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Caminante, son tus huellas
el camino y nada mas;
caminante, no hay camino,
se hace camino al andar.
Al andar se hace el camino,
y al volver la vista atras

se ve la senda que nunca
se ha de volver a pisar.
Caminante no hay camino

sino estelas en la mar.

Anténio Machado (Sevilha 1875 — Franca 1939)

O caminho faz-se caminhando, disse Anténio Machado.

Também o caminho da Ciéncia se faz caminhando, e 0 meu caminho enquanto
Investigadora tem vindo a ser feito caminhando, passo a passo, com a tranquilidade
necessaria e a expectativa sedenta de quem vai desvendando, numa escala microscopica,
tantas vezes invisivel aos olhos de quem nao vé com o olhar cientifico, com a ajuda de um
pequeno bisturi dilacerante, descobertas tdo relevantes como apaixonantes. Aprendi a
observar, a pensar, a interpretar, a ler em cada olhar dos murganhos as marcas reveladoras
de tudo o que |4 esta e é preciso decifrar. O caminho da Ciéncia faz-se caminhando, e, de
repente, algo se revela aos olhos do Cientista, e depois, através dele, aos olhos do Mundo

gue, quantas vezes incrédulo, observa a evolugéo do conhecimento.

Este foi o caminho que me veio a revelar uma paixdo desconhecida, um caminho feito de
pequeninos passos, onde 0s nossos olhares se cruzam com outros olhares, onde encontrei
pessoas fantasticas que tém a generosidade de se entregar a pesquisa e a partilha de

conhecimentos.
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RESUMO

Titulo: Identificacdo de padrbes de resposta das células de Miller na

retinopatia degenerativa em murganho

Introducéo:

Este trabalho teve como objectivo caracterizar as alteracdes retinianas observadas num
modelo murino de retinopatia com degenerescéncia dos fotorreceptores, de forma a poder
estabelecer padrdes de resposta nas diferentes fases de evolucdo do processo

degenerativo-inflamatorio.

Material e Métodos:

Neste estudo foram utilizadas retinas de murganhos ICR adultos. Foram constituidos grupos
de 4 animais. Os murganhos foram injetados intraperitonealmente com uma dose de 100
mg/Kg de iodato de sédio e eutanasiados 24, 48 e 72 horas ap6s a injecdo. Um animal ndo
injetado serviu como controlo em cada grupo. As retinas foram analisadas por meio de

técnicas de histologia de rotina, imunohistoquimica, Western Blotting e q-RT-PCR.

Resultados:

A gliose reativa ocorre em resposta a estimulos agressivos. Nos processos de retinopatia, a
ativacdo das células de Miller induz a sobre-expressdo da proteina glial fibrilhar acidica
(GFAP). As técnicas de imunohistoquimica, Western Blotting e g-RT-PCR utilizadas
permitiram caracterizar, no modelo em estudo, niveis de expressdo de GFAP especificos de

cada uma das fases pré-definidas da resposta inflamatoria.

Conclusobes:
No modelo estudado de retinopatia induzida pela inje¢do de iodato de sodio, as diferencas
de expressdo de GFAP permitiram estabelecer padrdes de resposta passiveis de ser

utilizados na identificagéo da fase do processo inflamatério em curso.

Palavras chave: retinopatia, gliose, GFAP, padr6es de expressao proteica



ABSTRACT

Title: Identification of Muller cell response patterns during degenerative retinopathy in

mice

Introduction
The purpose of this study was to characterize the structural retinal alterations in a murine
model of retinopathy with photoreceptor degeneration, in order to establish response

patterns in the different stages of the degenerative-inflammatory process.

Material and Methods:

In this work, retinas from adult ICR mice were used. Groups of 4 animals were
intraperitoneally injected with 100 mg/Kg of sodium iodate, and euthanized 24, 48 and 72
hours after injection. A non-injected animal was used as a control in each group. The retinas
were analyzed by means of conventional histological techniques, immunohistochemistry,
Western Blotting and g-RT-PCR.

Results:

Reactive gliosis occurs in response to aggressive stimuli. During retinopathy, Muller cell
activation  induces glial fibrillary acidic  protein  (GFAP)  over-expression.
Immunohistochemistry, Western Blotting and q-RT-PCR technigues allowed us to

characterize the levels of GFAP expression of each predefined inflammatory stage.
Conclusions:
In the analyzed murine sodium iodate injection-induced model of retinopathy, differences in

GFAP expression allowed us to establish expression patterns of this protein which may be

used to identify the phase of the inflammatory response in progress.

Keywords: retinopathy, gliosis, GFAP, protein expression patterns
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ANATOMIA OCULAR

O olho, 6rgéo responsavel pela visdo, é constituido pelo globo ocular e 6rgdos anexos, entre
0s quais podemos considerar as palpebras, conjuntiva, aparelho lacrimal, bainha do globo
ocular e musculos extrinsecos do globo ocular (Jorge, 2009).

GLOBO OCULAR

O globo ocular (Bulbus oculi) estad situado na Orbita. E constituido por trés tanicas
concéntricas em intima aposicdo: tlnica externa ou fibrosa, tinica média ou musculo-
vascular e tunica interna ou nervosa (Figura 1). O interior do globo ocular é preenchido pelo
humor aquoso (camaras anterior e posterior do globo ocular), cristalino e corpo vitreo
(camara vitrea) (Walde, Schaffer & Kostlin, 1998).

Figura 1 — Globo ocular de murganho. A: imagem macroscopica do globo ocular de murganho. B:
corte sagital do globo ocular, corado com coloracao tricdmica de Mallory. No, nervo 6ptico; E, esclera;
l, iris; Ca, cAmara anterior do globo ocular; Co, cérnea; Cr, coroideia; Cc, corpo ciliar; R, retina; Cv,
camara vitrea do globo ocular; Cp, cdmara posterior do globo ocular; C, cristalino. Imagens cedidas
por Jesus Ruberte.
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Tanica fibrosa (externa)

A tunica fibrosa ou externa (Tunica fibrosa bulbi) € constituida pela esclera e pela cérnea.

A esclera ou esclerética (Sclera) é a porcdo posterior da tunica externa, de cor branca.
Constituida por tecido conjuntivo rico em fibras de colagénio tipo | e fibras elasticas, esta
camada fibro-elastica resistente, protege o globo ocular e € zona de insercdo dos musculos
extrinsecos (Walde et al., 1998). A superficie visivel da esclera esta coberta por parte da
conjuntiva. Na zona de unido com a cOrnea apresenta um sulco que se designa por limbo

esclerocorneano (Limbus cornae) (Smith, 2002).

Na porcdo anterior da tunica fibrosa situa-se a cOrnea (Cornea). Esta membrana,
transparente, apresenta uma forma mais convexa que a esclera. Concretamente, nos
murganhos, a cérnea apresenta uma forma hemi-esférica (Smith, 2002). A transparéncia da
cornea deve-se a sua estrutura e aos processos fisiolégicos constantes de movimentos
passivos de liquidos condicionados pela bomba de i6es a nivel do epitélio posterior (Cook &
Peiffer, 2001). A cOrnea é avascular, sendo o transporte de nutrientes assegurado pela
secrecao lacrimal e humor aquoso. Da face externa a face interna, a cornea é constituida
pelo epitélio corneano anterior, membrana limitante anterior ou de Bowman, estroma ou
substancia propria (fibroblastos, fibras de colagénio tipo | e IV e proteoglicanos) que
representa 90% da sua espessura, membrana limitante posterior ou de Descemet e o

endotélio corneano posterior (Walde et al., 1998).

Tunica musculo-vascular (média)

A tanica musculo-vascular ou média (Tunica vasculosa bulbi) € composta pela coroideia
(porcéo posterior), corpo ciliar (porcdo média) e iris (porcdo anterior). As suas fungfes séo
assegurar a nutricdo do globo ocular, acomodar o cristalino, regular o tamanho da pupila e

segregar o humor aquoso (Walde et al., 1998).

A coroideia (Choroidea) forma a porcdo posterior da tunica média, situando-se entre a
esclera e a retina. E constituida por uma vasta rede de capilares sanguineos, que nutre as
camadas mais externas desta lltima (Walde et al.,, 1998). Esta membrana conjuntivo-
vascular, com células pigmentares, estende-se desde a ora serrata até ao nervo Optico e,
devido ao seu elevado contelldo em melanina, permite absorver a luz que atravessa a
retina, evitando a sua refracdo no interior do globo ocular. Em algumas espécies a regido

posterior da coroideia apresenta uma estrutura designada por tapete Iicido (Tapetum
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lucidum) que reflete a luz como um espelho e aumenta a eficidcia da visdo noturna. No
entanto, esta estrutura ndo esté presente no Homem nem nos Roedores (Hedrich & Bullock,
2004).

O corpo ciliar (Corpus ciliare) localiza-se entre a iris e a coroideia. E composto pela pars
plicata, que corresponde aos processos ciliares, e a pars plana. Os processos ciliares
(Processus ciliares) séo espessamentos da tunica vascular em forma de cristas que no seu
conjunto formam a coroa ciliar (Corona ciliares) responsavel pela secrecdo de humor
aquoso, porcdo mais externa do corpo ciliar, mais proxima da esclera é constituida pelo
musculo ciliar (Musculus ciliares), em forma de anel, que tem um papel importante na

acomodacao do cristalino (Cook & Peiffer, 2001).

A iris (Iris) continua anteriormente a coroideia (Iris). Divide o espaco entre a cOrnea e o
cristalino em camara anterior e camara posterior. As duas camaras comunicam-se através
da zona de abertura central, a pupila (Pupilla), estando ambas preenchidas por humor
aquoso (Walde et al., 1998). A iris, cujo formato € uma coroa circular, assemelha-se a um
diafragma, regulando a passagem da luz através da modificacdo da forma e tamanho da
pupila (Cook & Peiffer, 2001).

Tunica nervosa (interna)

A tanica nervosa ou interna (Tunica interna bulbi) € o estrato mais interno do globo ocular. E
constituida pela retina (Retina), formada fundamentalmente por tecido nervoso. Esti
diretamente envolvida na rececédo e transmissao de estimulos luminoso ao nervo Gptico que,

por sua vez, transmite essa informacao ao coértex cerebral (Walde et al., 1998).

A retina prolonga-se, sob a forma de epitélio cilindrico biestratificado, cobrindo o corpo ciliar

e a iris (Junqueira & Carneiro, 2004)

No interior do globo ocular existe também o cristalino ou lente e diferentes meios
transparentes que permitem a passagem da luz com a minima interferéncia: humor aquoso,

e corpo vitreo (Jorge, 2009).

Humor aquoso

Como referido anteriormente a iris divide o espago entre a cérnea e o cristalino em duas

camaras que se comunicam através da pupila. A camara anterior (Camara anterior) € de
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maior tamanho e situa-se entre a cornea e a iris. A camara posterior (Camara posterior), de
menor tamanho, localiza-se entre a iris e o cristalino e o corpo ciliar. Ambas estédo
preenchidas por humor aquoso (Humor aquosus), um liquido transparente produzido pelos
processos ciliares e drenado através do seio venoso da esclera (Canal de Schlemm), no
angulo irido-corneano. Este meio transporta nutrientes as estruturas adjacentes,
nomeadamente, cérnea e cristalino. A pressdo hidrostatica a nivel da camara anterior
mantém a forma convexa da superficie externa da cOrnea, permitindo a correta focagem da

luz na retina (Jorge, 2009).

Cristalino

O cristalino ou lente (Lens) € uma lente biconvexa, de estrutura sélida mas elastica,
avascular e transparente. Suspenso no globo ocular pelas fibras zonulares ou de Zinn, situa-
se entre a face posterior da iris e 0 corpo vitreo. E constituido pelas fibras do cristalino,
células epiteliais modificadas, em forma de prisma de seis faces. Revestidas por uma
capsula, estas fibras organizam-se de forma muito regular, unidas no centro, formando
camadas concéntricas. A sua nutricdo é realizada por meio de difusdo através da capsula
(Walde et al., 1998). A acomodacao do cristalino confere ao olho a capacidade de focagem
das imagens na retina. No murganho, o cristalino apresenta uma maior dimenséo relativa,
guando comparada com outros Mamiferos (Chalupa & Williams, 2008). Concretamente, o
cristalino ocupa cerca de 75% do espaco intra-bulbar e consequentemente o corpo vitreo é

de menor volume (Smith, 2002).

Corpo vitreo

Entre o cristalino e a retina, comprimindo esta Ultima contra a coroideia, encontra-se 0 corpo
vitreo (Corpus vitreum), contido na camara vitrea (Camara vitreum). O corpo vitreo é uma
estrutura de consisténcia gelatinosa, transparente e incolor, formada por 99% de agua e por

um estroma de fibras delicadas. O seu volume é constante (Walde et al., 1998).

RETINA

O desenvolvimento do olho dos Vertebrados baseia-se numa serie de interacdes entre a
ectoderme superficial e o diencéfalo (Chalupa & Williams, 2008). Durante a embriogénese, 0
tecido retiniano origina-se a partir da uma evaginagdo do diencéfalo que ird formar a

vesicula oOptica primaria. No murganho, a vesicula 6ptica desenvolve-se por volta do 8° dia
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do embrido, e ao 9° dia esta vesicula induz a invaginacdo da ectoderme adjacente para
originar o cristalino (Sernagor, Eglen, Harris & Wong, 2006). De igual modo, a vesicula
Optica invagina-se, originando a taga Optica bilaminar que, posteriormente, origina a retina
neuro-sensorial e o epitélio pigmentar da retina (Carlson, 1999). O pediculo éptico € a
estrutura que liga a vesicula 6ptica ao cérebro. Da origem ao nervo 6ptico e, em conjunto
com a neuro-retina, constitui o “oftalmencéfalo”, uma expansao do encéfalo projetada para o
interior da 6rbita (Carlson, 1999).

A retina €, portanto, um prolongamento do sistema nervoso central, sendo uma estrutura
bastante complexa e delicada (Chalupa & Williams, 2008). Estende-se desde o disco do
nervo Optico até a pupila, forrando internamente a coroideia, corpo ciliar e iris. E constituida
por trés porcdes: a porcdo Optica (posterior), porcdo ciliar (média) e porcao iridiana
(anterior). A parte 6ptica da retina € sensivel & luz e estende-se desde o nervo Optico até a

ora serrata. A parte cega compreende a porcao ciliar e iridiana (Jorge, 2009).

O disco ou papila 6ptica (Discus nervi optici) € a regido da retina por onde as fibras do nervo
Optico emergem e por onde se efetua também a passagem da artéria e veia centrais da
retina. Outra regido de extrema importancia € a macula litea (Macula lutea), sendo a area
de maior acuidade visual. No seu centro existe a févea (Fovea centralis) (Walde et al.,
1998). Esta estrutura é extremamente sensivel por ser a area de maior transparéncia da
retina, uma vez que ndo € vascularizada e é formada apenas por uma fina camada de
fotorreceptores. E também a zona de maior densidade de cones. No entanto, a retina dos
Roedores ndo possui nem macula litea nem fovea central, sendo o disco 6ptico coincidente

com o eixo central do olho (Chalupa & Williams, 2008).

