
Secar 1 hora a temperatura ambiente.

Selar com verniz.

12. Observagédo: as retinas foram observadas num microscépio de varrimento laser confocal
Leica TCS-SP2 AOBS (Leica Microsystems GmbH).
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2.6. TECNICAS HISTOQUIMICAS

Foram realizadas técnicas histoquimicas em retinas in toto e em cortes histolégicos de
retinas incluidas em parafina, por meio da marcagcéo com a lectina Arachis hypogaea (PNA)

conjugada com biotina. As retinas foram processadas em camara escura.

2.6.1. LECTINAS

As lectinas séo glicoproteinas de origem vegetal, de tipo ndo imune, que tém a capacidade
de se ligar a hidratos de carbono (Acarin, Vela, Gonzalez & Castellano, 1994). Encontram-se
largamente distribuidas no Reino Vegetal, tendo sido identificadas em mais de 800 espécies
de plantas. Actuam, ligando-se especificamente a um determinado radical glucidico, para o
qual exibem uma afinidade muito elevada. Esta propriedade permite a realizacao de estudos
analiticos de polissacarideos e glucoconjugados, baseados na identificacdo precisa dos
acgucares simples que os constituem, com um interesse particular no estudo da composicao

das membranas celulares.

Lectinas utilizadas:

Tabela 4. Lectinas.

Lectina Afinidade Marca Origem

PNA N-acetil-3-D-galactosamina; B-D-galactosamina Cones (fotorreceptores) Sigma-Aldrich

O protocolo de execugao desta técnica é idéntico ao anteriormente descrito para as técnicas
imunohistoquimicas, embora com algumas particularidades. A incubacdo da lectina
corresponde ao passo de incubagdo do anticorpo primario. Ndo ha incubagdo com nenhum
anticorpo secundario, pois a lectina esta conjugada com biotina que se liga directamente a

estreptavidina conjugada com o fluorocromo.

A diluicao de trabalho e o protocolo de preparagao da lectina foi o seguinte:

25 pug PNA/ml de PBS + 0,5% de Triton X-100

A incubacgao foi efectuada a 4°C, durante toda a noite.
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2.7. COLORAGOES HISTOLOGICAS
2.7.1. HEMATOXILINA-EOSINA
A coloragéo histolégica com hematoxilina-eosina obedeceu ao seguinte protocolo:
1. Desparafinagdo: 2 passagens em xilol de 5 minutos.
2. Rehidratagao: 2 passagens em alcool a 100° durante 5 minutos cada;
2 passagens em alcool a 96° durante 5 minutos cada;
1 passagem em alcool a 80° durante 5 minutos;
1 passagem em alcool a 70° durante 5 minutos.
3. Lavagem: 1 passagem em agua corrente de 5 minutos.
4. Hematoxilina de Harris: 1 passagem 5-10 minutos.
5. Lavagem: 1 passagem em agua corrente de 5 minutos.
6. Acido cloridrico a 0,25% em alcool a 70°: 1 passagem rapida.
7. Lavagem: 1 passagem em agua corrente de 5 minutos.

8. Eosina: 1 passagem de 30 segundos-1 minuto.

9. Desidratagéo rapida: 2 passagens em alcool a 96° durante 5 minutos cada;

1 passagem em alcool a 100° durante 5 minutos.
10. Diafanizagéo: 2 passagens em xilol durante 5 minutos cada.

11. Montagem das l&minas: montar as laminas com Entellan® e cobrir com lamela.

Selar com verniz.

12. Observagédo: as retinas foram observadas num microscoépio 6ptico Nikon Eclipse E-800

e fotografadas com uma cémara fotografica digital Nikon DXM 1200F.
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2.7.2. OIL RED O

A coloragao com oil red O (Sigma-Aldrich) é utilizada para demonstrar a presencga de lipidos
nos tecidos. Apds a coloragao, os lipidos apresentam cor vermelha (Bancroft & Gamble,
2002). Para pesquisar a presenca de lipidos nas inclusdes citoplasmaticas das células Mato,

submeteram-se as retinas ao seguinte protocolo de coloragio:

1. Preparacéo da Solucéo de Qil red O:
Juntar: 0,9 g Red oil O + 100 ml 2-propanol a 100%
Repouso durante toda a noite.
Filtrar.
Diluir: 180 ml da solugao preparada + 120 ml agua destilada
Colocar a 4°C durante toda a noite.
Filtrar.
Repouso de 30 minutos.

Filtrar antes de usar.
2. Obtencéo das amostras, como descrito.
3. Lavagem: lavar com 2-propanol a 60%.
4. Coloragéo: tratar com a Soluc¢ao de Oil red O durante 30 minutos.
5. Lavagem: lavar com alcool a 60°, 15-20 segundos.
Lavar por meio de duas passagens em agua corrente, durante 20 minutos
cada.

6. Imersdo: imergir em glicerina 1 hora.

7. Montagem: montar a lamina com glicerina e cobrir com lamela.

Secar 1 hora a temperatura ambiente e selar com verniz.

8. Observacgdo: as retinas foram observadas num microscdopio 6ptico Nikon Eclipse E-800

e fotografadas com uma camara fotografica digital Nikon DXM 1200F.

-71-



MATERIAL E METODOS

2.8. ANALISE DA AUTOFLUORESCENCIA

A emissdo de fluorescéncia de uma substancia ou particula pode ser analisada, em
microscopia de varrimento laser confocal, por meio da realizagdo de um varrimento ao longo
do espectro de luz (varrimento de A). Esta metodologia permite medir a intensidade de
emissao de fluorescéncia de uma determinada substancia, ao longo de todo o espectro de
luz, para um determinado comprimento de onda de excitagdo. A intensidade de emisséo de
fluorescéncia € especifica para cada componente quimico, definindo um perfil de

intensidade de emissao de fluorescéncia caracteristico (fingerprint').

O espectro de emissdo de fluorescéncia dos corpusculos de inclusdo das células
autofluorescentes perivasculares retinianas (células Mato) e da lipofuscina das células do
epitélio pigmentar da retina foram analisados num microscépio de varrimento laser confocal
Leica TCS-SP2 AOBS (Leica Microsystems GmbH).

A extracgao da retina por disseccdo tem como consequéncia a separacdo da neuro-retina
da camada de células do epitélio pigmentar da retina, permanecendo esta ultima aderente a
coroideia. Por este motivo, para estudo das células do epitélio pigmentar da retina procedeu-
se a extracgdo da coroideia, em cuja superficie interna se encontra unida a camada de
células referida. As retinas in toto e as coroideias, com o epitélio pigmentar da retina
aderente, foram aplanadas e fixadas em NBF a 10%, durante 1 hora, a temperatura
ambiente. Depois de lavadas em PBS, foram montadas em laminas com meio de montagem
para fluorescéncia, como descrito anteriormente. O modo de transmissao foi usado para

visualizagdo dos vasos sanguineos.

' termo inglés usado para designar a variacao da intensidade de emissdo de fluorescéncia ao longo do espectro de luz,
especifica de uma particula, para um determinado comprimento de onda de excitagao.
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2.9. ANALISE DA SOLUBILIDADE DOS LiPIDOS

Os lipidos simples, ndao conjugados, sédo arrastados pela ac¢gdo do metanol e do éter etilico.
Contudo, os lipidos ligados a proteinas resistem a extraccdo por meio destes solventes
organicos (Feeney, 1978; Bancroft & Gamble, 2002).

Para determinar o tipo de lipidos presentes nas inclusdes citoplasmaticas autofluorescentes
das células Mato, submeteram-se retinas in tofo a acgédo destes solventes de lipidos,
segundo o seguinte protocolo:

1. Obtencédo das amostras, como descrito.

2. Fixacé&o e lavagem:

Metanol a 70% pH 7,4:

Preparagdo do Metanol a 70%: 7 ml metanol (Panreac) + 3 ml PBS

Fixagéo: distender a retina e fixar em metanol a 70% em PBS durante 2 horas, a

temperatura ambiente.

Lavagem: lavar, por meio de 4 passagens em PBS, durante 30 minutos cada, a

temperatura ambiente, com agitacdo da amostra.

Eter etilico:

Fixacéo: distender a retina e fixar em éter etilico (Sigma-Aldrich), durante 20 minutos, a

temperatura ambiente.

Rehidratacao: 2 passagens em alcool a 100° durante 5 minutos cada;
2 passagens em alcool a 96° durante 5 minutos cada;
1 passagem em alcool a 80° durante 5 minutos;

1 passagem em alcool a 70° durante 5 minutos.
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Lavagem: lavar, por meio de 4 passagens em PBS, durante 30 minutos cada, a

temperatura ambiente, com agitacdo da amostra.

3. Coloragéao dos nucleos: To-Pro®-3 iodide (1:100) + PBS durante 5 minutos.

Lavar: 3 passagens de 5 minutos em PBI.

4. Montagem das laminas: Montar as laminas com Gel Mount e cobrir com lamela.

Secar 1 hora a temperatura ambiente e selar com verniz.
5. Observacgao:

As retinas foram observadas num microscépio de varrimento laser confocal
Leica TCS-SP2 AOBS (Leica Microsystems GmbH).
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2.10. CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo usa as propriedades de dispersado de luz das particulas e de excitagao
e emissdo de luz dos fluorocromos, para gerar uma série de dados sobre células ou
constituintes celulares. A suspensdo de células, marcadas com determinado anticorpo,
ligado a um fluorocromo, é injectada, atravessando uma camara, onde se efectua a
passagem célula a célula da amostra. Deste modo, as células sdo expostas individualmente
a um laser de determinado comprimento de onda. A luz que a célula, em suspensdo nesse
fluxo continuo, faz dispersar, em direcc¢ao frontal ou lateral, € captada por detectores e essa
informacao é processada. A combinagio da informagao veiculada por estes dois tipos de
dispersao, permite analisar caracteristicas das células ou de componentes celulares, de

forma individual, e identificar diferentes populacdes celulares.

As células Mato da retina foram estudadas por meio de citometria de fluxo. Para o efeito,

foram utilizadas retinas e sangue de 30 murganhos.

Para marcacgao das células foram usados os seguintes anticorpos:

CD11b (BD Pharmingen) conjugado com APC (allophycocyanin);

Anti - F4/80 (BM8), biotinilado (eBioscience);

Anti - CD204 (2F8), biotinilado (Serotec).
Nos dois Ultimos anticorpos, usou-se estreptavidina conjugada com FluoroLink™ Cy™5
como fluorocromo. A autofluorescéncia das células Mato foi detectada no canal FLH2

(verde).

O processamento das amostras para analise foi realizado segundo o seguinte protocolo:

Retinas:

1. Obtencédo das amostras: apos a enucleacdo dos bulbos oculares, as retinas foram

obtidas como descrito e colocadas em PBS.

2. Desagrega¢édo mecénica: desagregar o tecido com uma lamina de bisturi, em PBS.
Recolher as células num tubo eppendorf (1,5 ml) com PBS.

Centrifugar a 1400 r.p.m. durante 5 minutos.
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Girar os tubos e centrifugar a 1400 r.p.m. durante 2 minutos.

Rejeitar o sobrenadante.

3. Digestao com colagenase: adicionar 1,5 ml de colagenase (1,6 mg/ml em PBS) e manter
30 minutos a 37°C.
Diluir em PBS e filtrar (filtro de células de 30 um).
Centrifugar a 1400 r.p.m. durante 5 minutos.
Girar os tubos e centrifugar a 1400 r.p.m. durante 2 minutos.
Rejeitar o sobrenadante e voltar a diluir em 150 pl de PBS.

Distribuir 50 ul de células em suspenséo por tubo.

Sangue:

1. Obtencédo das amostras: depois de anestesiados, os animais foram decapitados e o
sangue colhido para um tubo com heparina. As células mononucleares em

circulagdo foram isoladas com Histopaque-1083 (Sigma-Aldrich).

2. Obtencgéo das células mononucleares: diluir o sangue 1:1 com PBS.
Adicionar 3 ml de Histopaque-1083.
Centrifugar a 800 r.p.m. durante 25 minutos.

Colher as células mononucleares da interface.

Depois de obtidas as células retinianas e sanguineas para estudo, o processamento das

amostras continuou, obedecendo ao seguinte protocolo:
1. Incubagéo do anticorpo: incubar 45 minutos a 4°C na diluicdo de trabalho especifica.
2. Lavagem: Adicionar 1 ml de PBS.

Centrifugar a 1400 r.p.m. durante 5 minutos.

Girar os tubos e centrifugar a 1400 r.p.m. durante 2 minutos.

Rejeitar o sobrenadante.

3. Incubagdo do fluorocromo: adicionar 200 pl de estreptavidina conjugada com o

fluorocromo e incubar 45 minutos a 4°C.
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4. Lavagem: Adicionar 1 ml de PBS.
Centrifugar a 1400 r.p.m. durante 5 minutos.

Girar os tubos e centrifugar a 1400 r.p.m. durante 2 minutos.
Rejeitar o sobrenadante.

5. Anélise num citémetro de fluxo FACScanto (BD Pharmingen, EUA).
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2.11. AVALIAGAO DO COMPORTAMENTO CINETICO DAS CELULAS MATO

Para determinar se as células Mato da retina se movimentavam ao longo dos vasos
sanguineos, foi realizada uma sequéncia de imagens a intervalos de tempo definidos (fime-
lapse imaging), por meio de microscopia de varrimento laser confocal. O protocolo de

preparacao das retinas respeitou os seguintes procedimentos:

1. Injeccdo de 1 ml de tinta da China com 5% de gelatina para microscopia (Sigma-Aldrich),

segundo a técnica de perfusao intravascular descrita.

2. Extracgao das retinas, segundo o protocolo descrito, usando PBS estéril.

Imediatamente apds a extraccdo das retinas, estas foram transferidas para o meio de
cultura, meio de Eagle modificado por Dulbecco (DME) suplementado com soro fetal de
bovino a 10% (Sigma-Aldrich), penicilina e estreptomicina e 2 mM de glutamina (Sigma-
Aldrich). Todos os procedimentos foram executados em condigbes de assépsia, com

material esterilizado e em camara de fluxo laminar.

As retinas cultivadas foram mantidas numa camara com atmosfera humida de COy/ar (5% /
95%) a 37°C, durante 12 horas.

As imagens foram obtidas a intervalos de 15 minutos, durante 12 horas consecutivas, num
microscopio confocal de varrimento laser Leica TCS-SP2 AOBS (Leica Microsystems
GmbH). A autofluorescéncia foi usada para deteccao das células Mato. Os vasos

sanguineos injectados com tinta da China foram identificados no modo de transmissao.

A viabilidade das células retinianas foi avaliada no final, por meio da coloragdo com Trypan

Blue (Sigma-Aldrich) a 10% em PBS, segundo o seguinte protocolo:

Lavar: 2 lavagens em PBS durante 5 minutos.

Colocar as retinas na solugao de Trypan Blue durante 5 minutos.
Lavar: 2 lavagens em PBS durante 5 minutos.

Fixar em NBF a 10%, como descrito.

Montar em lamina, como descrito.
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2.12. AVALIAGAO DA FUNGAO SCAVENGER

Para estudar a fungéo scavenger das células Mato da retina, injectaram-se, separadamente,

na veia da cauda, as seguintes substancias:

1. 1 ml de peroxidase de rabano (HRP) Tipo Il (Sigma-Aldrich), na concentragao de 15
mg/ml de soro fisioldgico, o triplo da concentracao desta substancia tragadora, normalmente

usada em estudos de integridade da BHR (Vinores, 1995).

2. 1 ml de lipoproteina acetilada de baixa densidade (ac-LDL), de plasma humano,
conjugada com DiL (Dil-ac-LDL, Molecular Probes Europe BV), na concentracido de 200

Mg/ml em soro fisioldgico.

Duas horas apds a injeccao de Dil-ac-LDL e 6 horas apés a injec¢cado de HRP, os murganhos

foram eutanasiados e as retinas foram extraidas e fixadas, segundo os protocolos descritos.

Nas retinas dos murganhos injectados com HRP, a presenca desta proteina foi detectada
pela revelacdo com DAB, reacg¢do que produz o aparecimento de granulos de coloragéo
acastanhada na presenga de HRP. As retinas foram montadas em |aminas e observadas
num microscopio optico Nikon Eclipse E-800 e fotografadas com uma camara fotografica
digital Nikon DXM 1200F. Retinas de murganhos nao injectados serviram de controlo

negativo.

O complexo Dil-ac-LDL emite uma fluorescéncia de 571 nm, para valores de absorgcéo de
554 nm. A fluorescéncia vermelha emitida pela Dil indicou a localizagdo do complexo Dil-ac-
LDL nas retinas dos murganhos injectados. De igual forma, retinas de murganhos nao
injectados serviram de controlo negativo. As retinas foram submetidas ao protocolo de
fixagcdo descrito para as técnicas imunohistoquimicas de retinas in fofo e os nucleos
marcados com Hoechst Stain Solution. Depois de montadas, as retinas foram observadas
num microscoépio optico com sistema de epifluorescéncia Nikon Eclipse E-800 (Nikon Corp.),
usando os filtros G-2A (EX 510-560 nm, DM 575 nm, BA 590 nm) e UV (EX 330-380 nm, DM
400 nm, BA 420 nm) e fotografadas com uma cémara fotografica digital Nikon DXM 1200F.
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2.13. MICROANALISE POR ENERGIA DISPERSIVA POR RADIAGAO-X

O conteudo em ferro foi analisado por meio de microanalise por energia dispersiva por
radiacdo-X (EDX) sobre cortes ultrafinos de retina (70 nm), para microscopia electronica de
transmissao, nao contrastados. Os cortes de tecido, montados nas grelhas, foram cobertos

com uma pelicula de carbono, previamente a realizagcédo da analise.

Em 9 amostras, foram analisadas as seguintes estruturas: lisossoma da célula Mato,

citoplasma da célula Mato, espaco perivascular e citoplasma da célula de Miller.

A microanalise por EDX foi realizada num microscoépio electronico de transmissao JEOL
2011, equipado com um espectrometro de energia dispersiva por radiagdo-X, com uma
voltagem de aceleracdo de 200kV. Os resultados foram analisados através do programa
Microanalise INCA (Oxford).

Analise estatistica
Os valores obtidos foram submetidos a um teste t de Student para amostras independentes

(Graph Pad Prisma 4). O nivel de significancia foi definido para valores de P<0,001. Os

resultados foram apresentados sob a forma de média + erro padréo.
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2.14. AVALIAGAO DA CAPACIDADE DE CAPTAGAO E ACUMULAGAO DE FERRITINA

Para este estudo, foi injectada, na veia da cauda, ferritina de bago de cavalo (Sigma-
Aldrich), na concentragado de 40 mg/ml, em soro fisiolégico. A ferritina foi detectada pelo seu
conteudo em ferro, por meio da reacg¢ao de Azul da Prussia que, na presenga de ferro, da
origem ao aparecimento de granulos de cor azul turquesa (Bancroft & Gamble, 2002).

Retinas de murganhos n&o injectados serviram de controlo negativo.

O protocolo de execucgao desta técnica obedeceu aos seguintes passos:

1. Injecgdo: injectar 1 ml de ferritina de bago de cavalo, na veia da cauda.

2. Extracgdo da retina: 6 horas apds a injecgdo, eutanasia dos murganhos, seguida de

extraccao e fixagao das retinas, segundo os protocolos descritos.

3. Preparacao da solucao de Azul da Prussia:

1% de ferrocianido de potassio + 1% de acido cloridrico em H,O destilada

4. Reacgéo de Azul da Prussia:
Lavar: 2 lavagens de 15 minutos em PBI.
Adicionar a solucéo de Azul da Prussia.
Esperar 30 minutos.

Lavar: 2 lavagens de 15 minutos em PBI.

5. Montagem das laminas: montar em laminas, como descrito.

6. Observacgo: as retinas foram observadas num microscépio 6ptico Nikon Eclipse E-800 e

fotografadas com uma camara fotografica digital Nikon DXM 1200F.
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2.15. MODELO DE RETINOPATIA INDUZIDA PELA INJECGAO DE IODATO DE SODIO

A perda de visdo, como consequéncia de lesbes degenerativas da retina, é caracteristica
comum a um grande numero de retinopatias, ocorrendo a morte dos fotorreceptores,

principalmente, por um processo de apoptose (Chader, 2002).