Histologicamente consideram-se 10 estratos na retina, que sao, desde o mais interno, que
se relaciona com o corpo vitreo, até ao mais externo, que se relaciona com a coroideia
(Figuras 2, 3 e 4):

1. Membrana limitante interna (Stratum limitans internum): formada pelas expansodes
citoplasmaticas das células de Mdiller.

2. Camada de fibras do nervo 6ptico (Stratum neurofibrarum): as fibras nervosas do nervo
Optico sdo constituidas pelos axénios ndo mielinizados das células ganglionares, que se
reinem no disco do nervo éptico, atravessam a coroideia e esclera, saindo do globo
ocular para dar origem ao nervo 6ptico, no polo posterior do olho. A rodear estas fibras
€ 0S vasos sanguineos estdo os processos celulares dos astrocitos e das células de

Mdaller.
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Figura 2 - Representacdo esquematica da estrutura da retina. MLI, membrana limitante interna;
FNO, camada de fibras do nervo optico; CG, camada de células ganglionares; CPIl, camada
plexiforme interna; CNI, camada nuclear interna; CPE, camada plexiforme externa; CNE, camada
nuclear externa; MLE, membrana limitante externa; CB, camada dos fotorreceptores; EPR, epitélio
pigmentar da retina. Imagem da esquerda adaptada de Srienc, Kurth-Nelsons & Newman, 2010

(http://www.frontiersin.org/). Imagem da direita adaptada de Kolb, Fernandez, Nelson & Jones, 2011

(http://webvision.med.utah.edu/).

3. Camada de células ganglionares (Stratum ganglionicum): onde se localizam os corpos
celulares das células ganglionares, astrocitos e algumas células amacrinas.

4. Camada plexiforme interna (Stratum plexiforme internum): matriz na qual ocorrem
sinapses entre as células bipolares, células ganglionares e amacrinas.

5. Camada nuclear interna (Stratum nucleare internum): composta pelos corpos celulares
das células bipolares, horizontais, amacrinas e células de Miller. Segundo Jeon, Strettoi
e Masland (1998), as células bipolares representam 41% da populacdo celular deste
estrato; 39% é constituido por células amacrinas, 16% por células de Muller e 3% por
células horizontais. As células bipolares participam na sinapse entre as células
ganglionares e fotorreceptores. As células horizontas e amacrinas interpdem-se entre
estas unides, juntamente com as expansoes citoplasmaticas das células de Miiller, que
se distribuem nos espacgos entre células, pelos diferentes estratos da retina.

6. Camada plexiforme externa (Stratum plexiforme externum): regido retiniana onde
ocorrem sinapses entre 0os axénios dos fotorreceptores e as dendrites das células
bipolares e horizontais.

7. Camada nuclear externa (Stratum nucleare externum): ocupada pelos corpos celulares

dos fotorreceptores (cones e bastonetes).


http://www.frontiersin.org/
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8. Membrana limitante externa (Stratum limitans externum): n&o se considera uma
membrana propriamente dita, mas sim o limite externo dos prolongamentos
citoplasméticos das células de Miller que a este nivel se unem aos segmentos internos
dos fotorreceptores por unides intercelulares.

9. Camada de fotorreceptores (Stratum neuroepitheliale): constituida pelos segmentos
internos e externos dos cones e bastonetes.

10. Camada de células pigmentares (Stratum pigmentosum): o epitélio pigmentar da retina
€ a camada celular mais externa adjacente a coroideia, que reveste praticamente todo o
interior do globo ocular. Representa a interface entre a neuro-retina e a coroideia,
formando a barreira hemato-retiniana externa. Distingue-se pela cor negra, devido aos
granulos de melanina das células pigmentares e apresenta varias funcoes,
nomeadamente o transporte de nutrientes, ibes e agua, absor¢éo e eliminacéo dos raios
luminosos ndo captados pela retina, fagocitose e secrecdo (Simo, Villarroel, Corraliza,
Hernandez & Garcia-Ramirez, 2010). A porcao apical dos fotorreceptores relaciona-se

com este epitélio pigmentar.

Figura 3 — Imagem microscopica dos diferentes estratos da retina. MLI, membrana limitante

interna (seta); CG, camada de células ganglionares; CPI, camada plexiforme interna; CNI, camada
nuclear interna; CPE, camada plexiforme externa; CNE, camada nuclear externa; MLE, membrana
limitante externa (seta); CB, camada de cones e bastonetes; EPR, epitélio pigmentar da retina;

Coloracao pela hematoxilina-eosina. Barra: 20 um (original).
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A retina € constituida por uma rede neuronal complexa capaz de captar estimulos luminosos
externos veiculados sob a forma de fotdes. Converte esses estimulos elétricos em sinais
guimicos, transmitidos, através do nervo Optico, sob a forma de estimulos electroquimicos
ao cortex cerebral. Esta informacdo € modulada e transmitida, por neurotransmissores ou
através de alteracdes de potencial de membrana, ao longo de uma série de células
neuronais (Kolb et al., 2011).

As principais células neuronais retinianas sao: fotorreceptores, neurénios de associagao,

células bipolares, horizontais, amacrinas e ganglionares.

Figura 4 - Representagcdo tridimensional do globo ocular de murganho, destacando a
estratificacdo da retina. E, esclera; C, Cristalino; R, retina; MLI, membrana limitante interna; CG,
camada de células ganglionares; CPI, camada plexiforme interna; CNI, camada nuclear interna; CPE,
camada plexiforme externa; CNE, camada nuclear externa; CB, camada de cones e bastonetes; EPR,

epitélio pigmentar da retina. Imagem da esquerda adaptada de  Turbosquid

(http://www.turbosquid.com). Imagem da direita obtida por coloracdo pela hematoxilina-eosina da
retina de murganho (original).

Fotorreceptores

Os dois tipos de células fotorreceptoras presentes na retina sdo 0s cones e 0s bastonetes.
Estas células sdo especializadas em captar os estimulos luminosos, dando inicio a

conducéo de impulsos nervosos (Figura 5).
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Os cones caracterizam-se pela forma conica dos segmentos externos e por serem ativados
em condi¢Bes fotopicas. Na retina de murganho existem cones sensiveis a luminosidades
de 360 nm e 510 nm e ainda & luz ultra-violeta (Lyubarsky, Falsini, Pennesi, Valentini, Pugh,
1999). O mecanismo de percec¢édo da cor (visdo croméatica) é levado a cabo por estas células
com alto poder de resolugao.

Os segmentos externos dos bastonetes apresentam uma forma mais alongada e sao
ativados em regime escotopico, ja que sdo sensiveis a condicdes de baixa luminosidade,
correspondendo a valores de 498 nm (Kolb et al., 2011).

Segundo Jeon, Strettoi e Masland (1998), no murganho, a distribuicao dos fotorreceptores é
de cerca de 97,2% para os bastonetes e de 2,8% para os cones. A prevaléncia de
bastonetes relativamente a densidade de cones (32:1) justifica-se pelo facto de se tratar de

uma espécie de habitos noturnos.

Morfologicamente distinguem-se 4 regibes celulares nos fotorreceptores: o segmento
externo que contém moléculas de pigmento visual, dispostas em pilhas de discos, rodeadas
por membrana biolégica. No segmento interno reinem-se mitocéndrias, ribossomas e

membranas onde as moléculas de pigmento visual se ligam. Por dltimo, existe a regido

nuclear e a regido sinaptica, a qual contém neurotransmissores (Kolb et al., 2011).

Figura 5 — Estrutura da retina com detalhe dos fotorreceptores. MLI, membrana limitante interna;
CG, camada de células ganglionares; CPI, camada plexiforme interna; CNI, camada nuclear interna;
CPE, camada plexiforme externa; CNE, camada nuclear externa; CB, camada de cones e bastonetes;
SE, segmentos externos dos fotorreceptores; SI, segmentos internos dos fotorreceptores.
Microscopia electrénica de varrimento sobre tecido intacto. Barra: 6 pm. Imagem cedida por Luisa

Mendes Jorge.
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O tipo de pigmento visual acumulado no segmento externo determina o comprimento de
onda de luz que a célula é capaz de absorver. A maioria dos Mamiferos, tal como o
murganho, possui dois tipos de pigmentos visuais, a opsina acumulada nos cones e a

rodopsina nos bastonetes (Lyubarsky et al., 1999).

O mecanismo de conversao da luz inicia-se através da absorcdo de fotbes, que tém de
atravessar todas as camadas celulares da retina até atingir o segmento externo dos
fotorreceptores, local de ativacdo da cascata da fototransducdo. ApOs a excitacdo das
células pelos fotdes, o grupo 1l-cis-retinal do fotopigmento muda de configuragdo para
trans-retinal, provocando o encerramento dos canais de sédio na membrana celular,
causando uma diminuicdo do influxo de cargas positivas (Na*) para o interior do segmento
externo (Wu, Chen, & Koutalos, 2006). Esta alteracdo do potencial traduz-se numa
hiperpolarizagdo da membrana que cessa a secre¢cdo de neurotransmissores (Penn &
Williams, 1986). Quando a incidéncia de luz se reduz, a concentracdo de rodopsina tende a
aumentar, uma vez que o0s bastonetes se tornam mais ativos. O aumento deste
fotopigmento induz a abertura dos canais de sodio e uma corrente de ibes de carga positiva
para o interior da célula que despolariza a membrana, conduzindo a libertacao de glutamato
nas terminacfes sinapticas (Kolb et al., 2011). As alteracdes na taxa de libertacdo de
neurotransmissores geram um potencial de acdo ao longo das camadas celulares,

responsavel pela transmisséo do impulso nervoso (Penn & Williams, 1986).

Neuronios de associacao

As células neuronais de associacdo incluem as células bipolares, horizontais e células

amacrinas (Figura 6).

As células bipolares, predominantes na camada nuclear interna (Jeon et al.,, 1998)
transferem o estimulo luminoso dos fotorreceptores para as células ganglionares e
amacrinas. Morfologicamente distinguem-se pelo menos 9 tipos de células bipolares dos
cones e 1 tipo de célula bipolar dos bastonetes, na retina de Mamiferos. De acordo com
alguns estudos esta classe de células também se pode subdividir consoante a resposta a
luz — ON e OFF (Wassle, Puller, Muller & Haverkamp, 2009).

Entre a camada plexiforme externa e a camada nuclear interna situam-se as células

horizontais, que como o0 nhome sugere dispdem 0s seus prolongamentos citoplasmaticos

horizontalmente ao longo da retina, interagindo com fotorreceptores e células bipolares. A
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maioria dos Mamiferos possui dois tipos de células horizontais, contudo, no murganho

apenas existe um tipo (Watson, Paxinos & Puelles, 2012).

As células amacrinas encontram-se em grande concentracdo na camada nuclear interna.
Podem considerar-se interneurdnios de morfologia variada, cujo corpo celular se localiza no

limite interno da camada nuclear interna e 0s seus prolongamentos estendem-se até a

camada plexiforme interna (Watson et al.,2012).

Figura 6 — Populac&o celular da retina: tipos celulares presentes na camada nuclear interna.
CB, camada de cones e bastonetes; CNE, camada nuclear externa; CNI, camada nuclear interna; A,
célula amacrina (nucleo); B, célula bipolar (ndcleo); M, célula de Miller (nucleo); H, célula horizontal

(nucleo). Corte semi-fino corado pelo azul de toluidina. Imagem cedida por Luisa Mendes Jorge.

Células ganglionares

Os corpos celulares das células ganglionares concentram-se na camada ganglionar da
retina. O nervo éptico reline os axonios destas células que constituem as fibras do nervo
Optico. Desta forma sdo as células ganglionares que se encarregam de transmitir a
mensagem visual recolhida pelos neurdnios de associagéo da retina até ao encéfalo (Kolb et
al., 2011).
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Células da nevroglia

Para além dos neurdnios de associacdo, na retina distinguem-se as células da nevroglia,
indispenséaveis para a integridade estrutural e nutricdo da retina. No tecido glial descrevem-
se as células de Miiller e os astrocitos.

Células de Muller

O suporte estrutural da retina é fornecido pelo arranjo arquiteténico tridimensional das
células de Miiller. Com os corpos celulares localizados na camada nuclear interna, estas
células estendem-se ao longo das diferentes camadas da retina. Os seus prolongamentos
citoplasmaticos disp6em-se em colunas, por entre as células retinianas, desde a membrana
limitante interna até a membrana limitante externa, envolvendo os axénios das células
ganglionares e os vasos sanguineos. (Hollander et al.,1991). A membrana limitante interna
forma a separacdo entre a retina e o corpo vitreo, constituindo uma importante barreira de
difusdo. Na membrana limitante externa, os prolongamentos citoplasmaticos das células de
Muller unem-se aos segmentos internos dos fotorreceptores por unides intercelulares (Kolb

et al., 2011; Jorge, 2009).

Consideradas as principais células da glia, para além do seu importante papel na
sustentacdo estrutural da retina, sdo fundamentais para a sobrevivéncia das células
neuronais retinianas: sintetizam enzimas e metabolitos necessarios para o metabolismo das
células nervosas; fagocitam detritos celulares; regulam a concentracdo de
neurotransmissores, como o glutamato, caracterizando-se, inclusivamente, pela presenca da
enzima glutamato-sintetase; sdo responsaveis pela manutencdo da homeostasia de ifes,
nomeadamente a monitorizacdo do potassio (K*) extracelular. Para além disso, contém
consideraveis reservas de glicogénio, fonte de glicose para o metabolismo neuronal (Limb,
Salt, Munro, Moss & Khaw, 2002; Kolb et al., 2011).

Segundo Kolb et al. (2011), o envolvimento destas células no mecanismo de regulagdo de

K" é responsavel pela geracdo da onda -b no electrorretinograma (ERG) (Figura 7).

As células de Miiller contém filamentos intermédios imunorreativos para a vimentina e para
a proteina glial fibrilhar acidica (Glial fibrillary acidic protein, GFAP) (Kolb et al., 2011; Limb
et al.,, 2002). A marcagdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-GFAP é considerada

como uma das mais fidveis para identificagdo destas células.
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Figura 7 - Representacdo esquematica da origem das ondas carateristicas da

eletrorretinografia. A: ERG de murganho. Adaptado de Machalinska et al., 2010. B: A
despolarizacdo dos fotorreceptores origina a onda-a. Na geracdo da onda-b estdo envolvidas
principalmente as células de Miller. EP, epitélio pigmentar da retina; CB, cones e bastonetes; B,
células bipolares; M, células de Miller; A, células améacrinas; G, células ganglionares. Imagem

adaptada de Digital Journal of Ophtalmology (www.djo.harvard.edu).

Figura 8 — Astrécitos nas camadas mais internas da retina. Marcacdo imunohistoquimica com

anticorpo anti-GFAP (original).
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Astrocitos

Os astrdcitos caracterizam-se pela sua forma estrelada, restringindo-se a sua presenca a
camada das fibras do nervo Optico e a das células ganglionares (Figura 8). Os
prolongamentos destas células circundam os axénios das células ganglionares e 0s vasos
sanguineos. As fungdes reguladoras, de sustentacdo, nutricdo e homeostasia da retina,
assumidas pelos astrocitos explicam a intima aposicao dos varios tipos celulares. Os
prolongamentos citoplasmaticos dos astrécitos e células de Miiller que envolvem os vasos
sanguineos, denominados “pés vasculares”, desempenham um papel importante nos

processos de homeostasia e neovascularizagdo da retina (Kolb et al., 2011).

Micrdéglia

Ramon y Cajal (1920) descreveu um terceiro tipo celular, as células da microglia.
Considerados os macrofagos residentes da retina, as células da micréglia exercem funcées
necessarias para manter a homeostasia em situacdes de agressao traumatica da retina. Os
microglidcitos situam-se nos estratos mais superficiais da retina e apés estimulos nocivos
ativam-se, conduzindo a sua proliferacdo, migracdo, atividade fagocitaria e secrecdo de
mediadores da inflamacao, sendo responsaveis pela cicatrizacéo glial e imunorregulacédo da
retina (Kolb et al., 2011; Langmann, 2007).

Observam-se outros dois tipos de células retinianas responsaveis por fung¢des imuno-
reguladoras, nutritivas e sensoriais, as células do epitélio pigmentar da retina e as células

vasculares que se descrevem nos capitulos seguintes (Jorge, 2009).

Vascularizacao da retina

Como referido anteriormente, no processo visual, a luz tem de atravessar toda a espessura
da retina para alcancar os fotorreceptores, pelo que a distribuicdo espacial das estruturas
vasculares deve interferir o menos possivel com a passagem da luz. Na verdade, as
estruturas vasculares representam menos de 5% da massa retiniana total (Gardner,
Antonetti, Barber, LaNoue & Levison, 2002).

Nos Roedores, o suprimento sanguineo a retina tem duas origens diferentes, a artéria
central da retina e os capilares da coroideia. Desde a zona mais interna da retina até a
camada nuclear externa a vascularizagdo realiza-se através da circulagdo intra-retiniana. Os

restantes estratos mais externos dependem da circulacdo coroideia (65-85%). Estes dois
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sistemas vasculares encarregam-se de satisfazer as elevadas necessidades de oxigénio e

glucose das células nervosas (Kolb et al., 2011).

Os Roedores possuem uma retina do tipo holoangittico, o que significa que a arvore
vascular tem origem na artéria central da retina e se ramifica, desde o disco do nervo 6ptico
até a periferia, em arteriolas, vénulas e numa extensa rede de capilares (Figura 9). Os vasos
sanguineos retinianos distribuem-se por trés plexos vasculares: o plexo vascular superficial,
situado na camada ganglionar, o plexo vascular intermédio, a nivel da camada plexiforme
interna, e, mais profundamente, o plexo vascular profundo que invade a camada plexiforme

externa (Paques et al., 2003).

Figura 9 — Padrdo vascular da retina. Injecéo de fluoresceina. A partir do disco déptico a artéria
central da retina ramifica-se em vérias arteriolas retinianas que se distribuem radialmente até a
periferia. As vénulas retinianas surgem num plano mais profundo e convergem no disco 6ptico. DO,
disco optico; A, arteriolas; V, vénula. Imagem cedida por Jesus Ruberte.

A artéria central da retina (A. centralis retinae) origina-se a partir da artéria oftalmica (A.
ophthalmica). Ramifica radialmente em 5 a 7 arteriolas que posteriormente se subdivide em
arteriolas pré-capilares, constituindo o plexo vascular superficial. A medida que os ramos
das arteriolas se dividem, diminui a limen vascular e as paredes tornam-se mais finas até
se continuarem com as dos capilares retinianos nos plexos vasculares intermédio e
profundo (Watson et al., 2012). Os capilares terminam em vénulas pds-capilares ou nas
arcadas venosas periféricas. Estas continuam-se com as vénulas, que aumentam de

espessura parietal e calibre a medida que se aproximam do disco Optico. As vénulas
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retinianas dispdem-se de forma intercalada com as arteriolas retinianas e terminam na veia
central da retina (V. centralis retinae), efluente da veia oftalmica (V. ophthalmica) (Jorge,
2009).

No Homem, a estrutura e o padrdo de distribuicdo vascular da retina sdo semelhantes aos
do Murganho, apresentando, contudo, algumas particularidades (Figura 10). Na espécie
humana existe a macula litea e fovea central. Nestas, as camadas da retina estdo
reduzidas de forma a aumentar a transparéncia deste tecido. A rede capilar que rodeia esta
area encarrega-se da nutricdo e oxigenacdo da zona. A vascularizacdo arterial € também
diferente, uma vez que a artéria central da retina possui quatro ramificacdes, arteriola nasal
superior (Arteriola nasalis retinae superior), arteriola nasal inferior (Arteriola nasalis retinae
inferior), arteriola temporal superior (Arteriola temporalis retinae superior), e arteriola
temporal inferior (Arteriola temporalis retinae superior), que se dividem numa ampla rede
capilar disposta, a semelhanca do Murganho, em trés plexos vasculares. O mesmo sucede
com o sistema venoso, cujo padrdo vascular consiste em quatro vénulas correspondentes
(Kolb et al., 2011; Jorge, 2009).

Figura 10 — Fundo do olho humano. Ma, mécula latea; Fo, févea central; DO, disco Optico; A,

arteriola; V, vénula; (original).
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As arteriolas e vénulas, de uma forma geral, sdo formadas por trés tunicas: tlnica intima,

média e adventicia.

Nas arteriolas, a tunica intima ou interna esta formada por uma camada Unica de células
endoteliais, orientadas paralelamente ao eixo do vaso e assentes numa lamina basal
comum, e por tecido conjuntivo subendotelial. As células endoteliais relacionam-se entre si
por zonulas de oclusédo (Zonulae occludentes). Este tipo de epitélio ndo fenestrado constitui
um dos componentes principais da barreia hemato-retiniana (Shakib & Cunha-Vaz ,1966).

A tdnica média ou propria é formada por varios estratos de células musculares lisas,
orientadas circularmente ao eixo central do vaso e que se encontram separadas entre si por
uma membrana basal individual. O nimero de camadas de células musculares diminui a
medida que os vasos se ramificam, de tal forma que as arteriolas pré-capilares apresentam
apenas um revestimento descontinuo de musculo liso. Os capilares e vénulas pos-capilares

de menor calibre veem-se reduzidos a apenas uma camada de pericitos (Jorge, 2009).

O limite externo das arteriolas e vénulas consiste na tlnica adventicia, formada por alguns

fibroblastos e fibras de colagénio dispostas ao acaso.

As veias de pequeno calibre tém trés tlnicas um pouco mais desorganizadas e algumas
vénulas apenas apresentam um endotélio com a respetiva membrana basal. Os capilares
intra-retinianos, que fazem a comunicacdo entre o sistema arterial e venoso, estdo
compostos apenas por células endoteliais, pericitos e membrana basal, 0 que permite um

contacto direto com o tecido nervoso (Jorge, 2009; Junqueira & Carneiro, 2004).

A envolver as estruturas vasculares encontra-se um conjunto de células gliais que formam a
membrana glial (Glia limitans), que separa os vasos do parénquima retiniano, delimitando o
espaco perivascular. A membrana glial esta constituida pelos ramos vasculares das células

da nevrdglia (células de Miller e astrdcitos) (Jorge, 2009).

Barreira hemato-retiniana

Um dos mecanismos desenvolvidos para controlar a difusdo de substéncias entre o sangue
e 0 parénguima retiniano é a barreira hemato-retiniana (Runkle & Antonetti, 2011). Esta
barreira seletiva localiza-se em dois niveis, no epitélio pigmentar da retina e nas células
endoteliais dos vasos constituindo as chamadas barreiras hemato-retinianas externa e

interna, respetivamente (Murta, 1990). A barreira hemato-retiniana interna, para além de
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estar formada pelo endotélio vascular, engloba também pericitos, membrana basal e
membrana glial. Ao longo da barreira ocorrem zo6nulas de oclusdo entre as células
endoteliais, que sao essenciais para impedir a passagem de macromoléculas. As células da
nevréglia rodeiam os vasos sanguineos, contribuindo para reforcar o isolamento do
parénquima retiniano (Runkle & Antonetti, 2011; Simo et al., 2010).

No decurso das retinopatias, esta barreira sofre alteragbes que comprometem a
permeabilidade seletiva, causando um desequilibrio do tecido retiniano que se repercute na
funcéo visual (Simé et al., 2010).

RESPOSTA INFLAMATORIA

A inflamacao define-se como um processo bioldgico complexo do organismo, em resposta a
uma lesdo ou infecdo dos tecidos, e envolve uma série de mecanismos de reparacao
tecidular e do sistema imunitario, numa tentativa para restabelecer a homeostasia prévia do
organismo e eliminar o estimulo nocivo (Cruvinel et al.,2010; Janssen & Henson, 2012). A
reacdo de defesa do organismo € uma resposta inata, ndo especifica, que precede as

reacdes imunoldgicas especificas.

A resposta inflamatoéria desencadeia uma serie de altera¢cbes hemodindmicas no préprio
tecido, estimulando a sintese local de mediadores quimicos da inflamacdo que provocam o
aumento da permeabilidade vascular, afetam as células endoteliais e ativam células
inflamatdrias (Yamashita et al., 1994). A vasodilatacdo e aumento da permeabilidade dos
capilares provocam estase vascular que causa a expressdo de moléculas de adeséao
(selectinas) nas células endoteliais, a que se ligam os leucécitos. A ativacdo das células
endoteliais estimula a sintese de mediadores quimicos da inflamag¢do como a histamina,
bradicinina e leucotrienos (Cruvinel et al.,, 2010). Os mediadores quimicos unem-se a
recetores especificos das células endoteliais, provocando a migracdo das células
inflamatérias até ao foco da lesdo. Por sua vez, de modo a amplificar a resposta, estes
mecanismos produzem outros mediadores quimicos, que se difundem para 0 espaco
extracelular e passam para a circulagdo sanguinea. Entre estes, podemos referir as
citocinas (IL-1, TNF-a), quimosinas, fatores da coagulacdo, complexo maior de
histocompatibilidade e outros elementos que regulam a resposta imunitaria inata e adquirida
(Huang & Glass, 2010). As células inflamatorias que intervém no mecanismo da inflamacéo
sdo leucécitos (neutrofilos, eosindfilos, linfécitos e mondcitos) macréfagos, plasmaécitos e

7

mastocitos. A migragdo de leucécitos é auxiliada por mecanismos de diapedese e
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fendbmenos de quimiotaxia, atraindo os ultimos e favorecendo a saida dos mesmos para o
espaco extravascular (Janssen & Henson, 2012). A mobilizagdo de neutrofilos para o foco
da leséo provoca a fagocitose dos elementos agressivos e liberta substancias tdxicas para
eliminar os mesmos (Huang & Glass, 2010).

Alguns anticorpos, as opsoninas, cobrem determinadas bactérias (opsonizacao), tornando a
sua fagocitose por neutréfilos mais rapida e eficaz (Cruvinel et al., 2010).

No final do processo ocorre a apoptose dos leucdcitos, normalizacdo dos niveis dos
mediadores quimicos e reparacao do tecido lesionado, restabelecendo-se a homeostasia do
sistema (Kohli & Levy, 2009). No entanto, a resolucéo da inflamag&do nem sempre toma este
caminho. A medida que o processo inflamatério se desenvolve, os mecanismos de defesa
descritos amplificam-se exponencialmente. Para contrabalancar existem mediadores
endodgenos anti-inflamatérios, proteinas que ativam vias inibidoras e genes repressores, que
regulam e limitam a duracdo da fase aguda da inflamacdo. Quando a inflamacdo é
exagerada ou prolongada (fase cronica), os tecidos afetados podem danificar-se de forma
permanente, resultando na perda da estrutura e funcdes fisiolégicas, como acontece nas
doencas neurodegenerativas. O processo inflamatério evolui para uma remodelacdo do
tecido destruido, cicatrizacéo e fibrose, condicionando a funcionalidade do mesmo (Huang &
Glass, 2010; Serhan et al., 2007).

A complexa estrutura e organizacdo do globo ocular sdo fundamentais para o elevado grau
de especializacdo dos seus tecidos constituintes, responsaveis pela funcao visual. Qualquer
alteracdo na integridade e/ou transparéncia do mesmo € critica, uma vez que, como ja foi
referido, qualquer interferéncia no delicado eixo de visdo pode ser extremamente prejudicial
(Caspi, 2010). Como tal, as estruturas do globo ocular desenvolveram a capacidade de
regular e limitar respostas inflamatorias e imunolégicas locais, de forma a preservar a visao,
constituindo aquilo que Peter Medawar descreveu em 1940 como “privilégio imunolégico”.
Este fendbmeno de regulagdo combina varios fatores de defesa que atuam em conjunto,
modulando mecanismos locais e sistémicos, e que sdo homeadamente, a barreira hemato-
retiniana, substancias imunossupressoras e células apresentadoras de antigénios. Contudo,
na retina, a resposta inflamatéria obedece aos mesmos mecanismos gerais referidos
(Medawar, 1986).

Um processo biolégico frequente nas retinopatias, bem como nas afe¢fes do sistema

nervoso, caracteriza-se pela ativagdo das células gliais em fases precoces do processo
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inflamatorio, numa tentativa de eliminar o estimulo agressor e de reparacdo tecidular

(Bargagna-Mohan et al., 2010).

Conforme referido anteriormente, os astrocitos e células de Miller sdo os principais
componentes da nevréglia (Duh, 2008; Wu, Madigan, Billson & Penfold, 2003). Ambos os
tipos celulares contém baixa quantidade de filamentos intermédios tipo Il de vimentina e
GFAP que, em condigdes fisiologicas, se concentram nas camadas mais internas da retina.
A gliose reativa inicia-se com a ativacao e possivel hipertrofia das células gliais, que levam a
uma sobre-expressdo dos filamentos intermédios. No entanto, perante estimulos nocivos,
sdo as células de Miiller as principais responsaveis pelo aumento da producdo de GFAP
(Figura 11), como ocorre nas degenerescéncias retinianas por envelhecimento ou
experimentais, distrofias retinianas, retinopatia diabética, isquémia retiniana e glaucoma,
entre outras (Ho et al., 2009; Vecino & Garcia, 2004).

Figura 11 — Gliose reativa em retina humana. Marcacdo imunohistoquimica com anticorpo anti-
GFAP, revelada com DAB. CG, camada de células ganglionares; CNI, camada nuclear interna; CNE,
camada nuclear externa; CB, camada de cones e bastonetes; EPR, epitélio pigmentar da retina.