O iodato de sédio (NalO;) é frequentemente utilizado na indugdo de retinopatia, com
degenerescéncia dos fotorreceptores, em varias espécies animais, incluindo o murganho.
Esta substancia possui uma toxicidade especifica para as células do epitélio pigmentar da
retina, contudo, em doses mais elevadas, provoca lesbes degenerativas nos fotorreceptores
(Kiuchi, Yoshizawa, Shikata, Moriguchi & Tsubura, 2002; Enzmann et al., 2006). A injecgao
de iodato de sédio induz o aparecimento de lesbes degenerativas caracteristicas nas células
do epitélio pigmentar da retina, seguidas do aparecimento de lesées nos fotorreceptores,

directamente dependentes da dose e do tempo decorrido apds a injecgao.

Os murganhos, distribuidos em 3 grupos de 4 animais cada, foram injectados
intraperitonealmente com 100 mg/Kg de iodato de sédio (Sigma-Aldrich) diluidos em soro
fisiologico e foram eutanasiados 24, 48 e 72 horas apds a injecgao, respectivamente. Um

quarto grupo de 4 animais nao injectados foi usado como controlo negativo.

As retinas foram obtidas e processadas como descrito para estudo por meio das técnicas

imunohistoquimicas para microscopia éptica e para microscopia laser confocal.
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O estudo de retinas humanas e de murganho, sem doenga aparente, revelou a presenca de
um tipo de macréfagos perivasculares autofluorescentes com caracteristicas morfolégicas,
topograficas e funcionais semelhantes as descritas para as células Mato cerebrais. O
objectivo deste trabalho consistiu em caracterizar alguns dos aspectos morfofuncionais mais
relevantes das células Mato da retina, em condicoes fisiolégicas, bem como a determinagao

do seu possivel envolvimento em situagéo de retinopatia.

1. AUTOFLUORESCENCIA DAS CELULAS MATO DA RETINA

No decurso da observagao de retinas, por meio de microscopia de varrimento laser confocal,
foi evidenciada a presenca de autofluorescéncia nestas estruturas, em murganhos com
idades compreendidas entre 1 e 6 meses. Quando submetidas a uma energia de excitagédo
de 488 nm, era emitida uma fluorescéncia amarelo-alaranjada. Esta autofluorescéncia foi
observada, de forma constante, em inclusdes citoplasmaticas perinucleares, de aspecto

granular, em células presentes nos estratos retinianos mais internos (Figura 20).

A analise das inclusdes citoplasmaticas autofluorescentes, em retinas de murganho in toto,
por meio da realizacado de varrimentos de A, num microscopio de varrimento laser confocal,
para cada um dos comprimentos de onda de excitagao (405, 458, 476, 488, 514 e 561 nm),
permitiu caracterizar a fluorescéncia destas células, verificando-se que a intensidade
maxima de emissdo de fluorescéncia ocorria para valores de 530 a 630 nm, quando
submetidas a uma energia de excitacdo de 488 nm. Este valores foram tomados, desde
entdo, como referéncia para detecgdo da autofluorescéncia das inclusdes citoplasmaticas

das células perivasculares em estudo.

A necessidade de compreender a distribuicdo espacial das células autofluorescentes,
determinou, numa primeira fase, o recurso as técnicas imunohistoquimicas para estudo de
retinas in toto, de murganhos saudaveis, por meio de microscopia de varrimento laser
confocal. A observacdo de retinas in fofo, por meio desta técnica, providenciava a
possibilidade de obter uma perspectiva geral da distribuicdo espacial tridimensional das
células autofluorescentes ao longo de toda a extensdo da retina. Para além disso, a

associa¢cao da marcagao imunohistoquimica da membrana basal dos vasos sanguineos com
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Figura 20. Células autofluorescentes na retina de murganho. As cabegas de seta assinalam granulos
autofluorescentes junto aos nucleos de algumas células. MVLC. Autofluor, autofluorescéncia; nucleos

marcados com To-Pro®-3 jodide (vermelho). Barra: 25 ym.

Autofluor

Figura 21. Células autofluorescentes perivasculares na retina de murganho. As setas assinalam

granulos autofluorescentes junto ao nudcleo das células. A marcagdo imunohistoquimica com anti-
colagénio IV (Col IV), marcando a membrana basal da parede vascular, mostrou que as células
autofluorescentes se localizavam externamente a membrana basal, frequentemente a nivel das
ramificagbes dos vasos sanguineos. MVLC. Autofluor, autofluorescéncia. Nucleos marcados com
Hoechst Stain Solution (azul). Barras: 20 ym (A) e 12 ym (B).
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um marcador especifico permitia também a determinagdo da localizagdo destas células
autofluorescentes relativamente a arvore vascular retiniana, cujo padrao de distribuicao se
relaciona de forma muito particular com os diferentes estratos retinianos. Por conseguinte,
deste modo, seria possivel determinar, de forma clara, a que niveis da retina se podiam
encontrar as células autofluorescentes em estudo. Como referido no capitulo dos Materiais e
Métodos, todos os procedimentos foram realizados em camara escura, precisamente para

obviar a extingdo da fluorescéncia emitida por estas células.

A marcagdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-colagénio IV, um marcador da
membrana basal dos vasos sanguineos (Hashimzume & Ushiki, 2002), confirmou que as
células autofluorescentes em estudo se localizavam exclusivamente nas camadas mais
internas da retina. Mais, revelou que estas células se encontravam sempre apostas a vasos
sanguineos, particularmente aos de maior calibre. Efectivamente, em condigbes fisiologicas,
estas células autofluorescentes foram observadas, dispondo-se de forma descontinua, junto
a arteriolas e vénulas de 22 ordem, a arteriolas pré-capilares e a vénulas poés-capilares.
Curiosamente, em condigdes fisioldgicas, ndo se observou a presenca destas células a nivel

dos plexos vasculares mais externos.

De um modo geral, estas células autofluorescentes estavam presentes nas areas de
ramificacdo vascular, sendo frequentemente observadas na origem de algumas arteriolas
pré-capilares, especialmente naquelas que se mantinham nas camadas retinianas mais
internas. Relativamente as estruturas venosas, observou-se que as células
autofluorescentes se dispunham de forma descontinua ao longo de toda a parede das
vénulas de 22 ordem e das vénulas pds-capilares, encontrando-se igualmente com muita

frequéncia nas areas de confluéncia destes vasos sanguineos (Figura 21).

A presencga das células autofluorescentes em estudo, exclusivamente nos estratos mais
internos da retina, é coincidente com a distribuicdo dos vasos sanguineos retinianos de
maior calibre, uma vez que estes apenas se encontram a nivel destas camadas. Este
resultado sugeriu, desde logo, uma provavel inter-relacao das células autofluorescentes com
estes vasos sanguineos retinianos, vasos onde, devido as caracteristicas da arvore

vascular, existe um fluxo sanguineo preferencial.

No sistema nervoso dos mamiferos existem células autofluorescentes localizadas no espaco
perivascular (Virchow-Robin) da microvasculatura cerebral, as células Mato (Mato &

Ookawara, 1981). Uma vez que se considera que a neuro-retina representa uma expansao
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do encéfalo (Costa & Morato, 1984; Carlson, 1999), admitiu-se a hipétese de estas células
autofluorescentes perivasculares retinianas observadas poderem pertencer a um tipo celular
semelhante. Por este motivo, estas células comegaram entdo a ser designadas por células

Mato da retina.

A autofluorescéncia dos corpos de inclusdo das células Mato cerebrais deve-se, sobretudo,
ao seu conteudo em lipoproteinas oxidadas (Mato et al., 1986a e 1996). A coloracao de
retinas in foto com oil red O permitiu demonstrar a presencga de lipidos nas células Mato
retinianas, que depois de submetidas a esta técnica, revelaram a presenga de células com

inclusdes citoplasmaticas de cor vermelha numa localizagéo perivascular.

Para determinar se a autofluorescéncia das inclusbes citoplasmaticas das células
perivasculares retinianas, as células Mato da retina, se devia igualmente a presenga de
lipoproteinas contendo lipidos oxidados na sua constituicdo, procedeu-se aos estudo de
retinas in toto, submetendo-as a um tratamento com metanol e éter etilico. Os lipidos
simples, ndo conjugados, séo arrastados pela acgédo destas substancias. Contudo, os lipidos
ligados a proteinas resistem a extraccdo por meio destes solventes orgénicos (Feeney,
1978; Bancroft & Gamble, 2002).

Tal como observado nas retinas fixadas com NBF a 10%, apds o tratamento de retinas de
murganho in toto com metanol a 70%, 2 horas a temperatura ambiente, ou com éter etilico,
20 minutos a temperatura ambiente, a autofluorescéncia das inclusdes citoplasmaticas das

células Mato manteve-se (Figura 22).

NBF 10% Metanol 70%

A,

Autofluor

Figura 22. Autofluorescéncia das inclusdes citoplasmaticas das células Mato. A autofluorescéncia
(Autofluor) ndo desapareceu em retinas fixadas com NBF 10%, com metanol a 70% ou em retinas
tratadas com éter etilico, indicando que as inclusdes citoplasmaticas autofluorescentes das células
Mato (cabegas de seta) sdo, provavelmente, constituidas por lipoproteinas com lipidos oxidados na
sua composi¢ao. MVLC. Nucleos marcados com To-Pro®-3 iodide (azul). Barras: 4 pm , 4,5 ume 7

um, respectivamente.
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Estes resultados, obtidos, para cada amostra, com os mesmos parametros de captagao de
imagem, sugeriram que, provavelmente, também as inclusbes citoplasmaticas
autofluorescentes das células Mato retinianas eram compostas por lipoproteinas contendo
lipidos oxidados na sua constituicdo. Uma vez que os lipidos oxidados emitem
fluorescéncia, seriam também essas lipoproteinas oxidadas, provavelmente, as

responsaveis pela autofluorescéncia emitida pelas células Mato da retina.

Recentemente, foi identificada, exclusivamente em retinas de murganhos velhos, uma
populagdo de microgliécitos perivasculares autofluorescentes devido ao seu conteido em
lipofuscina (Xu et al., 2008). Efectivamente, a acumulagao intracelular de lipofuscina é um
indicador de envelhecimento, uma vez que, com a idade, as ceélulas se tornam menos
eficientes na degradagdo do material fagocitado (Sohal & Brunk, 1989) e a oxidagdo da
lipofuscina produzida pela constante acgéo da luz solar é responsavel pelo aparecimento da

sua fluorescéncia caracteristica (Kayatz et al., 2001).

A fluorescéncia produzida pela lipofuscina é, no entanto, desvanecida pela accdo dos
solventes organicos (Feeney, 1978). Uma vez que a intensidade da autofluorescéncia das
células Mato da retina se manteve apos o tratamento com metanol a 70% e com éter etilico,
os resultados obtidos mostraram ainda que a autofluorescéncia destas células retinianas
nao se devia a acumulacao de lipofuscina, reforcando a hipétese de que, provavelmente, a
autofluorescéncia das células Mato da retina resultava da presenga de lipoproteinas

oxidadas nos seus corpos de inclusao citoplasmaticos.

Uma vez que os lipidos oxidados e os granulos de lipofuscina emitem fluorescéncia, por se
tratar de substancias com uma composicdo quimica diferente, a cada uma delas
corresponde um fingerprint de intensidade de emissao de fluorescéncia especifico. Para
confirmar que a autofluorescéncia das células Mato da retina se devia a presenca de
lipoproteinas oxidadas e nao de lipofuscina, a emissdao de fluorescéncia das inclusdes
citoplasmaticas autofluorescentes das células Mato retinianas e dos granulos de lipofuscina
das células do epitélio pigmentar da retina foram comparadas, apdés a respectiva
determinagao por meio da realizagdo de varrimentos de A, num microscépio de varrimento

laser confocal, sobre 20 amostras.

A presencga de lipofuscina em células da microglia perivascular foi apenas descrita em

animais velhos, com 18 meses de idade, e ndo em animais mais novos (Xu et al., 2008). Os
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Figura 23. MVLC. Fingerprint da intensidade de emissdo de fluorescéncia das inclusbes
citoplasmaticas das células Mato retinianas (A) e dos granulos de lipofuscina das células do epitélio
pigmentar da retina (B). Os fingerprints analisados s&o significativamente diferentes; a fluorescéncia
emitida pelas inclusdes citoplasméaticas das células Mato tem valores de intensidade mais elevados,
sensivelmente o dobro, do observado para os granulos de lipofuscina das células do epitélio
pigmentar da retina; para além disso, a intensidade maxima de emissdo de fluorescéncia da
lipofuscina corresponde exactamente aos valores mais baixos da intensidade de emissdo de
fluorescéncia das células Mato. A intensidade da emissao de fluorescéncia é expressa em unidades
arbitrarias. Cabega de seta, célula Mato; Autofluor, autofluorescéncia; V, vénula. Barras: 6 um (A) e 3
um (B).
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murganhos utilizados neste trabalho experimental eram adultos com 6 meses de idade,
demasiado novos, por conseguinte, para apresentarem os depodsitos de lipofuscina
referidos. Por esta razdo, e de modo a poder comparar a emissdo de fluorescéncia das
inclusdes citoplasmaticas das células Mato retinianas com a da lipofuscina, recorreu-se a

analise da lipofuscina presente nas células do epitélio pigmentar da retina.

O fingerprint obtido, correspondente a fluorescéncia emitida pelas inclusdes citoplasmaticas
das células Mato, era completamente diferente do fingerprint da fluorescéncia emitida pelos
granulos de lipofuscina (Figura 23). As inclusbes citoplasmaticas autofluorescentes das
células Mato emitiram uma fluorescéncia amarelo-alaranjada, com uma intensidade maxima
de 8-15 i, para valores de 530-630 nm, enquanto a lipofuscina emitiu uma fluorescéncia
amarela menos intensa (5-8 i), com valores maximos no intervalo de 550-580 nm. Trata-se
de uma diferenga de valores que representa uma cor de fluorescéncia ligeiramente diferente
com sensivelmente o dobro da intensidade de emissado de fluorescéncia das células Mato
comparativamente aos granulos de lipofuscina. Para além desta diferen¢a de intensidade,
também o perfil de emissdo de fluorescéncia se revelou muito diferente, de tal forma que, os
valores da maxima intensidade de emissao de fluorescéncia da lipofuscina corresponderam
exactamente aos valores mais baixos da intensidade de emissdo de fluorescéncia das

inclusdes citoplasmaticas das células Mato.

Estes resultados, no seu conjunto, confirmaram que a fluorescéncia emitida pelas células
Mato retinianas n&o se devia a presenca de lipofuscina e que, a semelhanga das células
Mato cerebrais, resultava da presenca de lipoproteinas contendo lipidos oxidados na sua

constituicao.
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2. LOCALIZAGAO E TOPOGRAFIA DAS CELULAS MATO DA RETINA

No sistema nervoso, as células Mato localizam-se no espaco perivascular (Virchow-Robin),
delimitado pela membrana basal do vasos sanguineos e pela membrana glial formada pelos
pés vasculares dos astrécitos (Mato & Ookawara, 1981). Na eventualidade de as células
autofluorescentes em estudo constituirem um tipo celular equivalente a nivel da retina,
procedeu-se a caracterizacdo da localizagdo e topografia desta populagao celular que, por
analogia com as células Mato cerebrais, se deveria encontrar igualmente a nivel do espago
perivascular que, na retina, surge delimitado pela membrana basal dos vasos sanguineos e

pela membrana glial formada pelos pés vasculares das células de Miiller e dos astrdcitos.

A marcacdo imunohistoquimica de retinas in fofo com o anticorpo anti-colagénio 1V,
permitindo identificar especificamente a membrana basal dos vasos sanguineos
(Hashimzume & Ushiki, 2002), revelou que, como referido, as células Mato retinianas se
encontravam nas camadas mais internas da retina, efectivamente, apostas a parede dos

vasos sanguineos, mas situando-se sempre externamente & membrana basal (Figura 24 A).

Este resultado, demonstrou que as células Mato da retina, embora mantivessem um
contacto intimo com a parede vascular, se situavam sempre externamente ao vaso
sanguineo, sugerindo, por conseguinte, a sua localizagao no espacgo perivascular (Figura 24
A). Para além disso, este resultado excluiu ainda a possibilidade de estas células
perivasculares autofluorescentes poderem ser classificadas como pericitos, uma vez que
estes constituintes da parede vascular se encontram sempre completamente rodeados pela

membrana basal (Hughes et al., 2006).

A imunomarcacido de retinas in fofo com o anticorpo anti-GFAP (proteina glial fibrilhar
acidica, glial fibrillary acidic protein), um marcador dos filamentos intermediarios presentes
nas células da nevréglia (Eng, Ghirnikar & Lee, 2000), revelou que os pés vasculares destas
células, ou seja, a membrana glial ndo separava as células Mato da parede vascular, uma
vez que nao se interpunha entre estas células autofluorescentes e a parede dos vasos
sanguineos (Figura 24 B). A membrana glial ndo é uma membrana continua e, por esta
razdo, nao providencia um revestimento continuo a parede dos vasos sanguineos. As
células Mato foram encontradas em contacto directo com a membrana basal, precisamente
nas areas de descontinuidade da membrana glial e, por conseguinte, nas areas da parede

vascular onde o revestimento da membrana glial faltava (Figura 24 B e C).
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As imagens de microscopia de varrimento laser confocal mostraram, porém, que a
membrana glial revestia as células Mato na sua superficie abluminal, interpondo-se

efectivamente entre estas e o parénquima retiniano (Figura 24 B).

No conjunto, estes resultados sugeriam que as células Mato retinianas se localizavam no
espacgo perivascular. A realizacdo da imunomarcagdo dupla de retinas in tofo com os
anticorpos anti-colagénio IV e anti-GFAP, marcando em simultdneo a membrana basal dos
vasos sanguineos e a membrana glial, respectivamente, confirmou efectivamente a
localizagdo das células Mato da retina no espacgo perivascular, ao longo da parede vascular
dos vasos sanguineos de maior calibre, a semelhangca das células Mato cerebrais. As
observacgdes por meio de microscopia de varrimento laser confocal permitiram estabelecer a
relacdo da superficie luminal das células Mato com a membrana basal dos vasos
sanguineos e da sua superficie abluminal com a membrana glial, formada pelos pés

vasculares das células da nevrdglia, astrécitos e células de Miiller (Figura 24 C).

Autofluor

Autofluor

Figura 24. Localizagao e topografia das células Mato da retina. Retinas marcadas com os anticorpos
anti-colagénio IV e anti-GFAP evidenciaram que as células Mato da retina se localizavam
externamente a membrana basal dos vasos sanguineos (A e C) e que os pés vasculares das células
da nevréglia ndo as separavam da parede vascular (B e C). As células Mato surgiam exactamente em
areas da parede vascular em que faltava o revestimento da membrana glial (B e C), estando, desta
forma, em contacto directo com a membrana basal. MVLC. Cabecas de seta, inclusdes
citoplasmaticas autofluorescentes; Autofluor, autofluorescéncia; V, vaso sanguineo. Nducleos

marcados com Hoechst Stain Solution (azul). Barras: 8 ym (A), 5 ym (B) e 19 ym (C).
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O estabelecimento da localizacdo perivascular das células Mato retinianas determinou a
caracterizacdo mais detalhada dos aspectos morfolégicos e topograficos destas células por
meio das técnicas de MET. Foi entdo iniciada uma segunda fase de estudo, com o objectivo
de proceder a caracterizacao ultra-estrutural dos aspectos mais relevantes das células Mato

da retina.

Para o efeito, foi processada uma retina de murganho de cada um dos grupos utilizados
para as diferentes marcacdes imunohistoquimicas. Os fragmentos de tecido foram obtidos
de trés areas da retina (central, intermédia e periférica) de forma a poder sistematizar as
observagdes realizadas e, deste modo, poder relaciona-las com alguma area retiniana em
particular. De cada bloco foram efectuados cortes semifinos (1 um) que se submeteram a
uma coloragédo com azul de toluidina a 1%, com o propésito de seleccionar as areas de
retina a partir da qual se pudessem obter os cortes ultrafinos (60-80 nm) para montagem em
grelhas de cobre de 200 mesh. O estudo por meio de MET confirmou a localizagdo
perivascular das células Mato da retina e permitiu conhecer mais detalhes da sua estrutura e

topografia (Figura 25).