Imagem cedida por Luisa Mendes Jorge.

O aumento da expressdo de GFAP acontece apds a ativagdo transcripcional do gene
respectivo, nas células de Miller, e por esta razdo é utilizado como marcador indicativo de

gliose reativa nas células. (Vecino & Garcia, 2004; Wu et al., 2003). A indugdo do aumento
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de GFAP esta modulada por citocinas, fatores de crescimento, difusdo de outras
substancias e infiltrado inflamatério até ao foco da lesdo (Vecino & Garcia, 2004). O
mecanismo continua-se com a projecao dos processos citoplasméaticos das células da glia
para o espago sub-retiniano, invadindo toda a retina, predominantemente com células de
Muller ativas, produtoras de GFAP. O resultado desta ativagdo é a acumulagéo de tecido
fibroso, no qual existem moléculas inibidoras de crescimento da matriz extracelular e de
moléculas de adesdo, como glicoproteinas e proteoglicanos, que limitam o crescimento dos
axbénios e a migracdo celular, impedindo as sinapses intercelulares, provocando

degenerescéncia celular e alteragédo da funcdo visual (Besharse & Bok, 2011).

RETINOPATIAS

A retina carateriza-se por ser uma estrutura delicada com uma organizacdo muito particular
de neurdnios, células da glia e vasos sanguineos. Quando este conjunto de alta
complexidade sofre uma agressado, desenvolvem-se alteracdes importantes que interferem
na funcao principal da retina, a visdo. Compreender a etiologia destas entidades patolégicas
gue condicionam um dos sentidos mais criticos para o ser humano é fundamental, sendo
gue a investigacdo na area da visdo, na persecucdo de novos alvos terapéuticos, €
considerada indispensavel e de grande interesse, atendendo ao aumento da longevidade da
populacdo e o consequente aparecimento de doencas degenerativas. Destacam-se certo
tipo de retinopatias degenerativas, responsaveis pela perda de visdo, com impacto

crescente na qualidade de vida da populacdo mundial.

Retinopatia diabética

A diabetes mellitus € uma doenga cronica, progressiva, de elevada prevaléncia na
populacdo humana, que apresenta como uma das complicagdes cronicas associadas a
retinopatia diabética. Segundo dados da International Diabetes Federation, esta doenca
sistémica tem vindo a aumentar e é atualmente considerada a 82 causa de morte nos paises
desenvolvidos, sendo afetados 6% da populacdo mundial. Em Portugal estima-se uma
prevaléncia de 11,7%, e 85 a 95% dos doentes com diabetes sdo do tipo 2, de acordo com a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Subsequentemente, a retinopatia diabética, como
complicacdo microvascular da doencga, € a maior causa de cegueira em adultos entre os 20
e 0s 74 anos de idade, e estima-se que cerca de 60% dos doentes com diabetes do tipo 2
sejam afetados. Clinicamente evidenciam-se duas fases de evolugdo: a retinopatia diabética

ndo proliferativa e a retinopatia diabética proliferativa, embora todas as formas apresentem
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hiperglicémia cronica que conduz a alteracdes metabdlicas e lesbes celulares importantes
(Nabais et al., 2011).

Retinopatia hipertensiva

A retinopatia hipertensiva surge associada a patologia cardiovascular de alta prevaléncia no
ser humano. Em 2009, estimou-se que cerca de 42% dos habitantes de Portugal seriam
hipertensos e esta taxa tende a aumentar a medida que a populacao envelhece (Cortez-
Dias, Martins, Belo, Fiuza, 2009). A incidéncia é maior para individuos de idade mais
avancada (superior a 64 anos), do sexo masculino, com excesso de peso e de raca negra
(Queiroz, 2005). Na hipertensédo arterial sistémica ocorrem uma série de alteracbes
vasculares que se refletem na retina, e consequentemente na funcdo visual (Ashton &
Garner, 1979).

Degenerescéncia macular relacionada com idade

Considerada uma doenca neurodegenerativa multifactorial da area central da retina, a
degenerescéncia da macula geralmente desenvolve-se em pacientes com idade superior a
60 anos, sendo uma das principais causas da perda de visao irreversivel nos paises mais
desenvolvidos, uma vez que existe uma tendéncia crescente para 0 envelhecimento das
populacdes (Cook, Patel & Tufail, 2008). J& em 2006, em Portugal calculou-se que existiam
310 000 doentes afetados com degenerescéncia macular precoce e 45 000 com a forma
avancada e tardia (Cunha-Vaz & Lobo, 2006).

Retinite pigmentosa

A retinite pigmentosa enquadra-se no conjunto das retinopatias degenerativas progressivas
dos fotorreceptores, de caracter hereditario na maior parte dos casos (Farrar, Kenna &
Humphries, 2002; Hamel et al., 2006). Este tipo de retinopatia representa uma das principais
causas de perda de visdo, com uma incidéncia aproximada de 1:4000, a nivel mundial (Sen
et al., 2008). Natarajan (2011) refere que a prevaléncia aumenta durante as primeiras 4
décadas da vida de cada individuo e que raramente se instala cegueira total. No entanto a

funcgédo visual reduz-se em cerca de 25% dos pacientes com retinite pigmentosa.
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MODELO EXPERIMENTAL

O murganho € uma das espécies animais mais utilizadas na investigagdo biomédica. A
escolha deste mamifero como modelo de investigacdo deve-se a uma série de fatores que
permitem a reproducéo das condicbes desejadas a analisar (Stahl et al., 2010). Uma das
principais vantagens é a semelhanca do cédigo genético, em que cerca de 85% dos genes
entre murganho e ser humano sao coincidentes, 0 genoma € de aproximadamente 0 mesmo
tamanho e conserva a mesma ordem (Twyman, 2002). De igual modo, mutagbes que nos
humanos que causam processos patolégicos, originam doencas semelhantes no murganho.
Por outra parte, a sua elevada prolificidade e ciclo reprodutivo de curta duracdo permitem
obter murganhos anatomica e fisiologicamente maduros rapidamente. Além do mais, existe
uma grande variabilidade intra-espécie que pode ser vantajosa para andlises genéticas e
para criacdo de hibridos mutantes e transgénicos (Chalupa & Williams, 2008). Por estes
motivos o murganho é utilizado com frequéncia para testar a eficacia e seguranca de novos
farmacos, para produzir vacinas e anticorpos monoclonais e para o estudo de mecanismos
patogénicos de doencgas humanas, entre as quais nos centramos nas retinopatias (Chalupa
& Williams, 2008; Chorilli, Michelin & Salgado, 2007).

No que diz respeito a area da visdo e, mais concretamente, ao estudo dos processos de

retinopatia, 0 murganho constitui também o modelo experimental de eleicdo dadas as

grandes semelhancas estruturais entre as retinas humana e de murganho.
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OBJECTIVOS

Este trabalho teve como objectivo caracterizar as alteragbes retinianas observadas no
modelo murino de retinopatia pela injecdo de iodato de sddio, com degenerescéncia dos
fotorreceptores, por meio das técnicas de histologia de rotina, imunohistoquimica, Western
Blotting e g-RT-PCR. Deste modo, 0 que se pretende é estabelecer padrdes de resposta
das células de Miller que permitam identificar as fases do processo degenerativo-

inflamatorio que se desenvolve.

A definicdo deste padres de resposta foi fundamental, devido a reduzida dimenséo de uma
retina de murganho, e a que, por vezes, a preparacdo especificas das amostras para cada

metodologia, inviabiliza a execuc¢ao de diferentes técnicas, numa mesma amostra de retina.

A utilizacdo de um modelo murino de retinopatia com degenerescéncia dos fotorreceptores
no ambito do projeto de investigacao “Analise de uma nova via de aporte de ferro a retina:
papel da ferritina como proteina transportadora de ferro e o seu envolvimento na eliminacéo
dos radicais livres - PTDC/SAU-ORG/110856/2009” tornou necessario estabelecer critérios
objetivos que permitissem determinar as diferentes fases do processo degenerativo-

inflamatorio
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1. ANIMAIS
Neste trabalho foram utilizados 25 murganhos (Mus musculus) da estirpe ICR (CD-1)
(Harlan Laboratories, Inc., Itingen, Suica.), com idades compreendidas entre 4 e 6 meses.

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.

2. MODELO DE RETINOPATIA INDUZIDA PELA INJECCAO DE IODATO DE SODIO

A administracdo sistémica de iodato de sédio (NalO3z) provoca lesfes especificas no epitélio
pigmentar da retina e subsequente degenerescéncia dos fotorreceptores. Por esta razao o
iodato de sdOdio é utilizado com frequéncia em modelos de inducdo de retinopatias
degenerativas com apoptose dos fotorreceptores, em varias espécies, incluindo o murganho
(Enzmann et al., 2006; Kiuchi, Yoshizawa, Shikata, Moriguchi & Tsubura, 2002).

Os murganhos, distribuidos em grupos de 4 animais cada, foram injetados
intraperitonealmente com 100 mg/Kg de iodato de sédio (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados
Unidos da América) em soro fisiolégico (NaCl 0,9%), de maneira a obter-se uma solucéo
final de 250 ml e foram eutanasiados 24, 48 e 72 horas ap6s a injecdo, respetivamente.
Para cada grupo foi usado 1 animal injetado com igual volume de soro fisiolégico como
controlo negativo (Kiuchi et al, 2002). Assim, foram estabelecidos 0s seguintes tempos de

estudo: Controlo, T4, Tas, T7o.

As retinas foram obtidas e processadas como descrito, em seguida, para estudo por meio

das técnicas de histologia de rotina, imunohistoquimica, Western Blotting e g-RT-PCR.

3. OBTENCAO INICIAL DAS AMOSTRAS

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

Experimentacion Animal” da Universidade Autdbnoma de Barcelona.
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A eutandsiados animais foi realizada mediante anestesia com Isoflurano (Isoflo®, Esteves
Veterinaria, Carnaxide, Portugal), seguida de deslocamento cervical (Van Zupthen,
Baumans & Beymen, 2001).

3.1. Obtencé&o dos globos oculares

Apbs enucleacao dos globos oculares, estes foram colocados na solu¢éo recomendada pelo
protocolo da técnica a efetuar. De um modo geral, a solugéo utilizada foi a solugdo-tampéao
de fosfato (phosphate buffer saline, PBS). No caso das amostras para a reagdo em cadeia
da polimerase de transcricdo reversa em tempo real (g-RT-PCR), a solugéo de lavagem foi
agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1% (Fluka® —Sigma-Aldrich, St. Louis,
Estados Unidos da América).

3.2. Extragao das retinas

As retinas foram obtidas com recurso a um microscopio estereoscépico ou lupa binocular
(Wild M3®, Heerbrugg, Suica). Procedeu-se a fixacdo de cada globo ocular com pincas de
insetos (FST®, Heidelberg, Alemanha) a nivel do pdlo anterior (vértice da superficie curva
anterior da cornea) e do polo posterior (vértice da superficie curva posterior da esclera) do
mesmo. Posteriormente, com uma tesoura de microcirurgia, efetuou-se uma incisdo ao longo
do limbo da cérnea para extrair o cristalino através da pupila e permitir o acesso a retina.
Apoés seccionar o nervo éptico, a retina foi separada, deixando o epitélio pigmentar da retina

aderente a coroideia.

Apoés a obtencdo das retinas, cada técnica respeitou métodos de processamento diferentes,

pelo qual no inicio de cada protocolo serdo descritos em detalhe os procedimentos

efetuados para a amostra a analisar.

4. PROCESSAMENTO DA RETINA PARA TECNICAS HISTOLOGICAS

4.1. Incluséo em parafina

- Fixacdo: imersédo dos globos oculares em formol a 10% (NBF, neutral buffered formalin),

durante 24 horas, a temperatura ambiente.
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- Lavagem: eliminacdo do excesso de fixador com 4 passagens em Igepal (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Estados Unidos da América) a 0,1% em solucdo-tampao de fosfato
(PBI), durante 2 horas, a temperatura ambiente, com agitacdo da amostra.

- Desidratacdo: imersdo das amostras numa bateria de alcoois de concentracdo 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;

- Diafanizacdo: passagem da peca durante 1 hora por xilol;

- Impregnacdo em parafina: impregnacao das pecas em parafina a 57°C, durante 24 horas,
realizando-se uma mudanca da parafina durante esse tempo.

- Formacéo do bloco de parafina (incluséo propriamente dita).

- Cortes com micrétomo: realizacao de cortes sagitais dos olhos, com 4 um de espessura
,em micrétomo Shandon Retraction AS325 (Rankin Biomedical Corp.,Holly,
Estados Unidos da América).

- Colagem dos cortes: flutuacdo dos cortes num banho de agua destilada aquecida a 50-
55°C,;
passagem das laminas, previamente cobertas com silano (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Estados Unidos da América), sob os cortes, de forma a que estes adiram.

- Secagem a 60°C durante 30 minutos.

5. TECNICAS HISTOLOGICAS

As técnicas histolégicas visam a preparacdo dos tecidos, mantendo a estrutura e
organizacao dos mesmos intactos, de forma a identificar ao microscépio as caracteristicas
préprias dos tecidos e quaisquer alteracdes morfolégicas que possam estar presentes. Para
uma melhor visualizacéo e diferenciacéo eficazes de tecidos e seus componentes recorre-se

a coloracdo hematoxilina-eosina (Fischer, Jacobson, Rose & Zeller, 2008)

5.1. Coloragao de cortes histolégicos com hematoxilina-eosina

Para a realizagdo das técnicas histolégicas, o protocolo utilizado para o processamento das

amostras em cortes histoldgicos de retina, incluidas em parafina, foi o seguinte:

- Desparafinizagéo: 2 passagens em xilol de 5 minutos cada.
- Rehidratacéo: 2 passagens em alcool a 100° durante 5 minutos cada;
2 passagens em alcool a 96° durante 5 minutos cada;

1 passagem em &lcool a 80° durante 5 minutos;
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1 passagem em &lcool a 70° durante 5 minutos.
- Lavagem em agua corrente durante 5 minutos.
- Hematoxilina de Harris: 1 banho de 5 a 10 minutos.
- Lavagem em &gua corrente durante 5 minutos.
- Acido cloridrico a 0,25% em &lcool a 70° (alcool cloridrico): 1 passagem rapida.
- Lavagem em &gua corrente durante 5 minutos.
- Eosina: 1 banho de 30 segundos a 1 minuto.
- Desidratacao rapida: 2 passagens em alcool a 96° durante 5 minutos cada;
1 passagem em alcool a 100° durante 5 minutos.
- Diafanizacéo: 2 passagens em xilol durante 5 minutos cada.
- Montagem das laminas: cobriu-se o corte ainda hiumido com Entellan®;
cobriu-se com lamela;
- Lutagem: selou-se com verniz.
- Observacao: as retinas foram observadas num microscépio 6éptico Nikon Eclipse E-800

e fotografadas com uma camara digital Nikon DXM 1200F.