As células Mato foram encontradas em toda a extensdo da retina, sempre contidas no
espaco perivascular, situadas entre a membrana basal dos vasos sanguineos e a
membrana glial, formada pelos pés vasculares das células de Mlller e dos astrocitos (Figura
25), num espacgo equivalente ao espago perivascular (Virchow-Robin), onde se localizam as

células Mato cerebrais (Mato & Ookawara, 1981).

As imagens de MET confirmaram que a membrana glial ndo se interpunha entre as células
Mato e a parede vascular, ou seja, ndo estabelecia uma separagado entre elas e os vasos
sanguineos. Efectivamente, as células Mato foram encontradas em contacto directo com a
membrana basal dos vasos sanguineos, nas areas onde faltava o revestimento da
membrana glial (Figura 25 A e B). As imagens de MET confirmaram ainda que as células
Mato, contidas no espaco perivascular, eram efectivamente revestidas, na sua superficie

abluminal, pelos pés vasculares das células de Miller e dos astrécitos (Figura 25 A e B).

No decurso da preparagao dos tecidos para observagao por meio de TEM, as amostras sao
submetidas a um processo de pods-fixagdo com tetréxido de 6smio. O tetréxido de ésmio
liga-se aos lipidos e é responsavel pela caracteristica electrodensidade das lipoproteinas,
resistentes ao efeito dos solventes organicos usados no protocolo de preparagdo das
amostras (Bancroft & Gamble, 2002).
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As células Mato da retina, a semelhanga das células Mato cerebrais (Mato et al., 1985 e
1998), quando observadas em MET, apresentavam no seu citoplasma corpos de inclusao
electrodensos, devido ao seu conteudo em lipoproteinas que, se oxidadas, sao
precisamente as responsaveis pela emissao da fluorescéncia caracteristica destas células.
As imagens de MET confirmaram também que os corpos de inclusdo electrodensos eram
lisossomas, a semelhanga do descrito nas células Mato cerebrais, sendo que cada célula

podia conter um numero variavel destas estruturas (Figura 25).

As células Mato, de forma alongada, de 15 a 17 um de comprimento, apresentavam longos
prolongamentos citoplasmaticos que acompanhavam a parede dos vasos sanguineos, um
nucleo grande e oval, com uma distribuicao periférica caracteristica de heterocromatina,
podendo observar-se no citoplasma da célula a presengca de algumas mitocéndrias,

ribossomas e reticulo endoplasmatico (Figura 25).

Porém, um dos aspectos, revelados pelas imagens de MET, que mais atenc&do despertou,
dizia respeito a frequéncia com que as células Mato se dispunham ao longo da parede
vascular. Efectivamente, a localizagao destas células no espaco perivascular ndo ocorria de
forma aleatéria. Pelo contrario, as células Mato surgiam, de forma sistematica, apostas a
areas da parede vascular em que esta apresentava uma reducdo significativa da sua
espessura e que, para além disso, correspondiam sempre ao local de jungcao de duas

células endoteliais, unidas entre si por zénulas de oclusao (Figura 25).

Em resumo, o conjunto destas observagdes revelou que as células Mato, efectivamente,
surgiam situadas no espacgo perivascular, colocadas entre a membrana basal dos vasos
sanguineos e a membrana glial. No entanto a sua localizagdo coincidia sempre com 0s
seguintes aspectos estruturais da parede vascular: (1) areas onde faltava o revestimento da
membrana glial; (2) areas de menor espessura da parede vascular; (3) presenga de ligacoes
zonulares interendoteliais. Para além disso, o facto de as células Mato da retina
apresentarem no seu citoplasma lisossomas em numero variavel, contendo lipoproteinas no
seu interior, sugeria ainda a existéncia de actividade fagocitica nestas células perivasculares

de localizagao tao particular.

A Figura 26 mostra uma representacado esquematica da localizagédo e topografia das células

Mato da retina, pondo em evidéncia algumas das suas particularidades mais relevantes.
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Figura 25. MET e MEV. Localizagado e topografia das células Mato da retina. As imagens mostram as
células Mato, de forma alongada, com inclusdes citoplasmaticas perinucleares (cabecas de seta),
situadas entre a membrana basal e a membrana glial, no espago perivascular. Estas células
apresentam longas expansdes citoplasmaticas que acompanham a parede vascular. A sua
localizagéo é coincidente com areas da parede vascular de menor espessura e onde as zénulas de
ocluséo ligam células endoteliais adjacentes. A, astrécito; CG, camada de células ganglionares; E,
célula endotelial; EP, espago perivascular; Er, eritrocito; M, célula muscular; MB, membrana basal;
MG, membrana glial; Mt, célula Mato; Mu, célula de Miller; NE, camada nuclear externa; NI, camada
nuclear interna; V, vaso; ZO, zénula de oclusdo; seta, expansodes citoplasmaticas da célula Mato; *,

célula perivascular. Barras: 1,2 uym (A), 850 nm (B), 18 um (C) e 500 nm (D).
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Figura 25. MET e MEV. Localizagao e topografia das células Mato da retina.
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Figura 26. Representagdo esquematica da localizagao e topografia das células Mato na retina. As
células Mato, com inclusbes citoplasmaticas perinucleares fluorescentes, situam-se entre a
membrana basal dos vasos sanguineos e a membrana glial, no espacgo perivascular, equivalente ao
espaco perivascular cerebral (Virchow-Robin). A sua localizagao é coincidente com areas da parede
vascular de menor espessura e onde existem zdénulas de oclusdo unindo células endoteliais
adjacentes. E, célula endotelial; EP, espacgo perivascular; MB, membrana basal; MG, membrana glial;

Mt, célula Mato; NG, célula da nevréglia; ZO, zénula de ocluséo.
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3. AS CELULAS MATO DA RETINA SAO MACROFAGOS RESIDENTES DISTINTOS DAS
CELULAS DA MICROGLIA

A presenga constante das células Mato precisamente numa localizagdo perivascular
coincidente com (1) areas mais “delgadas” da parede vascular, representando zonas do
endotélio que eventualmente podiam oferecer menor resisténcia a passagem de elementos
moleculares e celulares, (2) onde faltava o revestimento da membrana glial e, para além
disso, coincidente também (3) com a presenga de unides zonulares interendoteliais,
associada a possibilidade de estas células poderem exibir actividade fagocitica, em situacao
fisiologica, indiciava, de alguma forma, uma determinada especificidade funcional

relacionada com as particularidades estruturais do componente interno da BHR.

As células Mato cerebrais pertencem a uma populacdo de macrofagos perivasculares
residentes, distinta das células da microglia, envolvidas efectivamente no funcionamento da
barreira hemato-encefalica (Mato et al., 1996 e 1997a). Sao células que se caracterizam por
expressar, entre outros, os marcadores de macrofagos F4/80, clone CI:A3-I, CD11b e F4/80,
clone BM8 (Mato et al., 1996).

Para determinar se as células Mato da retina poderiam pertencer a uma populacao celular
semelhante a das células Mato cerebrais, foi dado inicio a sua caracterizacao
imunofenotipica. Para o efeito, foram analisadas retinas in toto, por meio das técnicas
imunohistoquimicas, utilizando os mesmos marcadores macrofagicos referidos para a
caracterizacdo da populagdo das células Mato cerebrais: F4/80, clone Cl:A3-I, CD11b e
F4/80, clone BM8.

A observacgao de retinas in toto, imunohistoquimicamente marcadas com os anticorpos anti-
CD11b e F4/80, ambos marcadores de macrofagos de diversos tecidos, no murganho
(Springer, Galfré, Secher & Milstein, 1979; Inoue, Plieth, Venkov, Xu & Nielson, 2005),
revelaram a existéncia de um forte sinal positivo a nivel da membrana citoplasmatica das
células Mato da retina, significando que estas células expressavam estes epitopos

especificos dos macréfagos.

Este resultado permitiu classificar as células Mato da retina como um tipo de macréfagos

perivasculares (Figura 27 A e B).
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Figura 27. Fendtipo das células Mato da retina. Estas células sdo CD11b-positivas, F4/80-positivas e
BM8-positivas, o que significa que as células Mato da retina pertencem a um tipo de macréfagos
perivasculares distinto das células da micréglia perivascular. MVLC. As cabegas de seta assinalam as

inclusbes citoplasmaticas autofluorescentes. Nucleos marcados com Hoechst Stain Solution (azul).

Barras: 6 uym (A), 8 um (B) e 5 um(C).
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Figura 28. Citometria de fluxo. A analise por meio de citometria de fluxo permitiu identificar uma
populacdo de células retinianas CD11b-positivas autofluorescentes (0,4%) e uma populagdo de
células retinianas BM8-positivas autofluorescentes (0,3%). Nenhuma destas populagées foi detectada
no sangue. As tabelas a direita indicam o numero de células (#) detectadas por retina em cada

quadrante (Q) representado no grafico e a respectiva percentagem relativamente ao total (%). A

autofluorescéncia das células (Autofluor) foi detectada no canal FL2.
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Na retina estdo descritas células macrofagicas perivasculares, representadas pelas células
da microglia perivascular (Chen et al., 2002). No entanto, em situacao fisiolégica, as células
da microglia ndao se encontram activadas, apresentando um aspecto ramificado
caracteristico e ndo contendo no seu citoplasma as inclusdes citoplasmaticas observadas
nas células Mato (Provis et al., 1995; Chen et al., 2002; Xu et al., 2008).

O estudo de retinas in toto marcadas imunohistoquimicamente com o anticorpo anti-BM8
revelou claramente a existéncia de um forte sinal nas células Mato da retina, significando
que estas células expressavam também este marcador (Figura 27 C), uma proteina de
membrana periférica 125kD, especifica de apenas alguns tipos de macréfagos residentes,

mas que nunca se expressa nas células da microglia (Kraal, Rep & Janse, 1987).

Este resultado permitiu concluir, portanto, que as células Mato da retina pertenciam a um

subtipo de macrofagos perivasculares residentes diferente das células da micréglia.

As observacdes das retinas, por meio das diferentes técnicas de estudo realizadas,
permitiam inferir que as células Mato representariam uma populacdo celular perivascular
nao muito numerosa, apesar de estas células estarem presentes em toda a extensido das
camadas mais internas da retina. Por conseguinte, procedeu-se, de seguida, a
determinagdo do numero aproximado de células Mato que, em situagao fisiologica, se

poderia encontrar em cada retina.

Com o objectivo de proceder a contagem do numero de células Mato por retina, foram
analisadas retinas in toto, por meio de microscopia de varrimento laser confocal, técnica que
permite visualizar cada retina em toda a sua extens&o. Num total de 20 retinas submetidas a

analise, o numero de células Mato encontradas foi em média de 80-120 por retina.

Estes valores sdo coincidentes com o numero de células autofluorescentes CD11b e BM8-

positivas detectadas por meio da técnica de citometria e fluxo (Figura 28).
Efectivamente, depois de conhecidos alguns dos marcadores de membrana especificos das

células Mato retinianas, a citometria de fluxo representou uma das técnicas de estudo que

permitiu continuar a caracterizar esta populacéo de células autofluorescentes.
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Foram analisados, por meio desta técnica, retinas e sangue periférico de 30 murganhos
adultos com 6 meses de idade. A conjugagdo do sinal produzido pela autofluorescéncia
emitida pelas inclusbes citoplasmaticas das células Mato e pela fluorescéncia do
fluorocromo FluoroLink™ Cy™5 conjugado aos marcadores CD11b e BM8, permitiu detectar
a presenga de populacbes celulares as quais estavam associados os marcadores em

estudo.

A analise de retinas por meio de citometria de fluxo evidenciou a presengca de uma
populagdo de células retinianas autofluorescentes CD11b, numa percentagem de
aproximadamente 20% do total de células macrofagicas CD11b-positivas, correspondendo a

um total de 81 células na analise da retina representada no grafico da Figura 28.

Esta técnica permitiu igualmente identificar, na retina, uma populacao celular macrofagica
autofluorescente BMS8-positiva, distinta, portanto, das células da micréglia, e que
correspondia a 25% do total de células retinianas BM8-positivas, correspondendo a um total

de 120 células na analise da retina representada no grafico da Figura 28.

Nao foi possivel encontrar qualquer uma destas populagdes autofluorescentes CD11b e
BM8-positivas no sangue, confirmando, entre outros aspectos, que estas populagdes

celulares representavam células macrofagicas residentes (Figura 28).

As células da micréglia sdo consideradas os macrofagos residentes da retina (Chen et al.,
2002). No entanto, o conjunto de resultados obtidos permitiu concluir que, para além das
células da microglia, existiam, na retina, outro tipo de macréfagos residentes, as células

Mato da retina.

As células Mato retinianas constituiam uma populacao celular de um subtipo de macréfagos
residentes perivasculares distinto, tendo em consideragédo, entre outros aspectos, a sua
expressao antigénica, uma vez que expressavam o epitopo BM8, que nunca se expressa

nas células da micréglia (Kraal, Rep & Janse, 1987).

-102-



RESULTADOS

4. AS CELULAS MATO DA RETINA MOVIMENTAM-SE AO LONGO DOS VASOS
SANGUINEOS

Existem, no sistema nervoso, células perivasculares com a capacidade de migrar ao longo
dos vasos sanguineos, quando activadas (Grossmann, Stence, Carr, Fuller, Waite & Dailey,
2002). Atendendo ao facto de as células Mato retinianas constituirem uma populacao de
células macrofagicas com aparente actividade fagocitica, em condig¢des fisiolégicas, por
oposigao as células da microglia, que nessas condicbes se mantém num estado nao
activado, foi avaliado o seu comportamento cinético, no sentido de averiguar se as células
Mato mantinham a sua localizagdo perivascular, ou se, pelo contrario, migravam para outra

area retiniana.

Para o efeito, foram submetidas a estudo retinas de murganho em cultura num meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DME) suplementado com soro fetal de bovino a 10%,
penicilina e estreptomicina e 2 mM de glutamina. As retinas em cultura foram mantidas
numa camara do microscopio com atmosfera humida de COy/ar (5% / 95%) a 37°C. Foram
captadas imagens, a intervalos de tempo de 15 minutos, durante 12 horas, por meio de
microscopia de varrimento laser confocal. Neste ensaio foram utilizadas retinas de dois
murganhos. As células Mato foram identificadas pela autofluorescéncia caracteristica dos
seus corpos de inclusdo quando excitadas com o laser de 488 nm. A replegcédo vascular com
tinta da China com 5% de gelatina, previamente a enucleagéo dos bulbos oculares, permitiu

identificar os vasos sanguineos retinianos no modo de transmissao do microscopio.

A sequéncia de imagens captadas mostrou que, em condigbes fisioldgicas, as células Mato
da retina tinham a capacidade de se movimentar no espago perivascular, ao longo da
parede dos vasos sanguineos, apresentando, no entanto, um movimento oscilatério.
Especificamente, estas células movimentavam-se ao longo da superficie externa dos vasos
sanguineos, percorrendo uma distancia de aproximadamente 30-35 um, a uma velocidade
média de 15 um/h (Figura 29).

A particularidade de as células Mato se movimentarem no espago perivascular, de forma
oscilatéria, percorrendo a area circundante das zonas mais frageis da parede vascular com
as quais se relacionavam, correspondia a um alargamento consideravel da area da parede
vascular sobre a qual estas células poderiam actuar, representando uma repercussio mais

significativa da interacgéo destas células com a BHR.

-103-



RESULTADOS
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Figura 29. Comportamento cinético das células Mato da retina. A sequéncia de imagens de retinas
em cultura mostrou que as células Mato se movimentavam ao longo da superficie externa da parede
vascular, num movimento oscilatoério, “varrendo” a area envolvente das zonas mais “frageis” da BHR
com as quais se relacionavam. MVLC. A autofluorescéncia (cabeca de seta) foi usada para identificar
as células Mato. Os vasos sanguineos injectados com tinta da China com 5% de gelatina foram

visualizados no modo de transmissao. Autofluor, autofluorescéncia. Barra: 18 um.
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5. AS CELULAS MATO DA RETINA PROVIDENCIAM UM REVESTIMENTO ADICIONAL
A PAREDE VASCULAR NAS AREAS DE MENOR DENSIDADE DE EXPRESSAO DE
PROTEINAS DA MEMBRANA BASAL

O estudo de retinas de murganho in toto por meio de microscopia de varrimento laser
confocal revelou que, a semelhanga do observado na membrana basal das vénulas
cremastéricas de murganho, em situagao fisioldgica (Wang et al., 2006), as vénulas da
retina apresentavam areas de menor densidade da membrana basal causadas por uma

baixa expressao de colagénio IV.

As areas de baixa expresséo de colagénio IV, na membrana basal da parede das vénulas
cremastéricas, estdo associadas a uma baixa expressao de outras proteinas da membrana
basal, conduzindo, no conjunto, ao aparecimento de redes de proteinas de malhas
alargadas que definem “fendas”, na estrutura da membrana basal, por onde podem passar
livremente substdncias em circulacdo na corrente sanguinea. Em resposta a estimulos
inflamatérios, num efeito dependente da presenca de neutréfilos, estas malhas alargam
ainda mais, criando vias preferenciais de passagem trans-endotelial de leucdcitos e de

outras substancias (Wang et al., 2006).

A membrana basal da parede vascular das vénulas retinianas, marcadas
imunohistoquimicamente com o anticorpo anti-colagénio [V, nao apresentava uma
intensidade de emissdo de fluorescéncia uniforme. Na membrana basal destes vasos
sanguineos era visivel a presenga de areas que apresentavam uma diminuicdo acentuada
de sinal (intensidade de emissdao de fluorescéncia) da periferia para o centro,

correspondendo a areas de menor expressao de colagénio IV (Figura 30 A).

Em microscopia de varrimento laser confocal, a captacdo de imagens pode ser efectuada
por meio da realizacdo de um perfil de intensidade de emissdo de fluorescéncia. Neste
modo de captagdo de imagem, a diferentes valores de intensidade de emissdo de
fluorescéncia de uma substancia corresponde um tom ou uma cor, de uma escala
previamente definida, em que a intensidade da emissdo de fluorescéncia é expressa em
unidades arbitrarias. Deste modo, sdo mais facilmente percebidas quaisquer alteracdes na

intensidade de emissao de fluorescéncia da substancia em estudo.
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Para avaliar a diferenga de intensidade de emissao de fluorescéncia nas retinas marcadas
com o anticorpo anti-colagénio IV, procedeu-se a captagdo de imagens por meio da
realizagcdo de um perfil de intensidade de emisséo de fluorescéncia. Neste caso, atribuiu-se
uma sequéncia de cores (azul, verde, amarelo, rosa e castanho) a um intervalo de valores
de intensidade de emissdo de fluorescéncia crescente, em que os valores mais baixos

correspondiam ao azul e os mais elevados ao castanho.

O perfil de intensidade de emissdo de fluorescéncia correspondente as areas da parede
vascular que apresentavam uma diminuicdo de sinal de emissao de fluorescéncia do
fluorocromo ligado ao anticorpo anti-colagénio IV (Figura 30 A) confirmou que, na membrana
basal da parede vascular, existiam areas que apresentavam uma diminuigdo acentuada de
intensidade de emissao de fluorescéncia (Figura 30 B). Na periferia dessas areas, podiam
observar-se zonas de coloracdo castanha, rosa e amarela, correspondendo a valores de
intensidade de emissdo de fluorescéncia mais elevados. A medida que se aproximava do
centro, a cor mudava para tons de verde, cada vez mais escuro, acabando por se
transformar num tom azul turquesa, indicando uma diminuicdo gradual da intensidade de
emissao de fluorescéncia da periferia para o centro. Na regido central, a cor mudava para
tons de azul escuro, representando valores minimos de intensidade de emissdo de

fluorescéncia nessa area da membrana basal (Figura 30 B).

As células Mato da retina foram observadas precisamente justapostas a essas areas da
membrana basal dos vasos sanguineos que apresentavam baixa intensidade de emissao de
fluorescéncia e, por conseguinte, baixa densidade de expressédo de colagénio IV (Figura
30C).

Estes resultados, em conjunto com as observagdes anteriores, permitiram concluir que as
células Mato da retina constituiam um subtipo de macréfagos residentes perivasculares que
se movimentavam de forma oscilatéria sobre zonas da parede vascular que apresentavam
nao s6 uma diminuicdo significativa da sua espessura e onde faltava o revestimento da
membrana glial, mas onde, simultaneamente, podia existir uma menor densidade de

proteinas constituintes da membrana basal.
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Autofluor

Figura 30. Areas de baixa expressdo de proteinas da membrana basal. A imunomarcagéo com o

anticorpo anti-colagénio IV (Col IV) revelou que as células Mato (cabeca de seta) se localizavam
apostas a areas da parede vascular com uma baixa expressado desta proteina (circulo). O perfil de
intensidade de emissao de fluorescéncia correspondente (Pl) confirmou a existéncia de areas de
baixa expressdo de colagénio IV (roxo). A escala de cores de intensidade de emissdo de
fluorescéncia é apresentada como referéncia. MVLC. Autofluor, autofluorescéncia. Cabecga de seta,

inclusdes citoplasmaticas autofluorescentes. Barra: 5,5 um.

Devido ao facto de estas areas poderem representar zonas da BHR de maior “fragilidade”
estrutural e, portanto, mais facilmente transponiveis por elementos moleculares ou celulares
provenientes da corrente sanguinea, a presenga das células Mato, justamente nessa
localizagdo, representaria um importante reforco estrutural da BHR, providenciando um
revestimento adicional a estas zonas da parede vascular e, por conseguinte, aumentando a
eficiéncia da BHR na sua capacidade de exclusdo de substancias ou moléculas de natureza

diversa do parénquima retiniano, em condigdes fisiolégicas.
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6. AS CELULAS MATO DA RETINA EXPRESSAM RECEPTORES SCAVENGER DA
CLASSE A EM SITUAGAO FISIOLOGICA

Em situacgao fisioldgica, os receptores scavenger da classe A (RS-A) sdo expressos, na sua
grande maioria, pelas células Mato cerebrais (Mato et al., 1996; Husemann, Loike, Anankov,
Febraio & Silverstein, 2002). Devido a sua notavel capacidade para captar e acumular
determinadas macromoléculas e detritos celulares, as células Mato sdo consideradas as
células scavenger do sistema nervoso (Mato, Ookawara, Sano & Kurihara, 1982; Mato et al.,
1996 e 1997a; Williams et al., 2001).

A presenca de células Mato retinianas justamente em areas mais “frageis” da BHR e,
portanto, mais facilmente transponiveis por substancias em circulagdo na corrente
sanguinea, nao sugeria apenas um envolvimento destas células no refor¢o estrutural desta
barreira. Na eventualidade de as células Mato retinianas expressarem também RS-A,
podendo funcionar, por conseguinte, como células scavenger na retina, em situagao
fisiologica, estas células poderiam contribuir também para o funcionamento da BHR,

especificamente na exclusdo de determinadas substancias do parénquima retiniano.

Para determinar se as células Mato da retina expressavam este tipo de receptores
scavenger, procedeu-se a marcagao imunohistoquimica com o anticorpo anti-CD204, clone
2F8, um marcador especifico para RS-A (Fraser, Hughes & Gordon, 1993). Estes receptores
scavenger funcionam como receptores de endocitose para proteinas e lipoproteinas, como
receptores de adesdao dos macrofagos a substratos ricos nos ligandos especificos e na
ligacdo a bactérias patogénicas, estando também envolvidos na resposta imunitaria inata
(Fraser, Hughes & Gordon, 1993).

O estudo de retinas in foto imunohistoquimicamente marcadas com o anticorpo 2F8, revelou
que as células Mato da retina expressavam RS-A. Estes receptores foram observados na
periferia das inclusdes citoplasmaticas autofluorescentes, indicando que se localizavam na
membrana destes lisossomas (Figura 31 A). Este resultado sugeria, por conseguinte, que as
células Mato tinham captado lipoproteinas por um processo de endocitose, mediado pelos
RS-A.

O conhecimento de mais um marcador das células Mato da retina permitiu recorrer, uma vez
mais, a citometria de fluxo, no sentido de complementar a caracterizacdo desta populacao

celular.
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Figura 31. Receptores scavenger. A: a marcagao imunohistoquimica com o anticorpo 2F8 revelou a
presenca de RS-A na periferia das inclusdes citoplasmaticas autofluorescentes das células Mato da
retina. B: a citometria de fluxo revelou a existéncia de uma populacdo de células autofluorescentes
2F8-positiva na retina. Esta populacédo de células ndo foi detectada no sangue. A autofluorescéncia
das células (Autofluor) foi detectada no canal FL2. MVLC. As cabegas de seta assinalam as inclusdes

citoplasmaticas autofluorescentes. Nucleos marcados com Hoechst Stain Solution (azul). Barra: 9 ym.

A analise por meio de citometria de fluxo confirmou, efectivamente, a presenca de uma
populagdo de células autofluorescentes 2F8-positiva na retina. A percentagem destas
células correspondia a aproximadamente 20% de um total de células retinianas 2F8-
positivas. Como esperado, no sangue nao se encontrou esta populagdo celular (Figura 31
B).
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Estes resultados foram coincidentes com os obtidos anteriormente, aquando da
caracterizacdo da populacdo de células Mato por meio de citometria de fluxo. A
percentagem de células autofluorescentes BM8-positivas detectadas (0,3 %) foi semelhante
a das células autofluorescentes 2F8-positivas (0,3 %), provavelmente por se tratar da

mesma populacao celular.

As células da microglia ndo expressam RS-A em condigdes fisioldgicas (Mato et al., 1996;
Honda et al., 1998; Husemann et al., 2002). Pelo contrario, as células da micréglia apenas
expressam receptores scavenger quando activadas, na sequéncia de determinado estimulo
lesivo (Gehrmann et al., 1993; Husemann et al.; 2002, Lewis, Sethi, Carter, Charteris &
Fisher, 2005).

Estes resultados mostraram que as células Mato retinianas constituiam um tipo de
macrofagos residentes perivasculares com fungdo scavenger, em condicdes fisioldgicas, e
que, portanto, também neste aspecto, constituiam uma populacdo celular distinta das

células da micréglia.

O facto de as células Mato constituirem as Unicas células perivasculares com funcao
scavenger, em condi¢cdes fisiologicas, sugeria um papel da maior importadncia no
funcionamento da BHR, e portanto, na manutencdo da homeostasia da retina.
Efectivamente, a particular localizagdo das células Mato nao s6 constituia um reforco
estrutural, providenciando um revestimento adicional a areas mais frageis, e portanto, mais
facilmente transponiveis da BHR, como também representava um reforgo funcional desta
barreira. A presenca de células com fungdo scavenger no espacgo perivascular poderia
significar uma nova possibilidade de excluir do parénquima retiniano qualquer substancia

lesiva que de alguma forma tivesse conseguido ultrapassar a BHR.
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7. AS CELULAS MATO DA RETINA ACUMULAM MACROMOLECULAS EM
CIRCULAGAO NA CORRENTE SANGUINEA SEM ROTURA DA BARREIRA HEMATO-
RETINIANA

As células Mato cerebrais, as células scavenger do sistema nervoso, captam e acumulam
proteinas e lipidos em condicdes fisioldgicas e sdo as uUnicas onde se acumula a enzima
HRP, quando administrada experimentalmente nos ventriculos cerebrais (Mato et al., 1986a,
1996 e 1999).

Para avaliar a fungdo scavenger das células Mato da retina e, por conseguinte, o seu
envolvimento na exclusdo de substancias proteicas do parénquima retiniano que, em
condigbes de integridade da BHR, eventualmente consigam atingir a retina, injectou-se, por

via endovenosa, HRP em murganhos saudaveis.

A enzima HRP é uma enzima frequentemente usada em estudos de integridade da BHR e
da barreira hemato-encefalica como substancia tragcadora. A passagem desta substancia
para o parénquima retiniano ou cerebral, respectivamente, ocorre apenas em areas de
rotura destas barreiras (Caldwell & McLaughlin, 1983; Vinores, 1995; Bamforth, Lightman &
Greenwood, 1997). Nos murganhos utilizados neste estudo, por serem saudaveis, e
portanto, detentores de retinas em condigdes de integridade da BHR, ndo se esperava que

ocorresse passagem desta substancia tracadora para o parénquima retiniano.

Seis horas apds a injecgdo de 15 mg/ml de HRP na veia da cauda, os animais foram
eutanasiados e as retinas foram extraidas. Depois de aplanadas e fixadas, a deteccdo desta
substancia tragadora no parénquima retiniano foi efectuada através da revelagdo com DAB,
reacgcéo que produz o aparecimento de granulos de coloragdo acastanhada na presenca de
HRP.

Como previsto, ndo se encontrou HRP no parénquima retiniano, mesmo tendo administrado
uma dose trés vezes superior a normalmente utilizada em estudos de integridade da BHR
(Hikishima & Mato, 1990). Contudo, foram observadas umas células perivasculares, cuja
distribuicdo e topografia eram compativeis com as das células Mato da retina, que
apresentavam multiplas inclusbes de HRP de coloragdo acastanhada no seu citoplasma
(Figura 32 A).
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Figura 32. As células Mato da retina acumulam proteinas. A: seis horas apdés a injeccdo endovenosa
de HRP, a revelagdo com DAB nao detectou a saida de HRP para o parénquima retiniano, indicando
que ndo ha rotura da BHR. Contudo, foi detectada a presencga de granulos acastanhados de HRP no
citoplasma de células perivasculares com distribuicdo e topografia compativeis com as das células
Mato (cabega de seta). B: duas horas apds a injecgdo endovenosa de Dil-ac-LDL, observou-se a
presengca de granulos fluorescentes vermelhos (cabega de seta) no citoplasma de células
perivasculares com distribui¢cdo e topografia compativeis com as das células Mato. Nucleos marcados

com Hoechst Stain Solution (azul). V, vaso sanguineo. Barras: 9 ym (A) e 7 ym (B).

Para determinar se as células Mato da retina acumulavam lipoproteinas de baixa densidade
modificadas em circulacdo, como ocorre nas células Mato cerebrais, munidas de RS-A, ao
qual se ligam especificamente (Mato et al, 1996), injectou-se Dil-ac-LDL por via
endovenosa em murganhos saudaveis. O complexo Dil-ac-LDL liga-se especificamente aos
RS-A dos macréfagos. A emissao de fluorescéncia caracteristica da Dil de 571 nm para

valores maximos de absorgédo de 554 nm, permite visualizar a localizagao deste complexo.
Duas horas apds a injeccao, a caracteristica fluorescéncia vermelha do Dil foi observada em

inclusdes citoplasmaticas de aspecto granular de células perivasculares, cuja distribuicdo e

topografia eram compativeis com as das células Mato da retina (Figura 32 B).
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Estes resultados sugeriam que, em retinas saudaveis, sem rotura da BHR, podia ocorrer a
passagem de determinadas substancias em circulagdo do sangue para a retina. Contudo, as
células Mato revelaram a capacidade de captar e acumular essas macromoléculas em
circulagao, impedindo a sua passagem para a retina. A acumulagao destas moléculas nas
células Mato sugeria que a exocitose destas substancias tinha sido minima ou mesmo nula,

raz&o pela qual ndo se encontrou HRP ou Dil-ac-LDL no parénquima retiniano.

A participacao destas células perivasculares com fungdo scavenger, em condi¢des
fisiologicas, na exclusdo de substancias proteicas em circulagdo do parénquima retiniano,
impedindo a sua passagem para a retina, apos terem conseguido passar através da BHR,
permite considerar as células Mato como um elemento adicional de reforgo estrutural e
funcional desta barreira, desempenhando um papel da maior relevancia na manutencao da

homeostasia a nivel retiniano.

O facto da rotura da BHR constituir uma caracteristica de um grande numero de
retinopatias, conduzindo ao aparecimento de edema a nivel retiniano, em grande parte
responsavel pela perda de visdo, associado a intima relagdo das células Mato com esta
barreira, indicia igualmente um possivel envolvimento destas células macrofagicas

perivasculares na patogenia dessas afecgdes.
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8. AS CELULAS MATO DA RETINA ACUMULAM FERRO

A semelhanca de outros tecidos, a retina obtém ferro a partir da corrente sanguinea
(Yefimova et al., 2000). De uma forma geral, o aporte de ferro ocorre por um processo de
endocitose, mediado por receptores da transferrina, a nivel quer das células endoteliais
retinianas quer das células do epitélio pigmentar da retina (Hunt, Dewey & Davis, 1989;
Burdo, Antonetti, Wolper & Connor, 2003). Na retina, o ferro ligado a transferrina pode entao

ser endocitado ao longo das diferentes camadas retinianas (Yefimova et al., 2000).

Nesse processo de endocitose, as moléculas de transferrina, moléculas transportadoras de
ferro, unem-se ao seu receptor de membrana e sido endocitadas por meio da formacao de
uma vesicula de endocitose. A vesicula endocitica funde-se com um lisossoma primario e a
transferrina liberta o ferro por meio da acidificagdo do pH. O ferro é entao transportado para
o citosol, onde fica disponivel para o metabolismo celular. O endossoma regressa
novamente a membrana citoplasmatica, onde a transferrina fica disponivel para se ligar a

novas moléculas de ferro (Kurz, Terman, Gustafsson & Brunk, 2008).

Os macrofagos actuam como grandes depositos de ferro no organismo (Knutson &
Wessling-Resnick, 2003). No entanto, o papel dos macréfagos da retina no metabolismo do
ferro ndo é conhecido. De forma a determinar se as células Mato da retina desempenhavam
algum papel no metabolismo do ferro, o contelido deste elemento foi determinado por meio
de microanalise por energia dispersiva por radiagdo-X (EDX), usando cortes ultrafinos de

retina, ndo contrastados, para microscopia electronica de transmissao.

A microanalise por EDX revelou que o conteudo em ferro citosolico nas células Mato e nas
células de Miller era semelhante. No entanto, os lisossomas das células Mato da retina
acumulavam uma quantidade de ferro muito significativa, comparativamente a do ferro
citosolico das células e aos niveis basais que se encontravam no espago extracelular

perivascular (Figura 33).
A microanalise por EDX revelou também a presenca de vesiculas de endocitose nas células

Mato, onde o ferro se localizava a periferia, sugerindo que a transferrina, contendo o ferro,

se encontrava ainda ligada ao seu receptor de membrana (Figura 34).
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Figura 33. Conteddo em ferro. A: a microanadlise por EDX revelou que nos lisossomas das células
Mato (1) se encontrava uma quantidade de ferro significativamente superior a dos citoplasmas das
células Mato (2) e de Miller (3). Nestes, a quantidade de ferro era semelhante, mas ainda assim,
significativamente maior do que a detectada no espaco extracelular perivascular (4). Os resultados
foram apresentados sob a forma de média + erro padrdo de 9 quantificagbes, nos quatro tipos de
estruturas analisadas; *P<0,001 e **P<0,0001. B: quantificagdo do conteudo em ferro no lisossoma
da célula Mato e no espaco perivascular por meio de microanalise por EDX. Apesar da quantidade de
ferro acumulada nos lisossomas das células Mato, os niveis de ferro no espago extracelular
perivascular mantinham-se em valores basais. L, lumen; E, célula endotelial; Mt, célula Mato; EP,

espaco perivascular; Mu, célula de Mdiller.

-115-



RESULTADOS

C) Fe

340-
=
£ 20
£
g 5 7 ke
" ® keV
S 40-
o
8
5 20 Fe
w Tt 6 7 keV

Figura 34. Vesiculas de endocitose nas células Mato da retina. A microanalise por EDX revelou que,
nas vesiculas de endocitose, o ferro se localizava na periferia das mesmas, sugerindo que a proteina
transportadora do ferro, transferrina, se encontrava ainda ligada ao seu receptor de membrana. As
imagens mostram a selecgdo das estruturas analisadas e os pontos de incidéncia do feixe de
radiacdo da microanalise por EDX: 1, ponto de incidéncia da radiagcdo, na periferia da vesicula de

endocitose; 2, ponto de incidéncia da radiagéo, no centro da vesicula de endocitose. Barra: 570 nm.

Estes resultados sugeriam que as moléculas transportadoras de ferro, transferrina, tinham
sido endocitadas pelas células Mato retinianas e ainda que, a nivel dos lisossomas destas

células, se tinha processado a degradacao de compostos ricos em ferro.

Porém, o ferro endocitado foi observado acumulando-se em grandes quantidades nos
lisossomas, ndo tendo sido transportado para o citoplasma da célula, como esperado. O
mecanismo de endocitose de transferrina supracitado ndo permitia, portanto, explicar a

inusitada acumulagao de ferro observada nos lisossomas das células Mato.

Embora o transporte mediado pela transferrina seja considerado o principal mecanismo de
aporte de ferro as células, recentemente, a ferritina, considerada tradicionalmente
exclusivamente como uma proteina de armazenagem intracelular de ferro, foi proposta

como uma nova proteina transportadora deste elemento (Fisher et al., 2007).
A ferritina € um constituinte normal do plasma sanguineo (Addison et al., 1972) e pode

incorporar mais de 4500 atomos de ferro, enquanto que a transferrina contém, no maximo,

apenas 2 atomos deste elemento (Harrison & Arosio, 1996).
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A ferritina pode ser transportada através das células endoteliais dos vasos sanguineos
(Fisher et al., 2007), o que significa que esta proteina transportadora pode alcangar a retina,
a partir da corrente sanguinea, disponibilizando grandes quantidades de ferro para o

metabolismo celular.

De forma a determinar se as células Mato desempenhavam algum papel na passagem de
ferritina plasmatica para o parénquima retiniano, submeteram-se retinas de murganho a

diferentes técnicas de estudo.

Para saber se as células Mato da retina expressavam receptores de ferritina, realizou-se a
imunomarcagao de retinas in toto com o anticorpo anti-TIM-2, um receptor de membrana
pertencente a familia das proteinas dos dominios imunoglobulinicos e mucinicos das células
T, ao qual se une especificamente a ferritina-H (Chen et al., 2005). As imagens de
microscopia de varrimento laser confocal puseram em evidéncia que, efectivamente, as
células endoteliais e as células Mato apresentavam estes receptores de ferritina na sua

membrana celular (Figura 35).

Este resultado sugeria que a ferritina podia atravessar a parede vascular, sendo,
posteriormente, captada pelas células Mato por um processo de endocitose mediado pelos

receptores TIM-2.

O estudo de retinas in toto imunohistoquimicamente marcadas com o anticorpo anti-ferritina
permitiu a deteccdo de moléculas de ferritina nas células Mato da retina, revelando que

estas células perivasculares continham granulos de ferritina no seu citoplasma (Figura 36).

De forma a determinar se a ferritina detectada nos granulos citoplasmaticos das células
Mato podia ser proveniente da corrente sanguinea, injectou-se ferritina de baco de cavalo,
por via endovenosa, em murganhos saudaveis. Seis horas apos a injeccao, a ferritina de
baco de cavalo foi encontrada exclusivamente em células perivasculares com distribuicao e
topografia compativeis com as das células Mato (Figura 37). O teste histoquimico utilizado,
reaccdo de Azul da Prussia, ndo detectou ferro nas retinas de murganhos nao injectados
(Figura 37).

Este resultado confirmou que as células Mato da retina tinham a capacidade de captar e

acumular moléculas de ferritina em circulagéo na corrente sanguinea.

-117-



RESULTADOS

Autofluor Autofluor/

Figura 35. Endocitose de ferritina. A marcagcdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-TIM-2
mostrou a existéncia destes receptores de membrana especificos para a ferritina. E, eritrocito;
Autofluor, autofluorescéncia; Cabeca de seta, inclusdo citoplasmatica autofluorescente da célula

Mato. MVLC. Nucleos marcados com Hoechst Stain Solution (azul). Barra: 7 ym.

Autofluor

Figura 36. As células Mato acumulam ferritina. A marcag&o imunohistoquimica com o anticorpo anti-
ferritina mostrou a existéncia de ferritina (setas) nas células Mato. Autofluor, autofluorescéncia;
Cabeca de seta, inclusao citoplasmatica autofluorescente da célula Mato. MVLC. Nucleos marcados

com Hoechst Stain Solution (azul). Barra: 5 ym.
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Figura 37. Endocitose de ferritina. A: seis horas ap6s a injecgao endovenosa de ferritina de bago de
cavalo, o teste histoquimico usado para detectar ferro nas retinas (reac¢cdo de Azul da Prussia)
revelou a presenga de granulos azul turquesa no citoplasma de células perivasculares com uma
distribuicdo e topografia compativel com as das células Mato (seta). Nao foi detectado ferro nas

retinas de murganhos nao injectados. Er, eritrocito. Barra: 8 um.