6. TECNICAS IMUNOHISTOQUIMICAS

A imunohistoquimica € uma ciéncia que combina técnicas histologicas, imunologicas e
bioquimicas para identificar tipos celulares ou determinados constituintes celulares pela
interacdo especifica anticorpo-antigénio. A ligacdo de anticorpos a epitopos moleculares
especificos torna-se visivel pela utilizacdo de anticorpos conjugados a substancias
detectaveis, especificos para o antigénio selecionado. Desta forma, permite localizar
componentes celulares e intercelulares, sobretudo proteinas e enzimas. E também uma
técnica bastante utilizada para a identificacdo celular e estudo da distribuicdo das células

nos diversos tecidos (Luttmann, Bratke & Kipper, 2006).

6.1. Imunohistoquimica sobre cortes histoldgicos

Para a realizacdo das técnicas imunohistoquimicas, o protocolo utilizado para o
processamento das amostras em cortes histolégicos de retina, incluidas em parafina, foi o

seguinte:

- Desparafinizagéo: 2 passagens de 5 minutos cada em xilol.
- Rehidratacéo: 2 passagens em alcool a 100° durante 5 minutos cada;

2 passagens em éalcool a 96° durante 5 minutos cada;
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1 passagem em alcool a 80° durante 5 minutos;
1 passagem em &lcool a 70° durante 5 minutos.
- Lavagem: 1 passagem em agua destilada de 5 minutos;
1 passagem em solucédo-tampao (WB, wash buffer) de 5 minutos.
- Montagem da camara de incubagéo.
- Lavagem com &gua destilada durante 5 minutos;
- Lavagem com WB durante 5 minutos;
- Incubacdo do anticorpo primario (rabbit anti-mouse GFAP, Dako Cytomation, Glostrup,
Dinamarca):
anti-GFAP (1:500) em WB + 10% soro bloqueador;
incubacdo em camara huamida, a 4°C, durante toda a noite.
- Lavagem: 3 lavagens de 5 minutos cada com PBI.
- Incubacéo do anticorpo secundario:
anti-IlgG rabbit biotinilado (1:100) em WB;
incubacdo em camara hamida, a temperatura ambiente, durante 2 horas.
- Lavagem: 3 lavagens de 5 minutos cada com PBI.
- Incubagéo do fluorocromo:
estreptavidina conjugada com Alexa Fluor® 488 (1:100) em PBS;
incubacdo em camara himida, a temperatura ambiente, durante 2 horas.
- Lavagem: 3 lavagens de 5 minutos cada com PBI.
- Coloracao dos nucleos:
To-Pro®-3 iodide (1:100) em PBS durante 5 minutos.
- Lavagem: 3 lavagens de 5 minutos cada com PBI.
- Montagem das laminas com Fluoromount (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos da
América) e colocacao de lamela;
secagem durante 1 hora a temperatura ambiente;
- Lutagem: selou-se com verniz.
- Observacéao: as retinas foram observadas num microscépio de varrimento laser confocal
Leica TCS-SP2 AOBS (Leica Microsystems GmbH, Westzlar, Alemanha).

O controlo negativo foi sempre realizado, suprimindo a adigdo do anticorpo primario. Apés a

adicdo do fluorocromo, as amostras foram processadas em camara escura para evitar a

extingéo da fluorescéncia.
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7. QUANTIFICAGCAO PROTEICA

A determinagdo da proteina total permitiu quantificar a concentracdo de proteina de cada
amostra, de forma a otimizar a detecdo por Western Blotting. Para este estudo, a
guantificac@o proteica da amostra foi realizada através de dois métodos:

7.1. Método Bicinchoninic Acid Protein (BCA) ou de Smith

Foi utilizado o kit da Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos da América — Bicinchoninic

Acid Protein assay® e respeitou-se o0 protocolo sugerido (Standart 2.1ml Assay Protocol).

O principio do método do acido bicinconinico (BCA) baseia-se na formacdo de complexos
proteina-cobre em meio alcalino. O processo consiste na reducdo de Cu?* a Cu* pelas
proteinas, com a detecdo colorimétrica do ido Cu®. O BCA une-se ao Cu’ e forma um
produto de cor roxa, com forte absorvancia a 562 nm, que é linear com concentracdes
crescentes de proteina, ao longo de uma extensa gama de concentragbes (200 pg/ml —
1000 pg/ml ou 20-100 pg de proteina total) (Smith et al., 1985).

7.1.1. Preparacédo do reagente BCA (solucdo A+B)

- Reagente BCA: adicionaram-se 50 partes do reagente A a 1 parte do reagente B;

diluiu-se a solugdo com agua MilliQ (1:5).

7.1.2. Preparacao das amostras de retina

As retinas foram obtidas como descrito anteriormente, ap6s o que foram colocadas na
solucéo de lise: 300 pl de tamp&o RIPA com 1/8 de comprimido de EDTA mini complete

(Roche, Amadora, Portugal, Amadora, Portugal).

- Maceracdo mecéanica da amostra com auxilio de um bisturi.
- Homogeneizagdo em vortex (VWR® International, Carnaxide, Portugal), durante 1 minuto.
- Sonicagéo (Bandelin Sonoplus®, Berlim, Alemanha) a 50 W de poténcia, 9 ciclos, em gelo,
durante 5 minutos.
- Desnaturacgéo proteica: adicionou-se 2-mercaptoetanol a cada amostra (5:100);
colocou-se em banho seco a 95°C ,durante 15 minutos.
- Centrifugacdo a 10000x g, em refrigeracdo (4°C), durante 10 minutos e recolheu-se o

sobrenadante.
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- DiluicAo da amostra: prepararam-se diluicbes seriadas da amostra a quantificar:

Amostra total: 100 pl + 2 ml reagente BCA,

Diluicdo (1:5): 20 pl amostra + 80 pl RIPA + 2 ml reagente BCA,
Diluicdo (1:10): 10 pl amostra + 90 pl RIPA + 2 ml reagente BCA,;
Controlo negativo: 100 ul RIPA + 2 ml reagente BCA.

7.1.3. Preparacdo da solucéo da curva-padrao com albumina sérica bovina (BSA)

- Diluicdo: prepararam-se diluicdes seriadas a partir da solu¢do-padrdo (1 mg/ml de BSA)
em RIPA:
Diluicdo 100 pg/ml: 10 pl BSA + 90 ul RIPA + 2 ml reagente BCA,;
Diluigdo 200 pg/ml: 20 pl BSA + 80 pl RIPA + 2 ml reagente BCA;
Diluig&do 400 pg/ml: 40 pl BSA + 60 pl RIPA + 2 ml reagente BCA,;
Diluicdo 600 pg/ml: 60 pl BSA + 40 pl RIPA + 2 ml reagente BCA,
Diluigdo 800 pg/ml: 80 pl BSA + 20 ul RIPA + 2 ml reagente BCA.

7.1.4. Quantificacdo

- Incubacéo: colocaram-se todos os tubos em banho-maria a 60°C, durante 15 minutos.

- Leitura: transferiram-se as solucdes para as cuvetes de espectrofotdmetro;
determinar as absorvancias a 562 nm no espectofotometro (Ultrospec 3100 Pro,
GE Healthcare, Madrid, Espanha).

- Quantificacdo: construiu-se a curva-padrao com os resultados da solucdo BSA,;
determinou-se a concentracdo de proteina para cada uma das diluicbes da

amostra de retina, utilizando a equacao da curva-padrao.

7.2. Método de Bradford

O método de Bradford (1976) utiliza o corante Azul Brilhante G para a quantificagdo
proteica. O corante, presente no reagente de Bradford, interage com as proteinas e provoca
um desequilibrio, no pH de reacdo. Os complexos proteina-corante formados absorvem
fortemente a 595 nm (Zaia, Zaia, & Lichtig, 1998). O reagente de Bradford utilizado foi

adquirido pela Sigma Aldrich (Reagente de Bradford - B 6916, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Estados Unidos da América).
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7.2.1. Preparacao do reagente de Bradford

- Reagente de Bradford: diluiu-se a solu¢@o concentrada com agua MilliQ (1:5).

7.2.2. Preparagao da amostra

As retinas foram obtidas como descrito anteriormente, apés o que foram colocadas na
solugéo de lise: 300 pl de tampdo RIPA com 1/8 de comprimido de EDTA mini complete
(Roche, Amadora, Portugal).

- Maceracao mecanica da amostra com auxilio de um bisturi.
- Homogeneizacao em voértex (VWR® International, Carnaxide, Portugal), durante 1 minuto.
- Sonicacédo (Bandelin Sonoplus®, Berlim, Alemanha) a 50 W de poténcia, 9 ciclos, em gelo,
durante 5 minutos.
- Desnaturacao proteica: adicionou-se 2-mercaptoetanol a cada amostra (5:100);
colocou-se em banho seco a 95°C ,durante 15 minutos.
- Centrifugacdo a 10000x g, em refrigeracdo (4°C), durante 10 minutos e recolheu-se o
sobrenadante.
- Diluicao da amostra: prepararam-se diluicdes seriadas da amostra a quantificar:
Diluicao (1:2): 25 pul amostra + 25 pl RIPA + 1,5 ml reagente BCA;
Branco: 50 pl RIPA + 1,5 ml reagente BCA.

7.2.3. Preparacéao da solucdo para a curva-padrao de albumina sérica bovina (BSA)

- Diluicdo: prepararam-se diluicdes seriadas a partir da solu¢do-padrao (1 mg/ml de BSA)

em RIPA:
Diluig&do 0,05 mg/ml: 2,5 pl BSA + 47,5 pl RIPA + 1,5 ml do reagente de Bradford,;
Diluig&do 0,1 mg/ml: 5 pul BSA + 45 ul RIPA + 1,5 ml do reagente de Bradford;
Diluig&o 0,2 mg/ml: 10 pl BSA + 40 ul RIPA + 1,5 ml do reagente de Bradford;
Diluig&do 0,3 mg/ml: 15 pl BSA + 35 pl RIPA + 1,5 ml do reagente de Bradford;
Diluig&do 0,4 mg/ml: 20 pl BSA + 30 ul RIPA + 1,5 ml do reagente de Bradford;
Diluig&do 0,5 mg/ml: 25 pl BSA + 25 pl RIPA + 1,5 ml do reagente de Bradford;
Diluig&o 0,6 mg/ml: 30 pl BSA + 20 ul RIPA + 1,5 ml do reagente de Bradford;
Diluig&do 0,7 mg/ml: 35 pl BSA + 15 ul RIPA + 1,5 ml do reagente de Bradford;
Diluig&do 0,8 mg/ml: 40 pl BSA + 10 ul RIPA + 1,5 ml do reagente de Bradford;
Diluigdo 0,9 mg/ml: 45 pl BSA + 5 ul RIPA + 1,5 ml do reagente de Bradford,;
Diluicdo 1.0 mg/ml: 50 pl BSA + 1,5 ml do reagente de Bradford.
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7.2.4. Quantificacdo

- Leitura: transferiram-se as solucdes para as cuvetes de espectrofotometro;
determinaram-se as absorvancias a 595 nm no espectofotometro (Ultrospec
3100 Pro, GE Healthcare, Madrid, Espanha).

- Quantificacdo: construiu-se a curva-padrao com os resultados da solugdo BSA,;
determinou-se a concentracdo de proteina para cada uma das diluicdes da
amostra de retina, utilizando a equacéo da curva-padrao.

8. WESTERN BLOTTING

Em Biologia Molecular, o termo “blotting”, faz referéncia a transferéncia de uma substéncia
gue se deseja identificar para uma membrana (Luttmann et al., 2006). O Western Blotting ou
Immunoblotting foi introduzido por Towbin em 1979 e é hoje em dia, uma das técnicas de
analise e detecdo de proteinas mais utilizada. De uma forma sucinta, o0 método envolve a
separacao das varias proteinas num gel de electroforese, ao qual se aplica uma corrente
elétrica, que resulta na migracdo e separacdo das mesmas conforme o peso molecular. A
electroforese também transfere as proteinas para a superficie de uma membrana de alta
afinidade, produzindo uma réplica do gel original. A proteina a ser identificada € visualizada
na membrana por meio de um anticorpo especifico contra essa proteina. O protocolo de
Western Blotting utilizado foi baseado no protocolo sugerido pela Abcam, Cambridge, Reino
Unido (Katoch, 2011).

8.1. Preparacdo das amostras

Apos a extracdo das retinas como descrito anteriormente, estas foram colocadas na solugéo
de lise: 100 pl de tampao RIPA com 50 pl de corante 3DB e 1/16 de comprimido de EDTA

mini complete (Roche, Amadora, Portugal).

- Maceracdo mecéanica da amostra com auxilio de um bisturi.

- Homogeneizacdo em vortex (VWR® International, Carnaxide, Portugal), durante 1 minuto.

- Sonicagdo (Bandelin Sonoplus®, Berlim, Alemanha) a 50 W de poténcia, 9 ciclos, em gelo,
durante 5 minutos.

- Desnaturacgéo proteica: adicionou-se 2-mercaptoetanol a cada amostra (5:100);

colocou-se em banho seco a 95°C ,durante 15 minutos.

35



MATERIAL E METODOS

- Centrifugacdo a 10000x g, em refrigeracdo (4°C), durante 10 minutos e recolheu-se o
sobrenadante.

8.2. Preparacgéo do gel de poliacrilamida

- Montagem do casting de SDS-PAGE (Electroforesis KuroGel Verti 10104K, VWR®
International, Carnaxide, Portugal).

- Gel de resolucéo: adicionou-se o gel de 12 % de acrilamida ao casting;
adicionou-se agua MilliQ para alinhar o gel e retirar bolhas de ar.

- Polimerizacao a temperatura ambiente, durante 30 minutos e remocao da agua MilliQ.

- Gel de concentracdo: adicionou-se o gel de 4% de acrilamida ao casting e colocou-se o
pente de 12 pocos.

- Polimerizacéo a temperatura ambiente, durante 30 minutos.

8.3. Electroforese unidimensional

- Montagem do casting de electroforese;
adicionou-se o tampao de corrida a tina de electroforese;
retirou-se pente formador de pocos.
- Preparacdo da corrida: colocaram-se as amostras e marcador molecular (NZY Colour
Protein Marker Il, NZYTech Lda, Lisboa, Portugal) nos respetivos pocos;
ligou-se a fonte de alimentacao.
- Electroforese: aplicou-se uma voltagem constante de 80-120 V, durante o tempo

necessario.

8.4. Transferéncia por electroforese

- Ativacdo da membrana de PVDF (Immobilon-P Transfer membrane™, Merck Millipore,
Darmstad, Alemanha):
1 passagem em metanol de 1minuto;
equilibragdo no tampé&o de transferéncia, durante 20 minutos.
-Montagem do casting de transferéncia:
cortou-se o gel de concentragéo e deixou-se a equilibrar no tampéao;
montou-se a cassete, colocando o gel, em intima aposicdo com a membrana,
entre as esponjas e papel de filtro;
colocou-se a cassete no casting.