O conjunto destes resultados revelou que as células Mato da retina tinham, efectivamente, a
capacidade de captar ferritina plasmatica por um processo de endocitose, provavelmente
mediado pelos receptores TIM-2, e que a ferritina endocitada se acumulava nestas células,

nao podendo, por conseguinte, passar livremente para o parénquima retiniano.

Atendendo ao facto de a ferritina poder incorporar mais de 4500 atomos de ferro, a
capacidade de acumulacdo de tdo grandes quantidades de ferro permite antever um
importante papel das células Mato no metabolismo do ferro, a nivel retiniano, bem como nas

afecc¢des decorrentes da sua alteragao.
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9. AS CELULAS MATO DA RETINA MIGRAM PARA O LOCAL DAS LESOES NUM
MODELO DE RETINOPATIA EM MURGANHO INDUZIDA PELO IODATO DE SODIO

As células Mato cerebrais estao envolvidas nos processos de encefalopatia (Williams et al.,
2001). Apo6s lesao cerebral induzida pelo frio, o plasma sanguineo infiltrado no espago
perivascular é captado por estas células scavenger localizadas na fronteira entre o tecido
com lesdes e as regides nado afectadas (Fukuda & Mato, 1985). As células Mato
providenciam a remogdo de produtos e detritos celulares do espago extracelular e as
substancias incorporadas sao acumuladas nos corpos de inclusdo (Mato et al., 1996 e
2001). As células Mato sao as primeiras células afectadas em situagdo de encefalopatia e
estdo envolvidas na activacdo e migracao das células da microglia para os locais das lesdes
(Mato et al., 1998).

Com o objectivo de determinar o possivel envolvimento das células Mato da retina em
processos de retinopatia, recorreu-se ao estudo de um modelo de retinopatia em murganho,

induzida pela injec¢ao de iodato de sédio.

Este modelo de retinopatia esta bem caracterizado. A injecg¢ao intraperitoneal de iodato de
sédio induz o aparecimento de lesdes degenerativas nas células do epitélio pigmentar da
retina e nas células fotorreceptoras, de um modo directamente dependente da dose e do
tempo decorrido apds a injecgao (Kiuchi, Yoshizawa, Shikata, Moriguchi & Tsubura, 2002;
Enzmann et al., 2006). Estes animais desenvolvem alteragbes, a nivel dos estratos
retinianos mais externos, caracteristicas de uma série de retinopatias, observando-se, entre
outros aspectos, um aumento de expressao de GFAP nas células de Miiller e a migracao de
células macrofagicas para o local das lesdes, na tentativa de eliminar os detritos celulares

formados.

Nos estadios iniciais dos processos de retinopatia as células de Miller exibem um aumento
muito marcado da expressdao de GFAP. Trata-se de uma resposta ndo especifica a accao
dos estimulos lesivos sobre o parénquima retiniano. Desta forma, o aumento de expressao
de GFAP é considerado um indicador da activacdo das células de Miller e, portanto, um
sinal precoce da gliose reactiva que acompanha os processos de retinopatia (Kiuchi et al.,
2002).
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Neste ensaio, foram injectados intraperitonealmente, com 100 mg/Kg de iodato de sédio, 3
grupos de murganhos adultos, com 4 meses de idade. Os animais foram eutanasiados 24,
48 e 72 horas apds a injecgdo. Um grupo de animais nao injectados foi utilizado como

controlo negativo.

Para este estudo foram analisados, por meio de microscopia optica e de microscopia de
varrimento laser confocal, cortes de retinas incluidas em parafina, com 4 ym de espessura,
dos olhos esquerdos e retinas in toto dos olhos direitos de cada um dos murganhos dos

diferentes grupos experimentais.

A estrutura da retina e a expressdo de GFAP comecgaram por ser avaliadas nas retinas do
grupo controlo. Na Figura 38 A pode observar-se, em corte, 0 aspecto de uma retina normal,
pertencente a um animal deste grupo. Nestas retinas, a arquitectura celular caracteristica é
evidente, exibindo uma normal disposicdo dos diferentes tipos celulares nos respectivos
estratos retinianos. A imagem de microscopia de varrimento laser confocal, a direita do
painel, ilustra 0 mesmo aspecto, mostrando, a vermelho, a discreta expressdo de GFAP nos
prolongamentos citoplasmaticos nas células de Miuller, dispostos de forma a cruzar
praticamente toda a neuro-retina, desde a membrana limitante interna até a membrana

limitante externa.

No entanto, nas mesmas condi¢cdes de captacdo de imagem, o aspecto das retinas dos
murganhos injectados com iodato de sédio apresentaram alteragcbes significativas. Nas
retinas dos animais eutanasiados 24 horas apds a injecgao intraperitoneal de iodato de
sodio, comecava a ser evidente uma certa desorganizagdo a nivel dos nucleos dos
fotorreceptores, associada a algumas areas retinianas com diminuicdo do numero de
segmentos externos e internos dos fotorreceptores. A marcagao imunohistoquimica com o
anticorpo anti-GFAP revelava um aumento notavel da expressao desta proteina a nivel das
células de Mdller, indicando que o processo de retinopatia se tinha estabelecido. A camada
de células do epitélio pigmentar da retina, mantinha um revestimento continuo sobre a

camada das células fotorreceptoras.

Nas retinas dos animais eutanasiados 48 horas apds a injecgao intraperitoneal de iodato de
sodio, as alteragdes eram ainda mais evidentes e comprometiam quer os estratos mais
externos da retina, quer os mais internos. A desorganiza¢ao dos nucleos da camada nuclear

externa era patente em quase toda a extensdo da retina e a diminuicdo do numero de
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Figura 38. Modelo de retinopatia em murganho, induzida pela injecgdo de iodato de sédio (NalO3). A:
aspecto de uma retina normal. B: 48 horas apds a injeccdo de iodato de sédio, a desorganizacéo dos
nucleos da camada nuclear externa e a diminuicdo do numero de fotorreceptores € evidente. A
marcagao com o anticorpo anti-GFAP (vermelho) mostrou uma clara proliferacdo das células de
Muller. Coloracdo histolégica Hematoxilina-Eosina. MVLC. Nucleos marcados com Hoechst Stain
Solution (azul). CG, camada de células ganglionares; NI, camada nuclear interna; NE, camada

nuclear externa. Barras: 30 ym.
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fotorreceptores era bastante mais acentuada, de tal forma que eram visiveis zonas da retina
em que apenas se identificavam os estratos mais internos da neuro-retina. A marcagao
imunohistoquimica com o anticorpo anti-GFAP revelou igualmente uma sobre-expressao
desta proteina nas células de Miller, para além de uma proliferacdo destas células,

ocupando areas onde antes se encontravam os fotorreceptores (Figura 38 B).

As células da microglia constituem um tipo especial de macrofagos residentes do sistema
nervoso e da retina. Normalmente encontram-se num estado n&o activado. Porém, quando
activadas em resposta a um determinado estimulo lesivo, as células da micrdglia
desempenham um importante papel no restabelecimento da homeostasia, participando na
resposta inflamatéria, em processos degenerativos ou em outro tipo de lesdes tecidulares
(Xu et al.,, 2007a); participam no processo de regeneracdo dos tecidos, fagocitando
microrganismos invasores e detritos celulares e também na resposta imunitaria que
eventualmente se possa desencadear (Chan, Magnus & Gold, 2001; Chen et al., 2002;
Gardner et al.,, 2002; Chew, Takanohashi & Bell, 2006). Como referido, as células Mato
cerebrais sdo, no entanto, as primeiras células afectadas, em situacdo de encefalopatia,
estando envolvidas na activagdo e posterior migragdo das ceélulas da micréglia para os

locais das lesbes (Mato et al., 1998).

As células macrofagicas activadas expressam SR-A, receptores de membrana que
funcionam, entre outros aspectos, como receptores de endocitose para diferentes
macromoléculas, fagocitando células em apoptose, detritos celulares e bactérias

patogénicas (Husemann et al., 2002).

Para avaliar a presenca de células macrofagicas no local das lesdes e eventualmente de
células Mato, foram submetidas a estudo, por meio de diferentes técnicas, retinas de

murganhos de cada um dos grupos experimentais referidos.

Retinas imunohistoquimicamente marcadas com o anticorpo anti-2F8 revelaram a presencga
de células com receptores scavenger da classe A na zona das lesdes, a nivel da camada
nuclear externa, numa fase inicial do processo de retinopatia, sugerindo a presenca de
células macrofagicas a nivel das lesdes degenerativas, na camada das células

fotorreceptoras (Figura 39).
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Figura 39. Modelo de retinopatia em murganho, induzida pela injeccdo de iodato de sédio (NalOs).
Aspecto da retina com lesbes degenerativas a nivel dos fotorreceptores. A marcagéo
imunohistoquimica com o anticorpo anti-2F8, revelada com DAB, evidenciou a presenga de células
com RS-A, marcados a castanho (setas), a nivel da camada nuclear externa, 48 horas apds a

injeccao de iodato de sddio. NE, camada nuclear externa; NI, camada nuclear interna. Barra: 15 ym.

&

Autofluor

Figura 40. Modelo de retinopatia em murganho, induzida pela injeccdo de iodato de sédio (NalO3).

Reducdo do numero de fotorreceptores. A marcagcdo dos cones com a lectina PNA (vermelho)
evidencia extensas areas com uma significativa reducdo do numero de fotorreceptores e onde
apenas se encontram os nucleos da camada nuclear interna (azul). Estas zonas sdo coincidentes
com a presenca de diversas células autofluorescentes (setas) localizadas preferencialmente nos
bordos das zonas com lesdes . MVLC. Autofluor, autofluorescéncia. Nucleos marcados com Hoechst

Stain Solution (azul). Barra: 16 ym.
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A lectina Arachis hypogaea (PNA) une-se especificamente &8 membrana celular dos cones,
(Blanks & Johnson, 1984). A marcagao histoquimica de retinas in toto com esta lectina pds
em evidéncia extensas areas retinianas com uma redugao significativa do numero de
fotorreceptores e onde, simultaneamente, se podia observar a presenca de iniUmeras células
autofluorescentes (Figura 40). A imagem ilustra o aspecto da camada de cones e
bastonetes, numa retina do grupo de animais eutanasiados 48 horas apds a injeccéo
intraperitoneal de iodato de sodio, onde é evidente a interposigdo de zonas normais, com a
presenca dos segmentos externos dos cones, marcados a vermelho com a lectina PNA,
com extensas zonas em que deixaram de se observar fotorreceptores e onde apenas se
encontram os nucleos da camada nuclear interna. Na fronteira entre estas zonas observa-se
a presenca de inUmeras células autofluorescentes, provavelmente células macrofagicas com
material fagocitado, possivelmente correspondendo as células que expressavam SR-A

ilustradas na figura anterior.

Com o objectivo de determinar se as células 2F8-positivas detectadas a nivel das lesdes
poderiam ser células Mato, procedeu-se a marcagao imunohistoquimica das retinas com os
anticorpos BM8 e 2F8.

A marcacao imunohistoquimica com estes anticorpos revelou, efectivamente, a presenca de
células autofluorescentes BM8 e 2F8-positivas nos locais das lesbes, a nivel da camada
nuclear externa e da camada de cones e bastonetes (Figura 41). Estas células, por serem
BM8-positivas ndo puderam ser classificadas como células da microglia, pertencendo
provavelmente ao subtipo das células Mato da retina. No entanto, em situacdo normal estas
células apenas sdo observadas nas camadas mais internas da retina. Este resultado
sugeriu, por conseguinte, que as células Mato tinham migrado da sua localizagao

perivascular para o local das lesoes.

No decurso do desenvolvimento das lesdes degenerativas, a gliose sobrevinda em resposta
as lesdes celulares em curso, bem como a fagocitose dos detritos celulares pelos
macrofagos e células da micréglia, assumem um papel fundamental. Na retina, como se
sabe, existe uma populagao heterogénea de células macrofagicas com fungdes proprias nas
diferentes fases dos processos de retinopatia (Ng & Streilein, 2001; Zhang et al., 2005a e
2005b).
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Figura 41. Modelo de retinopatia em murganho, induzida pela injeccdo de iodato de sédio (NalO,).
Migracao das células Mato. 48 horas apds a injecgédo de iodato de sddio, observa-se a presenca de
células autofluorescentes BM8 e 2F8-positivas (células Mato) na camada nuclear externa. Estas
células nunca foram observadas nesta localizacdo em retinas normais. MVLC. Autofluor,
autofluorescéncia. Nucleos marcados com Hoechst Stain Solution (azul). Barras: 25 ym (A) e 33 pm
(B).
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O conjunto dos resultados obtidos sugeriam que, a semelhanga das células Mato cerebrais,
que sao as primeiras células afectadas em situacido de encefalopatia, estando envolvidas na
activagao e migragao das células da microglia para os locais das lesdes (Mato et al., 1998),
nas fases iniciais dos processos de retinopatia com degenerescéncia dos fotorreceptores, as
células Mato retinianas, pertencentes a um subtipo de macréfagos residentes da retina
distinto das células da micréglia, surgiam nos locais das lesdes, migrando da sua
localizag&o perivascular, provavelmente para contribuir para a rapida remog¢ao dos detritos

celulares formados.

Estes resultados estdo em concordancia com varios estudos sobre activagdo e migragao
das células da micréglia, segundo os quais nas fases iniciais dos processos de retinopatia

nao se observam células da microglia nos locais das lesdes.

Nestes estudos foi usado o marcador de células de micrégila 5D4. O anticorpo anti-5D4

marca especifica e exclusivamente as células da microglia (Jander & Stoll, 1996).

Nas fases iniciais dos processos de retinopatia, ndo se observam células 5D4-positivas nos
locais das lesdes. Nessas fases, apenas é detectado a nivel das lesdes um subtipo de
células macrofagicas residentes 5D4-negativas, portanto, células macrofagicas que nao
podem ser classificadas como células da micréglia, por nao expressarem este marcador (Ng
& Streilein, 2001; Zhang et al., 2005a e 2005b).

Estas células macrofagicas residentes 5D4-negativas, provavelmente, correspondem as

células Mato retinianas BM8-positivas detectadas a nivel das lesdes nas fases iniciais da

degenerescéncia dos fotorreceptores, no modelo de retinopatia estudado neste trabalho.
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10. AS CELULAS MATO ESTAO PRESENTES EM RETINAS HUMANAS

As células Mato cerebrais foram descritas ndo s6 em animais, mas também em humanos
(Mato et al., 1981 e 1996; Williams et al., 2001).

Para determinar se em retinas humanas se podiam também encontrar células Mato, foram
realizados diversos estudos em retinas humanas in toto e em cortes de retinas incluidas em

parafina.

As observagdes por meio de microscopia de varrimento laser confocal revelaram que, a
semelhancga das retinas de murganho, também em retinas humanas se encontravam células
perivasculares contendo as caracteristicas inclusdes granulares autofluorescentes, na

proximidade do nucleo celular (Figura 42 A e B).

A marcagao imunohistoquimica com o anticorpo anti-colagénio IV revelou que estas células
autofluorescentes apresentavam uma localizagao idéntica a das células Mato da retina de

murganho, situando-se externamente a membrana basal dos vasos sanguineos.

Para além disso, a marcagao imunohistoquimica das células da nevréglia com o anticorpo
anti-GFAP revelou que estas células autofluorescentes perivasculares estavam igualmente
localizadas em areas da parede vascular em que faltava o revestimento da membrana glial e
que, a semelhanga das células Mato retinianas de murganho se encontravam revestidas por

esta membrana na sua superficie abluminal (Figura 42 C e D).

A coloracao histolégica com Oil red O, usada para determinar a presenca de lipidos nas
células, revelou a presenga de granulos avermelhados no citoplasma destas células
perivasculares, sugerindo que, também nestas células a autofluorescéncia se devia a

presenca de lipidos oxidados nos seus corpos de inclusao (Figura 43).

Estas observagdes, no seu conjunto, sugeriam que nas retinas humanas também se podiam
encontrar células Mato, células perivasculares autofluorescentes, com caracteristicas
morfologicas e topograficas idénticas as observadas nas células Mato de retina de

murganho.
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Figura 42. Células Mato em retinas humanas. A e B: as cabegas de seta assinalam granulos

autofluorescentes junto aos nucleos de células perivasculares. Retinas marcadas com os anticorpos
anti-colagénio IV (C) e anti-GFAP (D) mostram que as células Mato da retina se localizam no espacgo
perivascular, entre a membrana basal dos vasos sanguineos e os pés vasculares das células da
nevroglia que revestem a sua superficie abluminal. MVLC. Autofluor, autofluorescéncia. Nucleos
marcados com To-Pro®-3 jodide e com Hoechst Stain Solution (azul). Barras: 7,5 ym (A), 7 uym (B),
15 um (C) e 15 ym (D).

-129-



RESULTADOS

Figura 43. A coloragdo com oil red O permitiu confirmar a presenga de lipidos nas inclusdes
citoplasmaticas de células perivasculares com localizagdo e topografia compativeis com as das
células Mato (seta). V, vaso sanguineo. Barra: 28 ym.

Saudavel Retinop

Figura 44. Retina humana. A: aspecto de uma retina saudavel. B: aspecto de uma retina com

retinopatia; a presenca de gliose reactiva indica o estabelecimento de um processo de retinopatia;
nesta retina pode observar-se a presenga de células autofluorescentes (cabega de seta) no local das
lesbes, a nivel da camada nuclear externa. CG, camada de células ganglionares; NI, camada nuclear
interna; NE, camada nuclear externa; Retinop, retinopatia. MVLC. Nucleos marcados com Hoechst

Stain Solution (azul). Barra: 24 um.
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Num paciente de 83 anos, com gliose acentuada, sinal do processo de retinopatia em curso,
foram encontradas, na camada nuclear externa, células com inumeros granulos
autofluorescentes, sugerindo que, também neste caso, as células Mato retinianas poderiam

ter migrado da sua localizacao perivascular para o local das lesdes (Figura 44).
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Nos anos oitenta, Mato e colaboradores descreveram, no sistema nervoso, as células Mato
(Mato et al., 1985). Estes macréfagos perivasculares, caracterizados pela presenca de
corpos de inclusido citoplasmaticos autofluorescentes e pela sua localizagdo no espaco
perivascular (Virchow-Robin), sdo considerados as células scavenger do sistema nervoso
(Mato et al., 1982, 1996 e 1997a; Williams et al., 2001).

As células Mato providenciam a remogao de produtos e detritos celulares do espaco
extracelular, sendo as substancias incorporadas, acumuladas nos seus corpos de inclusiao
(Mato et al., 1996 e 2001). Desempenham um papel fundamental na captagdo e acumulagao
de macromoléculas em circulagdo na corrente sanguinea, colaborando com a barreira
hemato-encefalica na exclusdo destas substancias do parénquima cerebral (Mato et al.,
1986a, 1996 e 1999).

As células Mato sio participes nos processos de encefalopatia. Sao, efectivamente, as
primeiras células afectadas, nestas circunstancias, e estdo envolvidas na activagdo e
migracao das células da micrdglia para os locais das lesdes (Mato et al., 1998; Williams et
al., 2001).

Na retina podem ser encontradas diferentes populagcbes de células da linhagem dos
macrofagos, onde se incluem as células da micréglia e as células perivasculares (Dick et al.,
1995; Provis et al., 1995; Zhang et al., 2005a).

A designacdo de células perivasculares diz respeito, no entanto, a uma populacédo
heterogénea de células, localizadas no espaco perivascular, que compreende diferentes
tipos celulares, incluindo células dendriticas (Xu et al., 2007b), células da micréglia e outros
macrofagos perivasculares (Provis et al., 1995; Williams et al., 2001). Contudo, nao foram

descritas células Mato nesse conjunto de células perivasculares da retina.
Neste trabalho descreve-se pela primeira vez, a presenca de uma populagcdo de células

perivasculares autofluorescentes, em retinas humanas e de murganhos, que, pelas suas

caracteristicas morfoldgicas, topograficas e funcionais, e atendendo ao facto de a neuro-
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retina ser considerada uma expansao do encéfalo projectada no interior da 6rbita (Costa &

Morato, 1984; Carlson, 1999), podem ser classificadas como células Mato da retina.

Estas células perivasculares autofluorescentes foram estudadas em retinas de murganho,
com idades compreendidas entre 1 a 6 meses, e apresentaram as seguintes caracteristicas:
(i) emitiam uma intensa fluorescéncia amarelo-alaranjada (530-630 nm), devido a presenca
de lipidos oxidados, constituintes de lipoproteinas, nos seus corpos de inclusido
citoplasmaticos; (ii) observadas nas camadas mais internas da retina, apostas aos vasos de
maior calibre, arteriolas, arteriolas pré-capilares, vénulas pds-capilares e vénulas, (iii) estas
células estavam situadas no espacgo perivascular, entre a membrana basal dos vasos
sanguineos e a membrana glial, formada pelos pés vasculares das células de Miiller e dos
astracitos; (iv) mais precisamente, estas células foram observadas distribuindo-se de forma
descontinua, em areas da parede vascular onde faltava o revestimento da membrana glial,
(v) em contacto directo com a membrana basal; (vi) a sua localizagao coincidia ainda com
areas da parede vascular que apresentavam menor espessura e (vii) onde se encontravam
zbnulas de oclusédo unindo células endoteliais adjacentes. (viii) Nas vénulas, as zonas em
que se encontravam as células Mato coincidiam também com areas da membrana basal em

que se detectava menor expressdo de colagénio IV.

Para além destas caracteristicas, os resultados mostraram que estas células perivasculares
autofluorescentes (ix) constituiam uma pequena populagdo de macrofagos residentes, pois
expressavam os marcadores CD11b e F4/80, (x) representando cerca de 20% do total de
macrofagos da retina, (xi) distinguindo-se das células da microglia por expressarem

constitutivamente o epitopo BM8.

Mais, observou-se que (xii) as células Mato retinianas se movimentavam, em condi¢oes
fisiologicas, ao longo da superficie externa da parede vascular, num movimento oscilatorio,
a uma velocidade média de 15 pm/h e percorrendo uma distancia de aproximadamente 30-

35 um.

Estas células (xiii) expressavam constitutivamente receptores scavenger da classe A,
constituindo, desta forma, as Unicas células perivasculares com fungdo scavenger, em
condicbes fisiologicas, (xiv) captando e acumulando macromoléculas em circulagdo (HRP e

ac-LDL), em situagdo de integridade da BHR.
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As células Mato da retina apresentavam ainda a capacidade (xv) de acumular ferro e (xvi)

de captar e acumular ferritina em circulagao na corrente sanguinea.

Num modelo de retinopatia, com degenerescéncia dos fotorreceptores, observou-se que
(xvii) as células Mato se deslocavam da sua localizagao perivascular para o local das

lesoes, a nivel das camadas mais externas da retina.

Para além dos resultados obtidos no estudo de retinas de murganho, (xviii) foram também
encontradas células Mato em retinas humanas, contendo lipidos nas suas inclusdes
citoplasmaticas; (xix) num paciente com retinopatia, foram observadas, na camada nuclear
externa, células com iniUmeros granulos autofluorescentes, provavelmente, células Mato que

migraram da sua localizagao perivascular para o local das lesoes.

1. ASPECTOS MORFOLOGICOS E TOPOGRAFICOS DAS CELULAS MATO DA RETINA

As caracteristicas morfolégicas e topograficas das células perivasculares autofluorescentes
estudadas estdo em consondncia com as descritas para as células Mato cerebrais e
permitem, desde logo, excluir a possibilidade de estas células poderem ser consideradas

pericitos ou células da microglia perivascular.

Os pericitos sdo células constituintes da tlinica média dos capilares e das vénulas poés-
capilares, localizados de forma descontinua ao longo da parede vascular, completamente
rodeados pela membrana basal (Sims, 1986). As células Mato retinianas sao células
perivasculares macrofagicas (F4/80 e CD11b-positivas) que, embora se distribuam de forma
descontinua ao longo dos vasos sanguineos, se encontram situadas no espago

perivascular, sempre localizadas externamente a membrana basal da parede vascular.

As células Mato constituem, efectivamente, uma populacdo de macréfagos residentes
perivasculares da retina. Porém, ndo podem ser classificadas como células da microglia
perivascular, uma vez que: (i) apresentam corpos de inclusdo citoplasmaticos
autofluorescentes, devido a presencga de lipidos oxidados, em animais de todas as idades,
inclusivamente em jovens, com apenas 1 més de idade, que ndo se observam nas ceélulas

da micréglia; (ii) expressam constitutivamente o epitopo BM8, que nunca se expressa nas
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células da microglia (Kraal et al., 1987); (iii) s&o as unicas células perivasculares que
expressam constitutivamente receptores scavenger da classe A (RS-A); as células da
micréglia encontram-se, em condigdes fisiolégicas, num estado nao activado (Chen et al.,
2002) e apenas expressam este tipo de receptores quando activadas na sequéncia de

estimulos lesivos (Mato et al., 1996; Honda et al., 1998; Husemann et al., 2002).

Para além disso, os aspectos ultraestruturais das células Mato, permitem também distingui-
las das células ramificadas da micréglia (Kohno, Inomata & Taniguchi, 1982; Anderson et al.,
1995). As células Mato retinianas, detentoras de uma configuragcdo mais alongada,
apresentam longas expansoes citoplasmaticas que acompanham a parede vascular. O seu
citoplasma contém inclusbes citoplasmaticas electrodensas caracteristicas (lisossomas),
presentes em numero variavel e com diferentes dimensdes, que ndo se observam nas

células da micréglia.

Recentemente foi descrita, na retina, uma populagdo de células da microglia perivascular
autofluorescentes devido ao seu conteudo em lipofuscina. Contudo, estes microgliécitos
perivasculares autofluorescentes foram observados apenas em retinas de murganho velhos,
com 18 meses de idade (Xu et al.,, 2008). A acumulagao intracelular de lipofuscina € um
indicador de envelhecimento (Sohal & Brunk, 1989). Os granulos de lipofuscina destas
células, tal como os que estdo presentes nas células do epitélio pigmentar da retina,
resultam, principalmente, da degradacdo de detritos celulares fagocitados. Com o
envelhecimento, as células tornam-se menos eficientes na degradagdo do material
fagocitado e aumentam os depésitos de lipofuscina. A oxidagao produzida pela constante

irradiacao da luz solar é responsavel pela sua fluorescéncia amarela (Kayatz et al., 2001).

As células Mato pertencem a uma populagdo macrofagica perivascular distinta da micréglia
e a autofluorescéncia das células Mato, que se observa em animais de todas as idades e
que, portanto, ndo esta relacionada com o envelhecimento, deve-se a presenca de
lipoproteinas contendo lipidos oxidados na sua constituicdo e ndo a presenca de lipofuscina,

como observado nos diferentes estudos realizados.

A coloracdo com Oil red O revelou, efectivamente, a presenga de lipidos nos corpos de
inclusdo citoplasmaticos das células Mato da retina. Contudo, o conteudo autofluorescente
dos corpos de inclusdo manteve-se apds o tratamento com solventes organicos. Dado que a

fluorescéncia da lipofuscina seria desvanecida pela accao destes solventes e que os lipidos
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simples seriam arrastados por estas substancias, este resultado sugere que nos corpos de

inclusao das células Mato da retina se encontram lipoproteinas oxidadas.

Para além disso, o fingerprint dos corpos de inclusdo das células Mato revelou diferengas
consideraveis quando comparado com o fingerprint da lipofuscina presente nas células do
epitélio pigmentar da retina, confirmando que efectivamente as células Mato contém

lipoproteinas oxidadas nos seus corpos de inclusao e nao lipofuscina.

As células Mato constituem um subtipo de macréfagos perivasculares residentes com a
particularidade de serem as Unicas células macrofagicas perivasculares que expressam
constitutivamente RS-A, uma vez que as células da microglia, por se ndo encontrarem
activadas em condicoes fisiologicas, ndo expressam estes receptores scavenger (Mato et
al., 1996; Honda et al., 1998; Husemann et al., 2002).

A designagao de receptor “scavenger’ foi introduzido por Goldstein e colaboradores (1979)
para descrever locais de ligacdo da membrana celular dos macréfagos com elevada
afinidade para lipoproteinas de baixa densidade acetiladas (ac-LDL). Posteriormente ficou
demonstrado que, para além dos macréfagos, outras células apresentavam receptores de
membrana que, apesar de apresentarem algumas diferengas estruturais, se ligavam
também especificamente a lipoproteinas modificadas. Foi entdo adoptado o termo receptor
“scavenger’ para definir um conjunto algo heterogéneo de mais de 20 receptores de
membrana com afinidade para lipoproteinas, mas aos quais pode corresponder um grupo
bastante mais vasto de ligandos. A familia de receptores scavenger engloba, entre outros,
os RS-A (CD204), os receptores scavenger da classe Bl, os receptores CD36, os receptores
para os produtos avancados de glicagdo e os receptores para proteinas “LDL-like” (Krieger
& Stern, 2001).

Os receptores scavenger da classe Bl sao expressos, principalmente, em tecidos em que
ocorre a sintese de elevadas quantidades de colesterol, como é o caso do figado, ou em
tecidos que exibem um elevado consumo desta substancia, como € o caso da glandula
adrenal ou dos ovarios, por exemplo. No tecido nervoso, os receptores scavenger da classe
Bl sdo encontrados, principalmente, a nivel dos astrécitos e das células musculares lisas da

parede dos vasos sanguineos (Husemann et al., 2002).
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Os receptores CD36 sdo expressos por uma grande variedade de células, tais como
macrofagos, células endoteliais, adipdcitos, entre outras. Na retina, sdo as células do
epitélio pigmentar que exibem a mais elevada expressdao de receptores CD36, estando,
estes receptores, envolvidos na endocitose dos segmentos externos dos fotorreceptores, no

processo de continua reciclagem destas estruturas (Ryeom et al., 1996).

Os RS-A tém como ligandos principais as ac-LDL, e outras LDL modificadas, a proteina
fibrilhar B-amildide, produtos avangados de glicacdo, colagénio 1V, células em apoptose e
mielina, entre outros (Husemann et al., 2002). O anticorpo anti-CD204, clone 2F8, liga-se
especificamente aos SR-A, permitindo a sua identificagdo por meio de técnicas

imunohistoquimicas (Fraser et al., 1993).

Nos tecidos, de uma forma geral, os RS-A sao expressos constitutivamente pelas células
mononucleares fagociticas, como ocorre, por exemplo, nos macrofagos, células dendriticas
e células de Kupffer (Yamada, Doi, Hamakubo & Kodama, 1998). No sistema nervoso, em
condigbes fisioldgicas, os RS-A, identificados pela imunomarcacédo com o anticorpo 2F8,
observam-se, na sua grande maioria, nas células Mato perivasculares, embora também se
tenha detectado alguma expressao destes receptores nas células endoteliais (Honda et al.,
1998; Prior, Wihl & Urmoneit, 2000; Husemann et al., 2002).

Na retina, também as células Mato revelaram a expressao constitutiva de RS-A, através da

imunomarcagao com o anticorpo 2F8.

Os RS-A funcionam como receptores de endocitose para diferentes macromoléculas,
proteinas e lipoproteinas, como receptores de adesdo dos macréfagos a substratos ricos
nos ligandos especificos, na ligagdo a bactérias patogénicas e sao receptores que estao

também envolvidos na resposta imunitaria inata (Fraser et al., 1993)

As células detentoras destes receptores scavenger participam, por conseguinte, no
metabolismo lipidico, captando e acumulando lipidos. Sao células envolvidas na
manutencdo da homeostasia dos tecidos, fagocitando moléculas diversas, células em
apoptose, detritos celulares e bactérias patogénicas, para além de participarem na resposta
imunitaria inata. Devido a presenca dos RS-A, estas células tém ainda a capacidade de

adesao a matrizes que contenham ligandos especificos (Husemann et al., 2002).
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A expressdo de RS-A nas células Mato retinianas, em condi¢des fisioldgicas, permite,

portanto, explicar algumas das particularidades funcionais destas células.

As células Mato da retina, tal como as células Mato cerebrais (Mato et al., 1998), participam
no metabolismo lipidico, tendo a capacidade de captar e acumular lipidos, tal como revelou

a coloragao com Oil red O.

A semelhanga das células Mato cerebrais, também as células Mato retinianas podem ser
consideradas as células scavenger da retina, pois, por expressarem constitutivamente RS-A,
sao responsaveis pela manutencdo da homeostasia na retina, promovendo a endocitose de
macromoléculas diversas e, eventualmente, a fagocitose de células em apoptose, de
detritos celulares e de bactérias patogénicas, impedindo a sua accéo lesiva sobre o

parénquima retiniano.

As lipoproteinas sdo moléculas susceptiveis de sofrer oxidagao. As lipoproteinas oxidadas
sdo neurotdxicas e, por conseguinte, devido a constante exposi¢cado da retina a luz solar,
existe a necessidade da sua rapida remocgao do parénquima retiniano, prevenindo a acgao
deste estimulo lesivo sobre as células da retina. Os RS-A s&o receptores especificos para
as LDL modificadas e séo responsaveis pela captacdo de LDL oxidadas. Impedindo a accgéo
lesiva destas moléculas sobre as células neuronais e sobre os vasos sanguineos, as células
Mato podem participar ndo sé na manutengcdo da integridade do tecido retiniano mas

também na preservacgao das estruturas vasculares.

Para além destes aspectos, o facto de os produtos avancados de glicagdo, as LDL
modificadas e as células em apoptose constituirem ligandos especificos dos RS-A, reflecte
uma possivel participacdo das células Mato retinianas em processos patolégicos com eles
relacionados, tais como na retinopatia diabética, na degenerescéncia macular relacionada
com a idade ou em qualquer outra retinopatia degenerativa. A circunstancia de serem
células que expressam constitutivamente estes receptores scavenger, coloca-as na situagéo
de, provavelmente, constituirem um dos tipos celulares que mais precocemente estido
envolvidos nestes processos, numa tentativa de rapida remogao do estimulo lesivo e de
reparacao tecidular. Por esta razdo, as células Mato retinianas assumem um interesse
particular, no sentido de melhor se compreenderem os mecanismos fisiopatoldégicos de
determinadas retinopatias e de poderem, elas préprias, ser consideradas um possivel alvo

terapéutico no tratamento destas afeccgdes.
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Para garantir a manutengdo de um meio apropriado para o bom funcionamento neuronal, a
retina esta dependente de uma barreira de difusdo selectiva, a BHR, que exclui
determinados elementos celulares e moleculares do parénquima retiniano, prevenindo a
accao de possiveis estimulos lesivos sobre as células retinianas (Vinores, 1995; Abbott,
2002).

A permeabilidade da BHR, e portanto, o transporte de substancias entre o sangue e o
parénquima retiniano, depende da integridade estrutural desta barreira, entre outros factores
(Correia, 1984).

A BHR interna é estabelecida, fundamentalmente, pelas células endoteliais dos vasos
retinianos, unidas entre si por zénulas de ocluséo, e por elementos estruturais adicionais,
pericitos, membrana basal e membrana glial, que estdo igualmente envolvidos no seu

funcionamento (Cunha-Vaz, 2004).

Os pericitos fazem parte integrante da parede vascular. Reforgam estruturalmente a BHR,
distribuindo-se de forma descontinua ao longo da tunica média dos capilares e das vénulas

pos-capilares, completamente rodeados pela membrana basal.

Do mesmo modo, a membrana glial, formada pelos pés vasculares das células de Miiller e
dos astrdcitos, que envolvem a parede dos vasos, reforca a BHR, apesar de constituir uma
membrana descontinua, e de existirem areas da parede vascular onde este revestimento

falta.

Para além das células endoteliais, a membrana basal constitui 0 segundo componente
estrutural da BHR que reveste de forma continua todos os vasos sanguineos (Wang et al.,
2006).

A marcacdo imunohistoquimica de retinas de murganho in toto, com o anticorpo anti-
colagénio IV, revelou a existéncia de areas da membrana basal da parede vascular com
uma menor expressao desta proteina, sugerindo a existéncia de “descontinuidades” na

estrutura da propria membrana basal.
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Estas areas de baixa expressdo de proteinas na membrana basal foram também
observadas na parede de vénulas cremastéricas de murganho, em situagao fisioldgica
(Wang et al., 2006).

A baixa expressao de colagénio IV, nestes vasos, esta associada a uma baixa expressao de
laminina e de outras proteinas da membrana basal, podendo atingir valores de menos de
60% que a média de expressao no mesmo vaso sanguineo. Esta diminuicdo de densidade
de expressdo conduz ao aparecimento de redes de proteinas de malhas alargadas,
originando “fendas” na estrutura da membrana basal, por onde podem passar livremente
determinados elementos moleculares. Na presenga de neutrdéfilos, em resposta a estimulos
inflamatédrios, estas malhas alargam ainda mais, criando vias preferenciais de passagem

transmembranaria de leucdécitos e outros elementos moleculares (Wang et al., 2006).

Estas areas de “descontinuidade” ou “fendas” da membrana basal coincidem ainda com as
zonas da parede vascular descritas por Baluk et al. (1998). Estes autores observaram, a
nivel do endotélio das vénulas traqueais, a formacao de fendas na parede vascular em
resposta a estimulos inflamatérios. As fendas assim formadas servem para a livre passagem

de plasma sanguineo ou de elementos celulares através da parede vascular.

A existéncia de zonas na membrana basal com baixa expressao de proteinas, em situacao
fisioldgica, constituindo redes de proteinas de malhas alargadas, prestar-se-ia a uma mais
facil troca de macromoléculas entre o sangue e o parénquima retiniano, transformando a
BHR numa barreira frangivel. Contudo, em situagdo de integridade da BHR, e apesar de
pequenas quantidades de proteinas em circulagcdo (HRP e ac-LDL) atravessarem a BHR,

esta passagem de substancias em circulagdo para o parénquima retiniano nao ocorre.

Curiosamente, na retina, coincidindo com estas areas de descontinuidade da membrana
basal, relativamente a expressdo de colagénio IV, observamos a presenga constante de

células Mato.

A presenca das células Mato coincide ainda com as zonas da parede vascular em que esta
estrutura apresenta uma diminuigao apreciavel de espessura, que corresponde também a
presenca de unides zonulares entre células endoteliais adjacentes e onde, para além disso,

falta o revestimento da membrana glial.
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No conjunto, estas particularidades estruturais da parede vascular definem areas mais
“frageis” da BHR. O facto de a localizagdo das células Mato coincidir justamente com as
areas mais vulneraveis da BHR, permite considerar estas células perivasculares com funcao
scavenger como um elemento chave na manutencdo da integridade estrutural desta
barreira. Estas células parecem providenciar um revestimento adicional a parede vascular,
uma vez que reforgam estruturalmente a BHR nas suas areas mais frageis, “selando”, para
além disso, as descontinuidades existentes na membrana basal. As células Mato da retina
contribuem, deste modo, para impedir a livre passagem de determinadas substancias em

circulagédo na corrente sanguinea para o parénquima retiniano.

O facto de, em situacido de lesdo da BHR, as lesbes iniciais se observarem a nivel das
vénulas (Baluk, Bolton, Hirata, Thurston & MacDonald, 1998; Xu et al., 2003; Xu, Dawson,
Crane & Liversidge, 2005) podera ter relacao, precisamente, com a existéncia destas zonas
mais vulneraveis da membrana basal da parede vascular. As células Mato, devido a sua
localizacdo e topografia, deverdo constituir um elemento celular precocemente envolvido
nas situacbes de alteragdo da permeabilidade da BHR e, por conseguinte, mais atencéo
deve ser dada ao possivel papel destas células nestas circunstancias que constituem uma

das causas mais frequentes do desenvolvimento de lesdes graves a nivel da retina.

Contrariamente ao observado nos vasos da coroideia, que recebem inervagado simpatica e
parassimpatica, os vasos sanguineos da retina ndo possuem inervagdo. Contudo, tém a
capacidade de manter o fluxo sanguineo constante, sob uma pressao de perfusao variavel,
adaptando-se a diferentes necessidades metabdlicas, por meio de um mecanismo de auto-
regulacdo. O ténus arterial € principalmente regulado por factores locais, factores fisicos
(variacbes da pressdo de perfusdo) e factores metabdlicos (variagdes da pressdao de
oxigénio/dioxido de carbono e de pH). Estes estimulos determinam a libertacdo de
substancias vasodilatadoras ou vasoconstritoras pelas células endoteliais que, actuando
sobre as células musculares e pericitos, contraindo-os ou relaxando-os, alteram o toénus e a
permeabilidade vascular (Brown & Jampol, 1996; Delaey & Van De Voorde, 2000; Funk,
1997).