- Preparacgéo da transferéncia: adicionou-se o tampao de transferéncia.
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refrigerou-se a tina com um circuito de agua fria corrente e gelo.
- Electroforese: aplicou-se uma corrente elétrica de voltagem constante 20-30 V, durante 16
horas.

8.5. Coloracdes

- Desmontagem: abriu-se a cassete de transferéncia para extrair a membrana e o gel.

- Lavagem da membrana: 1 passagem em agua MilliQ de 5 minutos.

- Coloracdo da membrana: 1 passagem no corante Ponceau S de 1 minuto.

- Lavagem da membrana: 1 passagem em agua MilliQ de 5 minutos.

- Coloracdo do gel: 1 passagem em corante azul brilhante de Coomassie, sob agitacéo,
durante 4 horas.

- Descoloracéo do gel: 2 passagens na solugéo descorante de 10 minutos cada.

- Observacéao do gel: fotografou-se sob luz ultra-violeta (Image Master® VDS, Pharmacia
Biotech, Suica) utilizando o programa Liscap Image Capture versdo 1.0

(Pharmacia Biotech, Suica).

8.6. Bloqueio

- Lavagem: 2 passagens da membrana em Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados
Unidos da América) a 0,05% em solucdo-tampdo de fosfato (PBST), sob
agitacao, durante 10 minutos cada.

- Blogueio: incubacéo em solucdo de bloqueio, durante 1 hora, a temperatura ambiente, em
agitacao.

- Lavagem: 2 passagens da membrana em PBST, sob agitacdo, durante 10 minutos cada.

8.7. Imunodeteccdao

Para este método foram necessarios dois anticorpos primarios, o anticorpo que reconhece a

proteina que interessava detetar (GFAP) e um anticorpo de loading control (anti-B-actina).

Anticorpo Descricao Especificidade o Origem
molecular
. Policlonal (IgG) | células de Miiller e i Abcam
goat anti-mouse GFAP astrocitos 48 - 50kDa (ab533554)
. - i . citoesqueleto Abcam
rabbit anti-mouse - actina | Policlonal (IgG) celular 42kDa (ab8227)

Tabela 1 - Anticorpos primérios utilizados.
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Anticorpo Descricao Origem
donkey anti- goat IgG — HRP PO(II'SIC?;'aI Abcam (ab97110)

. . _ Policlonal Southern Biotech (4030-
goat anti- rabbit IgG — HRP (19G) 05)

Tabela 2 - Anticorpos secundarios utilizados.

- Incubacgéo do anticorpo primario:
anti-GFAP (0,3 pg/ml) + solucéo de bloqueio;

incubacao a temperatura ambiente, sob agitacédo, durante 2 horas;

anti B-actina (1: 1000) + solucéo de bloqueio;

incubacao a temperatura ambiente, sob agitacédo, durante 2 horas.

- Lavagem: 1 passagem de 15 minutos em PBST, sob agitagéo;
1 passagem de 10 minutos em PBST, sob agita¢ao;

1 passagem de 5 minutos em PBST, sob agitac¢ao.

- Incubacédo do anticorpo secundario:
anti-goat (1:75000) + solucéo de bloqueio;

incubacao a temperatura ambiente, sob agitacdo, durante 30 minutos;

anti-rabbit (1:5000) + solucéo de bloqueio;

incubacao a temperatura ambiente, sob agitacdo, durante 30 minutos.

- Lavagem: 1 passagem de 15 minutos em PBST, sob agitacéo;
1 passagem de 10 minutos em PBST, sob agitacéo;

1 passagem de 5 minutos em PBST, sob agitacao.

8.8. Revelacéo por quimioluminescéncia

- Reacédo de quimioluminescéncia: adicionou-se a superficie da membrana o reagente
guimioluminescente (ECL Luminata crescendo™-Western HRP substrate, Merck
Millipore, Darmstad, Alemanha) e deixou-se atuar durante 5 minutos.

- Montagem: colocou-se a membrana na cassete de revelagéo.

- Exposicdo da pelicula Amersham Hyperfilim ECL (GE Healthcare, Madrid, Espanha) na

camara escura, durante o tempo necessario.
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- Revelacdo manual: 1 passagem pelo liquido revelador, durante 5 minutos.

- Lavagem: 1 passagem em &gua corrente, durante 5 minutos.

- Fixagdo manual: 1 passagem pelo liquido fixador, durante 5 minutos.

- Lavagem: 1 passagem em &gua corrente, durante 5 minutos.

- Quantificacdo das bandas reveladas por analise de densitometria éptica pelo programa de
analise de imagens “Image J 1.46r" (National Institutes of Health®, Estados
Unidos da América).

9. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE DE TRANSCRICAO REVERSA EM TEMPO
REAL (q-RT-PCR)

A técnica de -RT-PCR é frequentemente utilizada para andlise e quantificacdo da
expressao génica de amostras bioldgicas, por meio de detecédo do acido ribonucleico (ARN)
constituinte. Para tal, 0 ARN mensageiro (ARNmM) deve ser retrotranscrito numa cadeia de
acido desoxirribonucleico complementar (ADNc), reacdo modulada pela enzima
transcriptase. Para o inicio da reacdo q-RT-PCR, é necessario a presenca de iniciadores de
sintese (primers) cuja sequéncia vai condicionar a especificidade do fragmento amplificado.
A g-RT-PCR permite guantificar em tempo real o ADNc em cada ciclo de amplificacao.
(Kubista et al., 2006; Nascimento, Suarez & Pinhal, 2010).

A detecdo do ADNc amplificado, foi realizada com o fluorocromo intercalador de DNA Sybr
Green | (PCR-Master mix, Applied Biosystem™, Foster, Estados Unidos da América). Este
corante liga-se as cadeias duplas de ADNc sintetizadas em cada ciclo sucessivo. A detecéo
direta da quantidade de ADNc é proporcional a intensidade de fluorescéncia emitida (Storch,
2007).

A expressdo génica relativa € determinada a partir da comparagédo da expressao do gene-
alvo com um ou mais genes constitutivos, também designados por housekeeping genes.
Tais genes sao utilizados como controlo end6geno da expressao génica, uma vez que
apresentam niveis de expressao constante, isto é, ndo sofrem oscilagfes significativas na
expressao mediada. Para este estudo em concreto, escolhemos o gene que regula a
proteina B-actina para comparar com a expressdo do gene de interesse, GFAP (Suzuki,
Higgins & Crawford, 2000).
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9.1. Preparacao das amostras

As retinas foram obtidas como descrito anteriormente e colocadas imediatamente em 350 pl
de solucéao de lise: 10 pl 2-mercaptoetanol com 1000 ul de solugcdo RLT (buffer RLT®,
Qiagen, Hilden, Alemanha).

9.2. Extracdo de ARNm

A extragdo e purificagdo de ARN das amostras utilizadas neste estudo foram realizadas
através do RNeasy® mini kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), respeitando-se o protocolo

sugerido pelo fabricante.

- Precipitacao: adicionou-se igual volume de etanol a 70% a amostra lisada.

- Montagem: transferéncia de 700 pl da solucéo para colunas RNeasy de centrifugacdo do
kit (RNeasy spin column).

- Centrifugacao a uma velocidade igual ou superior a 8000x g, a 4°C, durante 30 segundos;
eliminacgdo do liquido no fundo da coluna.

- Lavagem: adicionou-se 350 pul de solucao de lavagem RW1.

- Centrifugacao a uma velocidade igual ou superior a 8000x g, a 4°C, durante 30 segundos;
eliminacao do liquido no fundo da coluna.

- Digestdo de ADN: adicionou-se 10 ul da solucéo de enzima DNase e 70 ul da solucdo RDP
a cada amostra;
aguardou-se 15 minutos a temperatura ambiente.

- Lavagem: adicionou-se 350 pul de solucao de lavagem RW1.

- Centrifugacao a uma velocidade igual ou superior a 8000x g, a 4°C, durante 30 segundos;
eliminacao do liquido no fundo da coluna.

- Lavagem: adicionou-se 500ul da solugdo RPE (4 volumes etanol 96° + tamp&o RPE®).

- Centrifugacéo a uma velocidade igual ou superior a 8000x g, a 4°C, durante 30 segundos;
eliminacao do liquido no fundo da coluna.

- Lavagem: adicionou-se 500ul da solugéo RPE.

- Centrifugagéo a uma velocidade igual ou superior a 8000x g, a 4°C, durante 30 segundos;
descartou-se o liquido no fundo da coluna.

- Transferiu-se cada amostra para um microtubo de 1,5ml.

- Eluicéo: adicionou-se 40 pl de 4gua pura RNase diretamente na membrana e aguardou-se
5 minutos a temperatura ambiente.

- Centrifugacéo a uma velocidade igual ou superior a 8000x g, a 4°C, durante 1 minuto;

recolheu-se o ARN eluido.
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9.3. Quantificagdo do ARN

A concentragéo do ARN total obtido de cada amostra foi determinada por espectrofotometria
(Nanodrop® 2000, ThermoScientific, Waltham, Estados Unidos da América) a 260 nm. A
pureza e a integridade do ARN total foram avaliadas com base no quociente entre as
absorvancias medidas a 260 nm e a 280 nm.

9.4. Retrotranscricdo de ARNm

O “High Capacity RNA-to-cDNA kit” (Applied Biosystems™ Foster, Estados Unidos da
América.) foi utilizado para a transcricio de ARNm. Como tal, seguiu-se o protocolo
recomendado pelo fabricante. Cada reacdo de RT-PCR de volume final de 20 pl deveria
conter 500 ng de ARN total, 50 nM de RT Random Primers, 0,25 mM de cada nucleétido
d'NTPs e 3,33 U/ul da MultiScribe™ Reverse Transcriptase e 0,25 U/ul de RNase inhibitor.

A Tabela 3, fornecida pelo fabricante, indica os volumes dos reagentes necessarios.

Reagentes Volume /1x reacéo

RT Buffer 10x 2
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1l
d'NTPs 25x 0,8 ul
RT Random Primers 10x 2
RNase inhibitor 1l
RNeasy free water 3,2 ul
ARN total 10ul

Total por reacao 20 pl

Tabela 3 - Volumes necessarios para preparacdo uma da reacdo de RT-PCR. Adaptada de

www.appliedbiosystems.com.

- Retrotranscrip¢do: submeteu-se cada amostra a um programa de trés fases (10 minutos a
25°C, 120 minutos a 37°C e 5 minutos a 85°C) num termociclador Doppio ®

(VWR® Internacional, Carnaxide, Portugal).
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9.5. Preparacédo dos primers

No presente estudo foram analisados dois genes referentes a espécie Mus musculus: GFAP
e B-actina. Os primers utilizados estéo listados na tabela seguinte:

Gene Primers no sentido 5’-3’ Temperatura  %G+C Origem
de anneling
GFAP F AAGGTTGAATCGCTGGAGGA 58,3°C 50
NZYTech
R CTGTGAGGTCTGGCTTGGC 58°C 63
B-actina F  TGTTACCAACTGGGACGACA  Gentilmente cedidos pelo Prof. Doutor
R GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA Antonio Duarte (Trindade, A, 2008)

Tabela 4 - Primers utilizados.

- Reconstituicdo: adicionou-se o volume de agua pura (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados
Unidos da América) ao primer liofilizado para obter uma solucéo de 100 puM.
- Homogeneizou-se em vortex, durante 1 minuto.

- Diluiu-se cada primer a 2 pmol/ul.

9.6. Amplificacdo ADNc

Foram adicionados os volumes dos reagentes necessarios para uma reacao de 25 pl,

seguindo a tabela fornecida pelo fabricante como referéncia:

Reagentes Volume /1x reacéo
2x SYBR green 6,25 pl
Primer Forward (2pmol/pl) 1l
Primer Reversed (2pmol/pul) 1l
ADNCc (3,125 ng/ul) 1l
RNeasy free water 3,25 ul

Total por reacéo 12,5 ul

Tabela 5 - Volumes necessarios para preparacdo de uma reacdo de PCR de 25 ul. Adaptada de

www.appliedbiosystems.com.

- Amplificacdo ADNCc: pipetou-se 12,5 pl para cada pogo da placa (Micro Amp Fast® 96 well

Reactor Plate of 0,1 ml, Applied Biosystem™ Foster, Estados Unidos da
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América). q-RT-PCR realizada com StepOne plus (Applied Biosystem™, Foster,
Estados Unidos da América) programado para 40 ciclos (desnaturacao inicial de

95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos e de
1 minuto a 60°C).
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1. TECNICAS HISTOLOGICAS

A analise histologica dos cortes de retina fixados em formol e incluidos em parafina, para
observacdo em microscopia Optica convencional, foi o ponto de partida deste trabalho.
Foram avaliadas as alteragcbes morfoldgicas, visto que, a compreensdo dos fendmenos

tecidulares que ocorrem na inflamacéo é fundamental para o presente estudo.

De forma a evidenciar os componentes celulares do tecido, recorreu-se a coloracao de
hematoxilina-eosina. Esta técnica de coloracdo visa a identificacdo e diferenciacdo de
tecidos organicos, uma vez que devido as propriedades &cidas ou basicas dos corantes
constituintes, estes se ligam aos componentes aciddfilos ou basofilos, respetivamente
(Fischer et al., 2008; Junqueira & Carneiro, 2004).

Retina-controlo

A retina-controlo apresentou uma arquitetura normal, com a distribuicdo espacial dos
diferentes tipos celulares nos respetivos estratos retinianos (Figura 12A). Externamente
identificou-se a camada dos fotorreceptores, bem definida, com os nucleos destas células
dispostos na camada nuclear externa. Na camada nuclear interna observaram-se 0s corpos
celulares das células normalmente presentes neste estrato. Internamente, e como esperado,
a camada de células ganglionares surgiu sem alteracbes e delimitada pela membrana

limitante interna.

T24

A retina do animal eutanasiado 24 horas ap6s a administracdo de iodato de sédio exibiu
alteracOes estruturais evidentes, sobretudo a nivel dos estratos mais externos da retina,
observando-se o inicio da desorganizacdo da camada nuclear externa (Figura 12B). As

restantes camadas ndo apresentaram alteragdes significativas.

T48

Transcorridas 48 horas da injecdo intraperitoneal de iodato de sodio, detetou-se uma
marcada alteracdo da estrutura retiniana, tanto nos estratos mais externos como nos mais
internos. O estrato dos fotorreceptores apresentava lesdes significativas associadas a uma
acentuada reducéo do numero destas células, de tal modo que se podiam observar zonas
em gque, devido a perda progressiva de fotorreceptores, esta camada tinha desaparecido

completamente (Figura 12C). Relativamente a fase anterior, verificou-se um aumento do
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grau de desorganizacdo dos nucleos da camada nuclear externa. A camada nuclear interna
exibia igualmente uma extensa desorganiza¢do, com diminuicdo do niumero de nucleos e
alteracdo da sua distribuicdo espacial. A nivel da camada das células ganglionares, da
camada das fibras do nervo Optico e da membrana limitante interna observaram-se

igualmente alteracdes, com alteragdes da arquitetura tecidular (Figura 12C).