Existe alguma controvérsia relativamente a existéncia de esfincteres musculares nas
arteriolas retinianas que possam alterar o fluxo sanguineo da retina. Kuwabara & Cogan
(1960) descreveram, pela primeira vez, a existéncia de anéis arteriolares nos locais de
ramificacao das arteriolas retinianas, estruturas que estes autores consideraram poder estar

envolvidas na regulagdo da circulagdo sanguinea. Na retina do murganho existem anéis
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arteriolares, ao nivel da origem das arteriolas pré-capilares que se destacam em angulo
recto das arteriolas de 22 ordem (Ramos, 2008). Estas células, sob a acgado de substancias
vasoactivas, contraindo-se ou relaxando-se, provocam a diminuicdo ou o aumento do Iimen
vascular. O grau de contracgédo destas estruturas musculares, ao determinar variagdes no
didmetro dos vasos, tem, consequentemente, influéncia no volume de sangue que passa
para a rede capilar. A vaso-actividade observada nos segmentos proximais das arteriolas
pré-capilares, que se destacam em &angulos de 90°, pode explicar o papel dos anéis
arteriolares na regulacdo do fluxo sanguineo: perante um estimulo vasoconstritor, ocorre
apenas na regido proximal do vaso, onde se encontra o anel arteriolar, uma redugéo
marcada do didmetro do lumen vascular. Esta determina um aumento da resisténcia
vascular a passagem do sangue e a consequente diminuicdo do fluxo sanguineo para a

rede capilar a jusante (Yu, Cringle, Su & Yu, 2005).

A particular disposicéo tridimensional da arvore vascular retiniana em trés plexos vasculares
distintos, com os vasos de maior calibre presentes apenas nas camadas mais internas da
retina, associada as particularidades morfofuncionais das arteriolas pré-capilares que se
destacam em angulo recto, determina a existéncia de um fluxo de sangue preferencial nos

vasos presentes nos estratos mais internos da retina.

As células Mato surgem dispostas, exactamente, ao longo da parede dos vasos sanguineos
de maior calibre que se distribuem a esse nivel e, por conseguinte, naqueles em que se

verifica um fluxo de sangue preferencial.

Um outro aspecto das células Mato que, de alguma forma, amplifica a sua acgao como
células com funcao scavenger e de reforgo estrutural da BHR, prende-se com a capacidade
que estas células tém de se movimentar de forma alternada constante, ao longo da parede

vascular.

As células da micréglia paravascular cerebral (Grossman et al., 2002), assim como as
células da microglia perivascular retiniana (Xu et al., 2008) tém também a capacidade de se
movimentar ao longo dos vasos, mas apenas quando activadas. Contudo, o facto das
células Mato se poderem movimentar continuamente, ao longo da parede vascular, mesmo
em situacao fisioldgica, determina que estas células, para além de poderem “varrer” uma
maior area do espaco perivascular, rapidamente e de modo preferencial, mais rapidamente

se possam aproximar de um determinado local, quando necessario.

-145-



DISCUSSAO

As células Mato cerebrais sdo células de origem mieldide, continuamente substituidas por
mondcitos circulantes, com uma elevada taxa de renovacéao; aproximadamente 30% destas
células sido substituidas durante um periodo de 3 meses, contrariamente as células da
micréglia que apresentam uma taxa de renovagao extremamente baixa, em que menos de
1% destas células é substituida durante um periodo de tempo igual (Hickey, Vass &
Lassmann, 1992; Williams et al., 2001). Apesar de algumas células Mato acabarem por
morrer na sua localizagdo perivascular, a grande maioria abandona o sistema nervoso
central (Williams et al., 2001).

Estudos em murganhos submetidos a transplantes de medula, revelaram que os mondécitos
provenientes da medula 6ssea dadora substituiam completamente todas as células da
micréglia e todos os outros macroéfagos retinianos, num periodo de aproximadamente seis
meses (Xu et al., 2007a). Porém, na auséncia de estimulos inflamatérios, a retina pode
permanecer sem receber células de origem mieldide em circulagdo por um periodo de
tempo superior a um ano, sugerindo uma taxa de renovagdo das células da micréglia
retiniana bastante lenta (Albini et al., 2005), contrariamente as células macrofagicas

perivasculares com uma taxa de renovag&o mais rapida (Gregerson & Yang, 2003).

Provavelmente as células Mato retinianas, a semelhanca das células Mato cerebrais, tém
também uma elevada taxa de renovagao, circunstancia que contribuiria seguramente para
uma mais célere remocgao das substancia lesivas incorporadas por estas células com fungao

scavenger.

O facto de as células Mato se fixarem na sua localizagio perivascular caracteristica, pode
ser explicado, em parte, por estas células expressarem constitutivamente RS-A. Estes
receptores contém um dominio colagenoso que constitui uma regido de unido especifica ao
colagénio IV (Gowen, Borg, Ghaffar & Mayer, 2001). A adesido das células Mato ao
colagénio IV, por meio da sua ligacdo especifica a esta proteina da matriz extracelular,

podera constituir o mecanismo capaz de impedir a sua saida do espaco perivascular.

Em situacdo de encefalopatia, as células Mato podem abandonar o sistema nervoso,
deslocando-se ao longo do espago perivascular, do espago subaracnoideu, com o liquido
céfalo-raquidiano, acabando por ser detectadas nos linfonodos regionais, ou, pelo contrario,
se estas células incorporaram grandes quantidades de ligandos, podem permanecer na sua
localizac&o perivascular por longos periodos de tempo (Mato et al., 1996; Williams et al.,

2001). Esta acumulagdo de células Mato e a sua interaccdo com o sistema imunitario
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explicam a “vasocentricidade” das lesdes observadas em algumas encefalopatias, como
ocorre em situacbes de esclerose multipla ou na infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (Williams et al., 2001).

Eventualmente, também as células Mato de retina podem apresentar um comportamento
semelhante e a sua presencga nos locais das lesdes ser determinante para o desencadear

da reaccgéao inflamatéria local e da resposta imunitaria que se estabelece.

2. ASPECTOS FUNCIONAIS DAS CELULAS MATO DA RETINA

2.1. FUNGAO SCAVENGER E CONTRIBUIGAO PARA A MANUTENGCAO DA BARREIRA
HEMATO-RETINIANA

Para além dos aspectos referidos, as particularidades da localizagdo e topografia das
células Mato sugerem, desde logo, que estas células constituem um elemento chave nas

interacgdes entre o sangue e o parénquima retiniano.

Quando se injectou Dil-ac-LDL por via endovenosa, em murganhos saudaveis, observou-se
que as células Mato da retina acumulavam esta substancia. Duas horas apds a injecgao, a
caracteristica fluorescéncia vermelha do Dil foi observada em inclusdes citoplasmaticas de

aspecto granular nas células Mato da retina.

O colesterol ¢ um dos principais reguladores da organizagao lipidica das membranas
celulares e os mamiferos desenvolveram um conjunto de mecanismos para garantir o
controlo dos niveis de colesterol, que devem manter-se constantes (Goldstein & Brown,
2001).

O colesterol pode ser sintetizado no reticulo endoplasmatico (Maxfield & Wunster, 2002),
mas, normalmente, é captado pelas células por um processo de endocitose, ligando-se a
receptores da membrana citoplasmatica. No endossoma, a LDL, contendo mais de 1500

moléculas de colesterol, organizadas em torno de uma grande molécula proteica, separa-se
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do seu receptor e forma-se colesterol livre, utilizado pelas células na sintese das

membranas celulares (Goldstein & Brown, 2001).

As lipoproteinas em circulacdo parecem ser a principal fonte de colesterol da retina. Nas
células do epitélio pigmentar da retina ocorre a endocitose de LDL, proveniente da
circulagdo coroideia. As células do epitélio pigmentar, posteriormente, exportam a LDL,

disponibilizando-a as células retinianas (Hayes, Lindsey, Stephan & Brecker, 1989).

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que, em retinas saudaveis, sem
rotura da BHR, as células Mato, munidas de RS-A, captam e acumulam ac-LDL. Como
estes receptores scavenger também se ligam especificamente as LDL, este resultado
sugere que, na retina, para além das células do epitélio pigmentar, também as células Mato

poderao estar envolvidas na captagao e acumulacéo de LDL em circulagao.

O facto de as células Mato terem a capacidade de acumular LDL confere a estas células um
possivel envolvimento na homeostasia do colesterol a nivel da retina e um papel central na
patogenia de afeccbes decorrentes da acumulacdo desta substancia, como é o caso da

degenerescéncia macular relacionada com a idade.

A retina esta constantemente exposta a accéo oxidativa da luz solar, a qual as lipoproteinas,
e os lipidos em geral, sdo particularmente sensiveis. Estas substancias quando oxidadas
tém um efeito neurotdxico (Bassett et al., 1999). A acg¢ao oxidativa produzida pela constante
irradiacdo da luz solar, torna indispensavel uma rapida remogéo dos lipidos oxidados, de
forma a prevenir lesdes neuronais. A afinidade dos RS-A para lipoproteinas oxidadas,
associado ao facto de, em situacéo fisioldgica, estes receptores se expressarem nas células
Mato, sugere também o envolvimento deste tipo particular de macréfagos residentes

perivasculares na remogao destas substancias do parénquima retiniano.

Efectivamente, a retina requer um controlo estrito do meio extracelular para garantir um
funcionamento neuronal normal (Vinores, 1995). A BHR, constituida pelo endotélio vascular,
componente interno, e pelo epitélio pigmentar da retina, componente externo (Holash &
Stewart, 1993), regula o meio extracelular da retina através da exclusdo de macromoléculas

em circulagdo (Dermietzel & Krause, 1991). No entanto, os resultados apresentados
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mostraram que pequenas quantidades de proteinas em circulacdo (HRP ou ac-LDL)

conseguem passar através do endotélio vascular, numa situagéo de integridade da BHR.

Esta situacao também ocorre na barreira hemato-encefalica, onde a populagdao de células
Mato capta e acumula proteinas, impedindo a sua passagem para o parénquima cerebral e,
desta forma, qualquer interferéncia com o normal funcionamento neuronal (Mato et al., 1993
e 1996).

As células Mato da retina apresentam igualmente a capacidade de acumular
macromoléculas em circulagdo, sem rotura da BHR. A auséncia de HRP no parénquima
retiniano, seis horas apds a injeccdo endovenosa desta enzima, numa dose trés vezes
superior a normalmente utilizada em estudos de integridade da barreira, ou de ac-LDL, duas
horas ap6s a sua injecgado endovenosa, e a acumulagao destas substancias exclusivamente
nas células Mato, indicia o importante papel destas células com fungdo scavenger no

funcionamento da BHR.

A acumulacdo de HRP e de ac-LDL, apenas nas células Mato, sugere que a exocitose
destas substancias foi minima ou mesmo nula, razdo pela qual ndo se encontrou nenhuma
delas no parénquima retiniano. As células Mato constituem, possivelmente, um importante
elemento estrutural que concorre com a BHR na exclusdo destas macromoléculas do

parénquima retiniano.

As células Mato da retina, na sua localizagdo perivascular estratégica, providenciado um
revestimento adicional a areas mais facilmente transponiveis da BHR, e sendo as Unicas
que em situagao fisioldgica actuam como células com fungdo scavenger, captando e
acumulando substancias em circulagdo, que provavelmente foram capazes de atravessar a
parede vascular, através das areas mais vulneraveis referidas, devem ser consideradas
como um componente fundamental de reforgo estrutural da BHR, particularmente envolvidas

na excluséo de determinadas substancias do parénquima retiniano.
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2.2. ENVOLVIMENTO NA HOMEOSTASIA DO FERRO NA RETINA

De uma forma geral, a necessidade das células em ferro prende-se com a participagao
deste elemento na constituicdo de varias enzimas, envolvidas de forma ubiqua no
metabolismo celular (Zakin, 1989; Hentze & Kiihn, 1996).

A retina, especificamente, necessita de ferro devido a sua presenga na constituicdo da
enzima guanilato ciclase, enzima fundamental para a sintese de cGMP, segundo
mensageiro na cascata de fototransducao (Yau & Baylor, 1989). Mas, para além disso, a
retina é particularmente dependente do ferro devido a continua necessidade de sintese de
membranas, para suprir a continua renovagao dos segmentos externos dos fotorreceptores

que requer este elemento como co-factor essencial (Hahn et al., 2004a).

Um outro aspecto do metabolismo do ferro na retina que merece atengao, prende-se com o
facto de a acumulacdo de ferro estar associada a diversas afecg¢des retinianas de cariz
degenerativo, incluindo a degenerescéncia macular relacionada com a idade, a principal
afeccdo retiniana degenerativa responsavel pela perda irreversivel da fungdo visual no
homem (Hahn et al., 2004a). Um excesso de ferro, sob a forma de Fe?*, resulta na formagéo
de radicais livres, pela reacgdo de Fenton, com a consequente morte celular por apoptose
(Nathan & Xie, 1994).

A semelhanca de outros tecidos, a retina obtém ferro a partir do sistema circulatério
(Yefimova et al., 2000). De uma forma geral, sabe-se que o aporte de ferro ocorre por um
processo de endocitose, mediado por receptores da transferrina, a nivel quer das células do
epitélio pigmentar da retina quer das células endoteliais retinianas (Hunt et al., 1989; Burdo
et al., 2003), embora possa também ocorrer a reciclagem do ferro a partir da degradacgao

dos segmentos externos dos fotorreceptores fagocitados (Hahn et al., 2004b).

A transferrina endocitada liberta o ferro, pela acidificacdo do pH do endossoma, e o ferro,
sob a forma de Fe?*, sai do endossoma por meio de um transportador de membrana. O
endossoma regressa entdo a membrana plasmatica, onde a transferrina fica disponivel para

se ligar a novas moléculas de ferro (Kurz et al., 2008).
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O ido Fe?* pode acumular-se na célula, sob a forma de ferritina citosélica ou de ferritina

mitocondrial ou entao sair da célula (Hahn et al., 2004a).

O ferro é transportado para fora da célula por um processo mediado pela proteina
ferroportina (Hahn et al., 2004a). Depois de oxidado pelas enzimas ceruloplasmina e
hefaestina, transformando-se em ido Fe*', o ferro pode, novamente, ser transportado pela

transferrina (Hahn et al., 2004a).

Na retina, o ferro ligado a transferrina pode ser endocitado, ao longo das diferentes

camadas retinianas (Yefimova et al., 2000).

As células regulam a homeostasia do ferro, em parte, através da regulagao dos mecanismos
de transporte e de acumulacdo deste elemento, em fungdo das suas necessidades
metabdlicas (Hahn et al., 2004a).

Embora o transporte mediado pela transferrina seja considerado o principal mecanismo para
o aporte de ferro as células, recentemente, a ferritina, considerada tradicionalmente como
uma proteina de armazenagem intracelular de ferro, foi proposta como uma nova proteina

de transporte de ferro (Fisher et al., 2007).

A ferritina € um constituinte normal do plasma sanguineo (Addison et al., 1972) e pode
incorporar mais de 4500 atomos de ferro, enquanto a transferrina apenas pode conter 2

atomos deste elemento (Harrison & Arosio, 1996).

A ferritina pode ser transportada através das células endoteliais dos vasos retinianos (Fisher
et al., 2007), o que sugere que a ferritina podera existir na retina, como proteina
transportadora de ferro, disponibilizando livremente grandes quantidades deste elemento

para o metabolismo celular.

Os resultados apresentados mostraram que nas células Mato da retina existem receptores
de ferritina TIM-2 e que a ferritina, em circulagdo na corrente sanguinea, pode ser captada
por estas células, provavelmente, por meio de um processo de endocitose, mediado por

estes receptores.
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A existéncia deste novo mecanismo de aporte de ferro a retina, assume a maior importancia
no metabolismo retiniano do ferro, dada a grande quantidade de atomos de ferro que uma

s6 molécula de ferritina pode transportar.

A acumulacdo da ferritina de bago de cavalo, exclusivamente nas células Mato retinianas,
mostrou que, a nivel do componente interno da BHR, apesar de poder ocorrer a passagem
de grandes quantidades ferro para a retina, por meio de um processo de endocitose de
ferritina, o ferro ndo passa livremente para o parénquima retiniano. As células Mato tém a
capacidade de captar e acumular grandes quantidades de ferro ligado a ferritina, permitindo
manter os niveis de ferro na retina dentro dos limites necessarios para o metabolismo

celular.

A captagdo e acumulacao de ferritina nas células Mato, impedindo a livre passagem de
grandes quantidades de ferro para a retina, representa um possivel papel das células Mato
retinianas na homeostasia do ferro, evitando o aumento dos niveis deste elemento na retina
e as consequéncias nefastas da sua acumulagédo, como ocorre na degenerescéncia macular

relacionada com a idade.

Em murganhos com deficiente recrutamento de macréfagos, observa-se a formagédo de
depositos de ferro no espaco sub-retiniano, acompanhada de neovascularizacao, pelo que
se considera que a acumulagao de ferro, associada a uma diminuicdo da remocgao deste
elemento pelos macrofagos, podera estar na origem do aparecimento das lesdes que levam

ao aparecimento da degenerescéncia macular relacionada com a idade (Hahn et al., 2004b).

Dado que a ferritina pode atravessar a BHR, em condigbes normais (Fisher et al., 2007),
transportando grandes quantidades de ferro, o envolvimento das células Mato no
metabolismo deste elemento e, em consequéncia, nas afec¢des associadas a alteragdes da
sua homeostasia, obrigam a mais estudos para que se possam compreender melhor os

complexos mecanismos de regulagcio dos niveis de ferro na retina.

Menos atencao se tem dado aos mecanismos através dos quais o ferro abandona a retina.
Pensa-se que existem duas vias principais de saida deste elemento: ou através das células
do epitélio pigmentar da retina, langcando o ferro na circulagdo coroideia, ou através das
células de Mdller, langando o ferro na cavidade vitrea do bulbo ocular (Hahn et al., 2004a).

Mais estudos devem ser realizados para esclarecer este aspecto. Contudo, parece ser
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possivel que, também nos mecanismos de remogao de ferro em excesso na retina, ocorra a

participacao das células Mato, atendendo a fungcédo scavenger caracteristica destas células.

2.3. PARTICIPAGCAO NOS PROCESSOS DE RETINOPATIA

Em condigbes fisiolégicas, as células Mato e as células da microglia apenas se observam
nas camadas mais internas da retina. Ndo se encontram células Mato nem células da
microglia nas camadas nuclear externa e de cones e bastonetes. No entanto, os resultados
apresentados mostraram que, em situagcdo de retinopatia, com degenerescéncia dos
fotorreceptores, as células Mato migraram da sua localizagcao perivascular para o local das

lesdes, numa fase precoce do processo degenerativo.

A continua reciclagem de segmentos externos dos fotorreceptores é fundamental no
processo de regeneracdo dos cones e bastonetes. As células do epitélio pigmentar da
retina, por meio do seus receptores scavenger CD36, assumem a responsabilidade da

remocéo diaria dos segmentos externos dos fotorreceptores (Ryeom et al., 1996).

A degenerescéncia dos fotorreceptores obriga a uma mais rapida remogado da grande
quantidade de detritos celulares, ultrapassando a capacidade das células do epitélio
pigmentar da retina. Por esta razdo, no decurso do desenvolvimento das lesGes
degenerativas, a fagocitose dos detritos celulares, por células macrofagicas, assume um
papel fundamental (Kiuchi et al., 2002). Estas células macrofagicas migram das camadas

mais internas da retina e nao provém da circulagao coroideia (Ng & Streilein, 2001).

As células do epitélio pigmentar da retina, carregadas com os detritos celulares dos
fotorreceptores fagocitados, produzem citocinas responsaveis pela migracao das células
macrofagicas para o local das lesées (Zhang et al., 2005a). Varios grupos de investigadores
tém observado a migracado de células da micrdglia para o espago sub-retiniano, no decurso
de processos de retinopatia de diferentes etiologias (Ng & Streilein, 2001; Chen et al., 2002;
Zeng et al., 2005; Zhang et al., 2005a e 2005b).
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Recentemente identificado, o anticorpo 5D4 reage especificamente com o proteoglicano de
sulfato de queratano. O 5D4 constitui um marcador especifico das células da micréglia que,
para além disso, ndao marca as células monociticas de origem sanguinea, pelo que a
marcacgao imunohistoquimica com este marcador permite diferenciar estes dois tipos
celulares (Jander & Stoll, 1996).

Na degenerescéncia dos fotorreceptores, induzida pela acg¢éo da luz, as células da micréglia
sdo activadas e migram das camadas internas da retina para a camada nuclear externa e
para o espacgo sub-retiniano. Contudo, nas fases iniciais do processo de retinopatia, apenas
células macrofagicas 5D4-negativas se observam nas camadas externas da retina (Ng &
Streilein, 2001; Zhang et al., 2005).

As células da micrdglia retiniana sdo 5D4-positivas, pelo que as primeiras células a migrar
para os locais das lesdes, sdo células macrofagicas com um fenétipo diferente, que nao
podem ser classificadas como ceélulas da micrdglia. Os microgliécitos aparecem nos locais
das lesdes apenas em fases mais tardias do processo degenerativo dos fotorreceptores (Ng
& Streilein, 2001; Zhang et al., 2005)

De igual forma, Zhang et al. (2005) observaram a migragéo precoce de células macrofagicas

5D4-negativas, para o local das lesdes, apds isquémia da retina.

As células Mato cerebrais participam nos processos de encefalopatia, providenciando a
remocgao de produtos e detritos celulares do espacgo extracelular. Sdo as primeiras células a
ser afectadas nestas circunstancias, estando envolvidas na activagdo e migracdo das

células da microglia para os locais das lesées (Mato et al., 1996, 1998 e 2001).

No modelo de retinopatia em murganho, induzida pela ac¢do do iodato de sddio, utilizado
neste trabalho, observaram-se também células Mato (BM8-positivas) na camada nuclear
externa, numa fase inicial da degeneragcdo dos fotorreceptores, sugerindo que as células
Mato constituem um tipo celular que migra da sua localizagédo perivascular para o local das

lesdes no inicio dos processos de retinopatia.
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As células 5D4-negativas, a que se referem as observagdes de Zhang ef al. (2005) e de Ng
& Streilein (2001), correspondem, provavelmente, a células Mato que, uma vez no local das
lesdes, tal como ocorre com as células Mato cerebrais, podem influenciar a activacao e
migracdo das células da micréglia para os locais das lesdes, através da producdo e

libertagao de citocinas (Mato et al., 1998).

A circunstancia de serem as células Mato um dos primeiros, se néo o primeiro, tipo celular
que, nas fases iniciais do desenvolvimento das lesdes, migra para os locais afectados da
retina, confere a estas células um papel fundamental nos processos degenerativos e na

resposta inflamatoria que se inicia.

Provavelmente, as particularidades morfoldégicas e topograficas das células Mato,
designadamente, a presenca de expansdes citoplasmaticas, adaptadas ao seu constante
movimento ao longo da parede vascular, e a sua intima relagdo com as células de Muller,
podem ajudar a compreender a sua migragao para o local das lesdes nas fases iniciais dos

processos degenerativos.

As células de Miiller, cujo citoplasma atravessa toda a retina, estendendo-se desde a
camara vitrea do bulbo ocular até a membrana limitante externa, estdo em contacto directo
com as células Mato, revestindo-as, na sua superficie abluminal, com os seus pés

vasculares.

No inicio do desenvolvimento das lesbes degenerativas, a gliose reactiva destas células da
nevréglia, constitui um evento determinante na resposta aos estimulos lesivos sobre a retina
(Kiuchi et al., 2002) e a relagao privilegiada entre estes dois tipos celulares podera
determinar a rapida migragdo das células Mato para o local das lesbes, antes de qualquer
outro tipo celular. Para além disso, as células de Miiller, cujo citoplasma atravessa toda a
espessura da retina, podem providenciar também um guia para o trajecto de acesso mais

directo, de forma a que as células Mato mais rapidamente atinjam o local das lesdes.

As células Mato, munidas de RS-A, constituem, seguramente, um auxiliar fundamental na
remocao dos detritos celulares produzidos nas fases iniciais da resposta inflamatéria. E, a
semelhanga do descrito para as células Mato cerebrais (Mato et al., 1996, 1998 e 2001), as
células Mato retinianas poderao, do mesmo modo, estar envolvidas na posterior activacao e

recrutamento de células da micréglia, por meio da libertagao de citocinas.
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Na degenerescéncia macular relacionada com a idade, observa-se a chegada de
macrofagos, provenientes da circulagdo coroideia, ao espago sub-retiniano (Ambati et al.,
2003). Os resultados apresentados, relativamente ao envolvimento das células Mato nos
processos de retinopatia, no modelo experimental utilizado, com degenerescéncia das
células do epitélio pigmentar da retina, seguidas do aparecimento de lesbes nos
fotorreceptores, sugerem que, também nas fases iniciais da degenerescéncia macular
relacionada com a idade, as células Mato podem estar envolvidas, na tentativa de
eliminagdo dos detritos celulares acumulados e de regeneragdo das lesdes, migrando da

sua localizagao perivascular para as areas afectadas, nas camadas mais externas da retina.

Neste sentido, € importante ter em consideracdo o papel das células Mato em qualquer
processo degenerativo retiniano, por constituirem uma populagao celular que nas fases
iniciais migra para o local das lesdes, por, provavelmente, estarem envolvidas no processo
de activacao das restantes células que participam na resposta inflamatéria e, sobretudo, por
poderem constituir um alvo terapéutico numa fase relativamente precoce do

desenvolvimento das lesdes.

A nivel ocular, onde as particularidades anatdmicas e a transparéncia dos tecidos tém de
ser mantidos, no sentido de providenciar a perfeita focagem das imagens na retina, a
integridade das estruturas obriga a minimizagdo dos estimulos lesivos que possam

determinar o desenvolvimento de lesbes que afectem a fungao visual.

O imuno-privilégio da retina, a semelhanga de outros tecidos com necessidades fisioldgicas
especificas e sem capacidade de regeneracao, decorre da necessidade de protecgao contra
os agentes patogénicos (Streilein, 2003). A resposta imunitaria pode causar danos nos
tecidos e o imuno-privilégio € encarado como uma adaptagido evolutiva que permite uma
proteccdo local que néo interfere com a fungao visual e que, simultaneamente, previne a
perda de células sem capacidade de regeneracdo, mantendo a estrutura e a transparéncia
da retina para que esta estrutura possa receber os estimulos luminosos nas melhores

condicoes (Streilein, 2003).

Até ha algum tempo, pensava-se que o imuno-privilégio na retina era mantido,
fundamentalmente, por um conjunto de factores nos quais se incluia a presenga da barreira

hemato-retiniana (providenciando um certo grau de isolamento, limitando a passagem
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de linfécitos T n&o activados), a auséncia de drenagem linfatica e a incapacidade de
producado de resposta imunitaria a nivel local. No entanto, esta perspectiva foi contrariada

pela observacao da existéncia de resposta imunitaria a nivel retiniano (Chen et al., 2002).

A resposta imunitaria esta dependente da intervencdo de células apresentadoras de
antigénio (MHC-II positivas) para a activagao de linfécitos T. A apresentagado antigénica na
retina teria, por conseguinte, de ocorrer por um dos seguintes processos: ou resultar da
saida dos antigénios do parénquima retiniano ou resultar da apresentacdo destes
antigénios, a nivel do sistema imunitario periférico ou a nivel da prépria retina, pelas células

apresentadoras de antigénio (Gregerson & Yang, 2003).

A apresentacdo antigénica é, efectivamente, uma das fungdes dos macrofagos, considerada

como a interface entre a resposta imunitaria inata e adaptativa (Roitt et al., 2001).

As células Mato cerebrais expressam constitutivamente MHC-Il (Mato et al., 1998; Williams
et al., 2001). Tém, portanto, a capacidade de processar e apresentar determinados
peptideos antigénicos a linfécitos T, activando-os e, desta forma, desempenhando um papel
fundamental no desencadeamento e na manutencdo da resposta imunitaria face a

determinado antigénio.

Apesar de durante muito tempo se considerar a retina como um tecido destituido de células
com expressao de MHC-II, varios autores tém vindo a descrever a presenca de células
macrofagicas que expressam constitutivamente este epitopo, associado a apresentagao
antigénica e promogao da resposta imunitaria (Dick et al., 1995; Zhang et al., 1997; Chen et
al., 2002; Xu et al., 2007b). Contudo, a expressao de MHC-II esta confinada a um pequeno
numero de células, tais como células dendriticas e alguns tipos de macréfagos
perivasculares. As células da micréglia ndo apresentam expressao constitutiva de MHC-II

(Zhang, Wu, Ishimoto, Pararajasegaram & Rao, 1997; Streilein, 2003)

Em estudos de transplante de medula, observou-se a presenca de células dadoras, MHC-II
positivas, numa localizacdo perivascular, associadas aos vasos retinianos (Zhang et al.,
1997), sugerindo que na retina existem células imunocompetentes, derivadas da medula
O0ssea, envolvidas na resposta imunitaria, que actuam como células apresentadoras de

antigénio a linfécitos T.
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A uveoretinite auto-imune experimental (UAE) é uma inflamagao intra-ocular induzida pelo
antigénio solGvel retiniano (antigénio-S). E uma afeccdo mediada por linfocitos T,
frequentemente utilizada em modelos de retinopatia em murganhos. A UAE tem inicio na
neuro-retina, especificamente ao redor dos vasos retinianos (Zhang et al., 1997), indiciando
que nesse local se da a passagem de linfocitos T activados e o encontro com o antigénio

especifico.

Os linfécitos T activados conseguem atravessar a barreira hemato-encefalica e, através da
producdo de interferon-y, activar a expressdo de MHC-II nas células da microglia,

ampliando, deste modo, a resposta imunitaria (Hickey, 1991).

Os linfécitos T activados conseguem atravessar a BHR, provavelmente nas zonas de baixa
expressao de proteinas da membrana basal das vénulas, a semelhanca do que se observa

nas vénulas cremastéricas de murganho (Wang et al., 2006).

As células Mato cerebrais sdo células apresentadoras de antigénio. A sua localizagdo
permite-lhes incorporar antigénios, abandonar o sistema nervoso e leva-los para os
linfonodos regionais. Estas células, apesar de constituirem uma pequena populagéo celular,
sdo, por esta razao, importantes células imuno-reguladoras, que estabelecem a ligagao

entre o sistema nervoso central e o sistema imunitario periférico (Williams et al., 2001).

A similitude das caracteristicas morfofuncionais, de localizagao e topografia entre estas
células e as células Mato da retina, sugere que também as células Mato retinianas devem
expressar constitutivamente o epitopo de MHC-Il e, em consequéncia, funcionar como
células apresentadoras de antigénio, com um possivel envolvimento no inicio e na

manutencdo da resposta imunitaria a nivel da retina.

A populacdo de células macrofagicas perivasculares retinianas descritas, que apresentam
uma elevada expressdao de MHC-II, recrutadas a partir de mondécitos em circulacdo, e que
funcionam como células apresentadoras de antigénio (Gregerson & Yang, 2003; Gregerson,
Sam & McPherson, 2004), corresponde, provavelmente, a células Mato, e, neste sentido, as
células Mato devem ser consideradas, eventualmente, uma populagcdo celular
imunocompetente, envolvidas na defesa contra organismos patogénicos, na imuno-

regulacéo e na reparacao tecidular.
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Para muitas retinopatias com degenerescéncia dos fotorreceptores, causadoras, portanto,
de perda de visao, nao existe ainda um tratamento eficaz. A possibilidade de recorrer aos
transplantes de retina ou a implantes de proéteses visuais afigura-se como uma das solugdes
que permitiriam recuperar a fungao visual. Contudo, a sua rejeicdo tem sido um obstaculo

impeditivo do éxito deste tipo de solugao (Ng & Streillein, 2001).

Em estudos de transplantes de retina, refere-se que a rejeicdo dos enxertos resulta
principalmente da presenga de células macrofagicas retinianas MHC-Il positivas, que se
deslocam para o espago sub-retiniano, onde € colocado o enxerto, e que seriam as
responsaveis pela resposta imunitaria que se estabelece (Ng & Streillein, 2001). Uma vez
que as células da microglia nao activadas ndao expressam MHC-II, é possivel que as células
em causa sejam células Mato. A caracterizagdo do possivel envolvimento das células Mato
na resposta imunitaria torna-se, por esta razédo, premente e a compreensao da sua possivel
participacao nestes processos de rejeicdo de enxertos de retina podera trazer algumas
solugdes relativamente a esta abordagem cirurgica no tratamento das retinopatias com

degenerescéncia dos fotorreceptores.

Apesar de todos os aspectos por caracterizar, as células Mato retinianas surgem como uma
nova populagédo de células retinianas com caracteristicas da maior relevancia em diversos
aspectos da manutencdo da homeostasia, a nivel retiniano. O seu envolvimento nos
processos de retinopatia indicia um importante papel na resposta local inflamatéria e
imunitaria, na tentativa de eliminagao dos estimulos lesivos e na regeneragao tecidular. A
importancias destas células tem um significado especial, se considerarmos o facto de

também se encontrarem células Mato na retina humana.

Dadas as particularidades da retina, e pelo facto das células Mato participarem nas fases
iniciais dos processos de retinopatia, estas constituem um possivel alvo terapéutico a
considerar como solugdo, desde as fases mais precoces do aparecimento das lesdes.
Inclusivamente, a possivel migracao destas células para o espago sub-retiniano, causando a
rejeicdo dos enxertos de retina, podera de alguma forma ser contornada, depois de melhor

caracterizada a participagcao destas células na resposta imunitaria.
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1. As retinas humanas e de murganho apresentam células Mato, em situagao

fisioldégica, com caracteristicas similares as descritas para as células Mato cerebrais.

2. As células Mato retinianas estdo presentes ao longo de toda a vida e ndo apenas

durante o envelhecimento.

3. As células Mato retinianas emitem fluorescéncia devido ao conteido em lipidos

oxidados dos seus corpos de inclusao.

4, As células Mato retinianas localizam-se no espacgo perivascular, entre a membrana
basal dos vasos sanguineos € a membrana glial, distribuindo-se ao longo dos vasos de

maior calibre presentes nos estratos retinianos mais internos.

5. As células Mato da retina constituem uma sub-populagcdo de macrofagos
perivasculares, distinta das células da micrdglia, uma vez que expressam constitutivamente
o epitopo BM8 e receptores scavenger da classe A, representando cerca de 20% do total de

macrofagos residentes da retina.

6. As células Mato da retina estdo em contacto directo com a membrana basal, em
areas da parede vascular onde falta o revestimento da membrana glial, coincidindo com
zonas de menor espessura da parede dos vasos sanguineos e com a presenga de juncgoes

zonulares entre células endoteliais adjacentes.

7. As células Mato da retina surgem apostas a areas da membrana basal com baixa
expressao de colagénio IV, providenciando um revestimento adicional a estas areas de

“descontinuidade” da membrana basal dos vasos sanguineos.
8. As células Mato retinianas funcionam como células scavenger, em situagao

fisioldgica, captando e acumulando HRP, ac-LDL e ferritina em circulagcdo na corrente

sanguinea, auxiliando a BHR na excluséo destas substancias do parénquima retiniano.
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9. Em situacao fisiolégica, as células Mato da retina movimentam-se, ao longo da

parede vascular, num movimento oscilatério, contribuindo para o funcionamento da BHR.

10. As células Mato da retina captam e acumulam ferritina plasmatica por um processo
de endocitose mediado pelos receptores TIM-2. A endocitose de ferritina plasmatica pelas

células Mato retinianas constitui um novo mecanismo de armazenagem de ferro na retina.

11. As grandes quantidades de ferro acumuladas nas células Mato, sob a forma de
ferritina, sugere um papel fundamental destas células na homeostasia do ferro, a nivel da

retina, e nas afeccdes retinianas decorrentes da sua alteragao.

12. As células Mato retinianas migram da sua localizagao perivascular para o local das
lesbes, nas fases iniciais da degenerescéncia dos fotorreceptores, num modelo de
retinopatia em murganho induzida pela injeccdo de iodato de sédio. Em situacdo de
retinopatia, com degenerescéncia dos fotorreceptores, também as células Mato da retina

humana séo observadas no local das lesdes.

13. A presenca de células Mato na retina, detentoras das caracteristicas morfofuncionais
referidas, abre uma nova perspectiva para a melhor compreensao de determinados
mecanismos fisiopatoldgicos retinianos, imputando-se a estas células um importante papel

na manutencdo da homeostasia retiniana e nos processos de retinopatia.
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O inicio da caracterizagao dos aspectos morfolégicos e funcionais das células Mato da
retina abriu um leque de questdes que merecem um estudo posterior detalhado, no sentido
de melhor compreender o envolvimento destas células na manutencdo da homeostasia da

retina e nos processos de retinopatia.

Designadamente, o estudo de retinas por meio das técnicas imunohistoquimicas, com
recurso a uma bateria mais alargada de anticorpos, providenciara a possibilidade de
efectuar uma caracterizagdo morfofuncional mais completa desta populagdo celular

retiniana.

A existéncia de areas da membrana basal com baixa expressdo de colagénio IV sugere a
possibilidade de também ocorrerem variagdes na expressdo das restantes proteinas
constituintes da membrana basal. O estudo dos aspectos relativos a constituicdo da
membrana basal, bem como a sua possivel variagdo, nos diferentes tipos de vasos
sanguineos retinianos, em diferentes condigbes, representa um desafio aliciante, por forma
a melhor compreender os mecanismos envolvidos na passagem de elementos celulares e
moleculares em circulagao para o parénquima retiniano, bem como o papel das células Mato

nas interacgdes entre o sangue e o parénquima retiniano.

Sendo a fungdo scavenger, em situagao fisiolégica, uma das particularidades mais notaveis
destas células, todos os aspectos referentes a remocao das substancias potencialmente
neurotoxicas do parénquima retiniano necessitam de uma analise detalhada.
Especificamente, o conhecimento das vias de saida das células Mato do parénquima

retiniano torna-se determinante para o completo entendimento deste mecanismo.

O estudo da participagao das células Mato nos processos de retinopatia constitui um tema
de grande importancia. Os resultados deste trabalho permitem antever um papel central das
células Mato retinianas na patogenia destas afecgdes, embora todos os aspectos
relacionados com os mecanismos de quimiotactismo destas células para os locais das
lesdes, 0 seu possivel envolvimento na activagdo e migracao das células da micréglia, bem

como em toda a evolugao das lesdes, tenham ainda ficado por determinar.
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A necessidade de caracterizar o papel das células Mato no metabolismo lipidico e do ferro e
as implicagdes clinicas que advém da sua alteracdo, representam igualmente areas de
estudo a desenvolver, no sentido de se poderem ver esclarecidos varios aspectos

fisiologicos fundamentais e as consequéncias da sua alteragao, a nivel retiniano.

A funcao das células Mato como células apresentadoras de antigénio e o seu envolvimento
na resposta imunitaria constituem igualmente aspectos a estudar. O conhecimento da
participacao destas células na resposta imunitaria podera ser um auxiliar importante para a
compreensao da patogenia das afeccdes retinianas e para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas a estabelecer.

Apesar de todos os aspectos por caracterizar, o estabelecimento da presenca de células
Mato na retina pode representar uma nova perspectiva na interpretacido de um conjunto de
aspectos funcionais deste tecido, assim como na compreensao de muitos outros aspectos
observados em situacido de retinopatia, podendo representar uma importante contribuicdo

para a resolucao de alguns problemas de diminui¢cdo ou perda da fungao visual.
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ANEXO - Preparacao de solugées

PBS 0,1M, pH 7,4:
7,7 g NaCl + 1,54 g Na,HPO, 2H,0 + 0,27 g NaH,PO, H,O + 1000 ml H,O destilada

PBI:
1 ml de Igepal + 1000 ml PBS

WB:
1000 ml PBS + 1 ml de Igepal + 3 g Albumina de Soro de Bovino (Sigma-Aldrish)

NBF a 10%:

100 ml formaldeido a 37% + 4 g NaH,PO, H,0 + 6,5 g Na,HPO, + 900 ml H,O destilada, pH
7

Solugao tampao de PO,:
1000 ml H,O destilada + 1,54 g Na,HPO, 2H,0 + 0,27 g NaH,PO4 H,0

Solucgao tampao de cacodilato de sédio 0,2 M, pH 7,4
100 ml H,O destilada + 4,28 g Na (CH3),AsO; 3H,0O + 8, 4 mI HCI 0,2 M
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