T72

Foram avaliadas as alteracBes 72 horas apds a administracdo de iodato de sddio, periodo
em que esta descrito o inicio da fase de resolucdo do processo inflamatério (Kiuchi et al.,
2002). As lesbBes estruturais observadas tracavam uma imagem histoldgica semelhante a

observada as 48 horas (Figura 12D).

A analise dos cortes histolégicos das retinas Controlo, T4, Tas, € T2 permitiu comprovar o
estabelecimento do processo degenerativo dos fotorreceptores e caracterizar, em cada uma
das fases definidas para o modelo de retinopatia em estudo, a evolucdo das lesdes

morfolégicas e estruturais da retina.
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Figura 12 - Cortes histologicos de retina de murganho apés injecéo de iodato de sodio (NalOs).
A (Con): arquitetura normal da retina. B (T.4): aspeto da desorganizagdo dos nucleos dos
fotorreceptores na camada nuclear externa (seta); a camada de fotorreceptores mantém a
integridade. C (T4s): redugdo do numero de fotorreceptores (cabega de seta preta), associada a uma
extensa desorganizacdo dos ndcleos das camadas nuclear externa (seta) e interna (cabeca de seta
branca). D (T+;): degenerescéncia dos fotorreceptores (cabeca de seta), com alteracdo de toda a
estrutura da retina, incluindo as camadas nuclear externa (seta) e interna (cabeca de seta branca).
CG, camada de células ganglionares; CNI, camada nuclear interna; CNE, camada nuclear externa;
CB, camada de fotorreceptores (cones e bastonetes). Coloracdo histolégica de Hematoxilina-Eosina.
Barra: 30 ym (original).
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2. TECNICAS IMUNOHISTOQUIMICAS

As técnicas de imunohistoquimica baseiam-se na interacdo especifica anticorpo-antigénio,
permitindo identificar e quantificar a proteina em estudo, neste caso a GFAP, especifica das
células da nevréglia. A sobre-expressdo deste filamento intermédio nas células de Miiller
representa um sinal precoce especifico de gliose reativa. A gliose é um processo biolégico
gue ocorre quando as células nervosas sofrem agressdes, como sucede nas retinopatias. A
ativacdo das células de Miller produtoras de GFAP, apds a lesdo dos tecidos retinianos,
induz o aumento de expressao desta proteina (Wu et al., 2003) que, no presente estudo, foi

detetado por meio de técnicas imunohistoquimicas.

A visualizacdo da ligacdo anticorpo-antigénio € possivel pela adicdo de um fluorocromo
conjugado ao anticorpo. O fluorocromo emite fluorescéncia em espectros de absorcao de luz
especificos. A fluorescéncia desta substancia pode ser observada por meio de microscopia
confocal de varrimento laser, permitindo identificar a proteina de interesse a nivel subcelular.
Neste estudo em particular, utilizou-se a estreptavidina conjugada com Alexa Fluor®-488
(excitacdo: 488 nm, emissdo: 519-520 nm) para marcar o anticorpo anti-GFAP. A marcacao
dos nucleos foi realizada com a coloracdo To-Pro®-3 iodide (excitacdo: 633 nm, emissao:
661 nm).

A expressado de GFAP foi avaliada no modelo de retinopatia induzida pela injecdo de iodato

de sédio, ao longo das diferentes fases pré-definidas (Controlo, T, Tag € T72).

Retina-controlo

A marcacdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-GFAP revelou a presenca deste
filamento intermédio do tipo Il nas células de Miller. A discreta expressdo de GFAP
observou-se em todo o citoplasma destas células, desde a membrana limitante interna até
membrana limitante externa, embora com maior intensidade de sinal nas camadas mais
internas da retina. A este nivel, observaram-se os pés vasculares destas células a envolver
0S vasos sanguineos. Na retina-controlo e, portanto, em condi¢des fisiologicas, o padréo de
emissdo de fluorescéncia, que corresponde a expressao deste filamento intermédio,

caracterizou-se por um nivel basal de intensidade (Figura 13A).
Comparativamente ao corte histolégico pode dizer-se que existe uma coeréncia com o

aspeto normal da retina, visto que os estratos celulares se encontraram igualmente

organizados e ndo se verificaram alteragdes estruturais significativas.
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T24

Em concordancia com os resultados obtidos na andlise histologica, apds 24 horas da injecéo
de iodato de sodio, as retinas apresentaram um aumento da expressdo de GFAP nos
prolongamentos citoplasmaticos e a nivel dos corpos celulares das células de Miiller,
evidenciado pela intensificacdo de sinal fluorescente. Este comportamento das células de
Muller, com aumento da producdo de GFAP, indicou que as lesbes degenerativas
caracteristicas dos processos de retinopatia se instauraram, estabelecendo o inicio do
processo de gliose reativa. A marcacdo dos nucleos evidenciou a desorganizacdo da
camada nuclear externa, a semelhangca do observado nos cortes histologicos da mesma
fase (Figura 13B).

T 48

Nas retinas dos murganhos eutanasiados 48 horas apés a administracao de iodato de sédio,
a sobre-expressédo de GFAP foi mais marcada, associada a uma clara hipertrofia das células
de Miiller. A express@o de GFAP estendeu-se até a camada dos fotorreceptores, invadindo
as camadas mais externas da retina. A sobre-expressdo de GFAP pelas células de Miller
ocorre quando estas sao ativadas pela resposta inflamatéria, igualmente responsavel pela
projecdo dos processos citoplasmaticos das células por toda a neuroretina. Além da sobre-
expressao de GFAP, também o0s ndcleos das camadas nucleares externa e interna

evidenciaram uma desorganizacdo mais extensa (Figura 13C).

T72

Na fase T,,, a expressdo de GFAP diminuiu em relacdo a fase anterior (T4). Os
prolongamentos das células de Miuller surgiram dispostos de forma menos invasiva,
concentrando-se sobretudo nos estratos internos da retina. Contudo, os nlcleos da camada
nuclear externa evidenciaram uma marcada desorganizacdo, a semelhanca do observado

nos cortes histolégicos da fase correspondente (Figura 13D).

A marcagdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-GFAP revelou uma expressao
crescente desta proteina nas células de Muller até a fase T4 ha qual se verificou o pico da
fluorescéncia. Este aumento da expressdo de GFAP ocorreu paralelamente a evolugédo do
processo de retinopatia, com as alteracfes estruturais proprias observadas em cada uma
das fases definidas. Em T;,, enquanto que a coloragdo de hematoxilina-eosina mostrava
alteracdes mais avancgadas do que em Tyg a fluorescéncia das células de Muller diminuiu em

relacdo a Tgg,
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Figura 13 — Modelo de retinopatia em murganho, induzida pela administracdo de iodato de
sodio (NalOs). A (retina-controlo): expressao basal de GFAP, com maior intensidade de sinal nas
camadas internas da retina (seta) e aspeto normal dos nucleos dos fotorreceptores. B (T,y4): inicio do
processo degenerativo dos fotorreceptores. Discreto aumento da expressdo de GFAP (seta) e inicio
da desorganizacdo da camada nuclear externa. C (T4g): pico de sobre-expressdo de GFAP,
evidenciado pela maxima intensidade de fluorescéncia, inclusive nos estratos mais externos (seta),
devido a possivel hipertrofia das células de Miller. D (T+2): diminuigcdo da expressdo de GFAP em
relacdo a fase anterior (seta) associada a uma marcada degenerescéncia dos fotorreceptores e a
desorganizacdo das camadas nuclear externa e interna. Con, controlo; CG, camada de células
ganglionares; CNI, camada nuclear interna; CNE, camada nuclear externa; CB, camada de
fotorreceptores (cones e bastonetes). Nucleos marcados com To-Pro®-3 iodide (azul) e GFAP

marcado com Alexa Fluor® 488 (vermelho). Barra: 30 ym (original).
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Figura 13 — Modelo de retinopatia em murganho, induzida pela administracdo de iodato de

sodio (NalOy).

51



RESULTADOS

3. QUANTIFICACAO PROTEICA

A retina de murganho é um tecido com caracteristicas proprias, pelo que se devem ajustar
0s protocolos as especificidades desta estrutura. Relativamente a técnica de Western
Blotting, foi necessario proceder a determinacdo da concentracdo proteica, de forma a
otimizar o volume de amostra, para assegurar a correta execucdo desta técnica. O volume
da amostra deve respeitar o valor minimo de concentracdo de proteinas totais recomendado
pelo fabricante (Abcam: 0,1 mg/ml), de modo a utilizar a quantidade de proteina suficiente
gue permita a sua detecao.

Os métodos para a determinacdo da concentracdo de proteinas totais sdo muito variados.
No entanto, as metodologias mais utilizadas para este efeito sdo as espectrofotométricas
gue detetam mudancas de cor proporcionais a quantidade de proteina total contida na

amostra (Zaia et al.,1998).

No presente estudo recorreu-se a dois métodos de quantificacdo proteica para uma maior

precisdo: o método BCA ou de Smith e o método de Bradford.

3.1. Método BCA

O método proposto por Smith et al. (1985) tem por base a reacao de reducéo do cobre, pela
ligacdo de Cu®" a proteinas, em meio alcalino. O &cido bicinconinico (BCA) é um composto
estavel, hidrossoluvel, capaz de formar complexos com o ido Cu”, que apresentam cor roxa,
detetavel por espectrofotometria, na regido dos 560 nm de absorvancia. A cor produzida
pela reacdo aumenta proporcionalmente ao aumento da concentracdo de proteina presente
(Smith et al., 1985).

Para uma melhor exatiddo na medicdo da absorvancia por espectrofotometria, realizaram-se

trés leituras das diluicdes da solugdo de BSA e de cada solugcdo de amostra de retina.
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Concentragido BSA Ass2 Média Ass2

Leitura 1 0,108

100 pg/ml Leitura 2 0,101 0,105
Leitura 3 0,081
Leitura 1 0,198

200 pg/ml Leitura 2 0,199 0,199
Leitura 3 0,170
Leitura 1 0,627

400 pg/ml Leitura 2 0,633 0,630
Leitura 3 0,577
Leitura 1 0,763

600 pg/mi Leitura 2 0,754 0,759
Leitura 3 0,677
Leitura 1 0,784

800 pg/ml Leitura 2 0,694 0,805
Leitura 3 0,826

Branco Leitura 1 0,231 0,231

Tabela 6 - Método BCA: absorvancias das soluc6es de BSA. Os valores obtidos séo utilizados

para a elaboracdo da curva-padrdo. Os valores de concentracdo de 100 pg/ml a 800 pg/ml

correspondem a 10 pug a 80 pg de proteina total, respetivamente. Asg,, valor da absorvancia

determinada a 562 nm; BSA, albumina sérica bovina.

1,000
0,800
0,600

0,400

A562

0,200

0,000

.

y=0,0011x + 0,0274

b

R?=0,9271

0

sl

500
[BSA] (ug/ml)

1000

Figura 14 - Método BCA: curva-padrdo (BSA). A equacdo de ajustamento a curva-padrédo foi

utilizada para determinar a concentracao proteica em solucdo. A equacao de ajustamento encontrada

foi linear (y = 0,0011x + 0,0274) e de alta precisdo, como indicado pelo coeficiente de determinacao

de 0,92 (R%. Asex: valor da absorvancia determinada a 562 nm; [BSA], concentracdo da proteina

albumina sérica bovina (original).
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Foram determinadas as absorvancias das solu¢cées de BSA com concentracdo conhecida
por espectrofotometria (Tabela 6). Calculou-se a relagéo linear entre as absorvancias e a
concentracao proteica das mesmas, através da equacédo de ajustamento determinada para a
curva-padrao de BSA: y = 0,0011x + 0,0274 (Figura 14).

A equacdo de ajustamento determinada permitiu extrapolar a quantidade de proteina total
presente nas varias diluicdes das amostras de retina a analisar. Para o efeito, foram
medidas as absorvancias das amostras de retina e calculada a quantidade de proteina total
aplicando a equacdo de ajustamento da curva-padrdo (Tabela 7). Obteve-se uma
concentracdo de proteina total de 648,24 pg/ml, para uma amostra de duas retinas de
murganho, diluida em 300ul de solucdo-tampao RIPA, a partir da média aritmética dos
valores de cada diluigéo.

Tendo em conta a discrepancia nas varias diluicdes da mesma amostra, foi utilizada outra

técnica de quantificacdo proteica, o método de Bradford para confirmar os resultados.

Aics Média Com;entragﬁo
Asgz proteica(ug/ml)
AMOS@  Leitura1 0708 0,708 618,73
Leitura 1 0,213
Diluicdo 1:5 Leitura2 0,214 0,211 825,68

Leitura 3 0,205

L Leitura 1 0,077
Dilicdo  eiura2 0082 0,081 490,30
Leitura 3 0,085

Tabela 7- Método BCA: absorvancias e concentragcdo proteica determinada para a amostra de

retina de murganho. Ase,, valor da absorvancia determinada a 562 nm.
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3.2. Método de Bradford

O método de Bradford constitui outra técnica de andlise espetrofotométrica utilizada para
determinar a concentracdo proteica de solugdes. O reagente de Bradford (Azul Brilhante G
dissolvido em acido fosférico e metanol) interage com os aminoacidos da amostra, formando
complexos de cor azul. A cor azul € tanto mais intensa quanto maior a concentracao
proteica da amostra e pode ser quantificada pela medigdo da absorvancia a 595 nm (Zaia et
al., 1998).

As absorvancias medidas para as solu¢des de BSA foram as indicadas na Tabela 8.

A curva-padrdo foi obtida a partir dos valores de absorvancia das solu¢cdes de BSA de
concentracdes conhecidas e pelos valores de proteina total presentes nas respetivas
solugbes (Figura 15). A equacdo de ajustamento da curva-padrdo obtida (y = 0,7226x +
0,0194) permitiu extrapolar a quantidade de proteina total presente nas varias diluicdes das

amostras de retina a analisar.

Aplicando a equacéo de ajuste da curva-padréo, obteve-se uma concentracdo proteica de
580 pg/ml numa amostra com duas retinas de murganho diluidas em 300 pl de solucéo-
tampéo RIPA (Tabela 9). Este resultado é consistente com o valor obtido pelo método de
BCA.

Considerando os resultados finais determinados por ambos métodos de quantificacao,

determinou-se um valor médio aproximado de 614,12 ug/ml de concentracdo proteica total

em duas retinas de murganho.
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Concentragao BSA Asss

0,05 pg/ml 0.062

0,1 mg/ml 0.112

0,2 mg/ml 0.161

0,3 mg/ml 0.225

— 0,4 mg/ml 0.312
g;'l‘dgfggz 0.5 mg/ml 0382
0,6 mg/ml 0.426

0,7 mg/ml 0.526

0,8 mg/ml 0.567

0,9 mg/ml 0.656

1 mg/ml 0.792

Tabela 8 - Método de Bradford: absorvancias das solucfes de BSA. Os valores obtidos séo
utilizados para a elaboracdo da curva-padrdo. Asgs, valor da absorvancia determinada a 595 nm; BSA,

albumina sérica bovina.

0,6 y=0,7226x + 0,0194
0,4 R?=0,9911

0 T T 1
0 0,5 1 1,5

[BSA] (mg/ml)

Figura 15 - Método de Bradford: curva-padrao (BSA). A equagdo de ajustamento encontrada foi
linear (y = 0,7226x + 0,0194) e de alta preciséo, como indicado pelo coeficiente de determinagéo de
0,99 (R?. Ases: valor da absorvancia determinada a 595 nm; [BSA], concentragdo da proteina

albumina sérica bovina (original).

Concentragao

proteica (pg/ml)
1.2 0,229 580

Diluigoes da amostra de
retina

Tabela 9 - Método de Bradford: absorvancias e concentragdo proteica determinadas para a

amostra de retina de murganho. Asgs: absorvancias determinada a 595 nm.
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4. Western Blotting

A técnica Western blotting ou Immunoblotting permite analisar o perfil proteico de uma
amostra biologica, determinar os pesos moleculares das proteinas constituintes e quantifica-
las. Utiliza a electroforese para separar macromoléculas num gel de poliacrilamida SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) com uma malha
selecionada, de forma a reter as proteinas pretendidas. Uma vez obtido o padrdo de
migracao das proteinas no gel, € necessario transferir esse padrdo de bandas de proteinas
para uma superficie mais estavel e resistente, como a membrana de PVDF (Polyvinylidene
fluoride), que facilita a ligacdo de anticorpos especificos aos epitopos antigénicos
selecionados (Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts & Walter, 2002). A reacdo anticorpo-
antigénio é detetada por meio de substancias fluorescentes conjugadas ao anticorpo. Para
tal, recorreu-se a enzima peroxidase (HRP, horseradish peroxidase) catalisadora da reacéo
guimioluminescente com o reagente ECL (Luminata Classico Western HRP substrate,
Millipore) (Durrant,1994).

A marcacdo imunohistoquimica permitiu avaliar as diferencas de expressao da proteina
GFAP, em resposta ao processo de gliose reativa, para cada uma das fases de estudo. De
modo a estabelecer os padrdes de expressdo de GFAP nas retinas Controlo, Tos, Tsg € T,
aquela foi quantificada por meio de Western Blotting. A correspondéncia entre a
imunomarcacdo e a quantidade de proteina produzida em cada fase foi igualmente

determinada.

Neste sentido, sabendo-se que a proteina GFAP apresenta um peso molecular aproximado
de 50 kDa, fabricou-se um gel de poliacrilamida de 12% (gel de resolucédo). A alta
concentracdo de acrilamida molda uma malha estreita, indicada para separacdo de

proteinas com o peso molecular entre 30 e 60 kDa (Hunte, Jagow & Schagger, 2003).

Atendendo a que a concentragdo proteica total estimada, para duas retinas de murganho,
tinha um valor aproximado de 614,12 pg/ml, procedeu-se a determinacdo do valor basal
para a marcacdo com o anticorpo anti-GFAP. Este valor foi calculado a partir de diluigbes
seriadas de amostra (Figura 16). Dado que a partir da segunda diluicdo a quantidade de
GFAP era constante, adotaram-se 20 pug como valor basal de proteina total a utilizar. Estes

resultados foram normalizados a partir da concentracao da proteina de referéncia, B-actina.
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48 KDa —
48 KDa —

Figura 16 — Otimizacdo da concentracdo proteica para amostras de retina de murganho em
Western Blotting. A: diluicdes seriadas de amostra marcadas com anti-GFAP. O tamanho da banda
1 é maior que o das restantes bandas; as bandas 2, 3 e 4 apresentam um tamanho constante. B:
diluicBes seriadas da amostra marcadas com anti-B-actina. Todas as bandas apresentam tamanho
semelhante. 1, 40 ug de proteina total; 2, 20 ug de proteina total; 3, 10 ug de proteina total; 4, 5 ug de

proteina total (original).

A proteina B-actina foi utilizada como housekeeping protein, pois constitui um dos 6
isbmeros da actina que se encontra de forma estavel no citoesqueleto das células,
participando na estrutura, mobilidade e coesdo celular. A sua expressdo na célula é
constante e relativamente elevada, sendo considerada uma proteina de referéncia (Suzuki
et al.,, 2000). Para assegurar que nas diferentes amostras a estudar existia a mesma
guantidade de proteina total, realizaram-se loading controls. Para o efeito, carregaram-se
em paralelo amostras para quantificacdo da proteina a investigar (GFAP) e para a
housekeeping protein. Neste estudo, os loading controls foram realizados com a -actina,
servindo a sua marca de detegcdo como referéncia para as diferencas de expresséo da

proteina a estudar.

Retina-controlo
As retinas dos animais-controlo apresentaram um discreto sinal quimioluminescente apoés a
marcagdo com anti-GFAP. Este resultado esta em conformidade com o nivel de expressao

da proteina GFAP em situacgéo fisiolégica (Figura 17).

T 24

No estadio T,, verificou-se um aumento da expressdo de GFAP face ao observado na
retina-controlo (Figura 17). A quantificacdo por densitometria Optica revelou que a
intensidade do sinal foi cerca de 1,8 vezes superior (Figura 18). Este aumento de expressao

de GFAP esta de acordo com os resultados obtidos por imunohistoquimica.
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T 48

Nas retinas T4g observou-se uma sobre-expressdo pronunciada de GFAP (Figura 17). A
avaliacao da densidade 6ptica do sinal detetado determinou um aumento 4,3 vezes superior
a expressao da retina-controlo (Figura 18). Esta sobre-expresséo coincidiu com o pico de

expressao da proteina na marcagado imunohistoquimica.

T72

As 72 horas, observou-se uma diminuicdo da expressdo de GFAP relativamente a fase
anterior (T48), manifestada por uma diminuicdo da fluorescéncia emitida (Figura 17).
Contudo, relativamente a expressao de GFAP na retina-controlo, o sinal detetado foi 3 vezes
superior (Figura 18). De igual modo, o nivel de expressdo de GFAP foi idéntico ao
determinado em imunohistoquimica, embora a apreciacdo por esta Ultima técnica fosse

apenas subjetiva.

Os resultados obtidos confirmaram que ha um padréo de expressao de GFAP caracteristico
de cada uma das fases do modelo de retinopatia em estudo. No inicio da resposta
inflamatodria, T,4, a quantidade de GFAP duplica. Ocorre um pico de expresséo na fase T g,
com um aumento da quantidade de GFAP quatro vezes superior ao nivel basal determinado.
Nas retinas Ts, continua a observar-se uma sobre-expressdo de GFAP, que contudo

equivale a um valor trés vezes superior a das retinas controlo.
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48 KDa GFAP

48 KDa B-actina

. . . . Analises Imunohistoquimicas

Figura 17 - Expresséo da proteina GFAP no modelo de retinopatia induzida por iodato de sodio

em Western Blotting. Amostras normalizadas com a proteina de referéncia B-actina e
correspondéncia com os resultados obtidos por analise imunohistoquimica. Con, controlo; T4, tempo
de 24 horas ap6s a indugdo com NalOg; T,g, tempo de 48 horas apés a indugdo com NalOgz; T,

tempo de 72 horas apés a indugao com NalOs; (original).

139,42

96,02

60,17

20 | 3257

GFAP (Unidades arbitrarias)

Con T24 T48 T72

Figura 18 - Expressdo da proteina GFAP no modelo de retinopatia induzida por iodato de
sodio, quantificada por densitometria 6ptica, em Western Blotting. Con, controlo; T,4, tempo de
estudo 24 horas ap6s a inducdo com NalOg; T4g, tempo de estudo 48 horas apés a inducdo com

NalO3; T+, tempo de estudo 72 horas apés a indugdo com NalO; (original).
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5. g-RT-PCR

O método g-RT-PCR permite a detecao fiavel e andlise da expressdo de genes, por
retrotranscripcdo e amplificacdo de sequéncias de acidos nucleicos, em amostras
biolégicas. A combinacao g-RT-PCR possibilita a dete¢cdo e ao mesmo tempo quantificacao
de um ou mais genes de interesse (Nascimento et al., 2010).

Atendendo as diferencas observadas de expressdo da proteina GFAP, no decurso do
processo de retinopatia em estudo, analisou-se o perfil de expressdo do gene GFAP nas

retinas Controlo, Tos, Tag € Too.

Para garantir a fiabilidade dos resultados, os niveis de expressao obtidos para o gene GFAP
foram normalizados com a expressdo do gene -actina, gene constitutivo, uma vez que,

como referido, o nivel de expresséo deste na célula é constante (Suzuki et al., 2000).

De modo a utilizar a mesma quantidade de acido nucleico nas diferentes amostras a
analisar por g-RT-PCR, determinou-se a concentragdo de ARNm de cada amostra. O
guociente entre a absorvancia medida a 260 nm e 280 nm revela o grau de pureza das
amostras (Farrell, 2010). Os valores obtidos, préximos de 2, indicam uma purificacdo de

ARNmM adequada, significando que nado se verificou contaminacéo das amostras.

Na reacdo de g-RT-PCR, a medida que a temperatura aumenta, ocorre a separacao das
cadeias duplas de ADNc. A temperatura a qual metade do ADNc estd sob a forma
desnaturada é designada por temperatura de melting (Tm) ou de dissociacdo. O fluorocromo
SYBR Green | emite fluorescéncia quando ligado a material genético. A deshaturacdo do
ADNCc produz a libertacdo do SYBR Green | com a consequente diminuicdo da intensidade
de fluorescéncia. A variagdo de intensidade de fluorescéncia medida ao longo da reagdo

traca uma curva de fluorescéncia (curva de melting) (Storch, 2007).

As curvas de melting ou de dissociacéo obtém-se logo apds o término da reagédo de g-RT-
PCR. A andlise das curvas de melting permitiu avaliar que a amplificagcdo do ADNc das
proteinas em estudo foi especifica para cada sequéncia-alvo. Evidenciou-se um padrao
consistente e coerente, com auséncia da formacdo de dimeros inespecificos. As amostras
amplificadas com os primers desenhados para o gene GFAP revelaram apenas um pico de
elevacdo de fluorescéncia e Tm de 83.33°C. Para o gene B-actina o valor de Tm foi de
84,23°C (Figura 19).
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As curvas de amplificagéo indicam a intensidade de fluorescéncia emitida em cada ciclo de
amplificacdo do ADNc. Para esta reacdo de g-RT-PCR considerdmos 40 ciclos. Em cada
ciclo o ADNc é amplificado e produz novas cépias, duplicando a quantidade do mesmo e,
proporcionalmente, determinando o aumento da fluorescéncia do SYBR Green I. Se no
inicio existe uma sequéncia de ADN, apGs o primeiro ciclo a quantidade duplica, no segundo
o ADNc quadruplica, e assim sucessivamente, numa multiplicacdo exponencial. Ap6s n
ciclos sdo produzidas 2" sequéncias. Contudo, esta multiplicacdo ndo é sempre constante.
As amplificacbes variam com a temperatura e a multiplicacdo exponencial ocorre apenas a
partir de uma temperatura especifica. Na q-RT-PCR a quantificacdo de ADNCc é realizada na
fase exponencial de amplifica¢do. O inicio da multiplicagdo exponencial define um limiar de
detecdo denominado threshold. O ponto em que a intensidade de fluorescéncia passa o
threshold é denominado por cycle threshold (Ct). Um menor valor de Ct corresponde a uma
maior expressao do gene (Nascimento et al.,2010). A quantificacdo relativa do ADNc é
corrigida pelos valores de Ct do gene de constitutivo e das amostras de controlo (Kubista et
al., 2006).

As curvas de amplificacdo de ADNc para o gene GFAP revelaram, em cada fase da

retinopatia, diferentes valores médios de Ct: a retina-controlo apresentou o valor mais
elevado (22.58); as retinas To4,T4s € T7, apresentaram valores decrescentes (22.18, 20.45 e
20.15, respetivamente). Os valores de Ct para a amplificacdo do gene de referéncia (B3-
actina) foram semelhantes em todas as fases, como esperado, dado que a expresséo deste
gene é bastante estavel e regular (Figura 20). A normalizacéo dos resultados obteve-se pela
variacao (ACt) entre os valores médios de Cts de GFAP e de B-actina, nos quatro tempos de

estudo avaliados (controlo, T24,Tss € T72).

As variacdes do nivel de expressdo génica de GFAP nas retinas Ty4,Tss € T, foram

avaliadas através do valor de fold change (27

), correspondente a variagdo do nivel de
transcrigdo (Livak & Schmittgen, 2001). O nivel de expressdo do gene GFAP aumentou em
todas as fases do processo de retinopatia; em relacdo a expressdo na retina-controlo houve

um aumento de 1.45, 4.5 e 3 vezes nas fases Ta4, Tig € T72, respetivamente (Figura 21).

Em resumo, a quantificacdo da expressao génica de GFAP confirmou que, efetivamente, se
verificou um aumento consideravel na expresséo do gene durante a resposta degenerativa-
inflamatoria. Este aumento estd de acordo com as alteragbes na expressdo da proteina
GFAP observadas nas diferentes fases de retinopatia evidenciadas pelas técnicas de

imunohistoquimica, Western Blotting e g-RT-PCR utilizadas.
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Figura 19 - Curvas de “melting” obtidas por g-RT-PCR, para os genes GFAP e f-actina, no
modelo de retinopatia induzida por iodato de so6dio, em murganho. A, B, C, D: curvas de melting
para o gene B-actina nas fases Controlo, T4, Tsg €T, respetivamente. E, F, G, H: curvas de melting
para o gene GFAP nas fases Controlo, T., Tss € T, respetivamente. —Rn’,magnitude de

fluorescéncia detetada; Tm, temperatura de melting (original).
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Figura 20 - Curvas de amplificacdo obtidas por gq-RT-PCR, para os genes GFAP e B-actina, no
modelo de retinopatia induzida por iodato de sédio, em murganho. As curvas obtidas relacionam
os ciclos de amplificagdo com a intensidade de fluorescéncia emitida durante a amplificagdo do cDNA
nas amostras. A, B, C, D: curvas de amplificac@o para o gene B-actina nas fases de controlo, T4, Tyg
e T., respetivamente. E, F, G, H: curvas de amplificacdo para o gene GFAP nas fases de controlo,

T4, Tag € T7orespetivamente. ARn: intensidade de sinal de fluorescéncia emitida (original).
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Figura 21 — Analise g-RT-PCR da expressao génica de GFAP no modelo de retinopatia induzida
pela injecdo de iodato de sodio, em murganho. Variacdo dos niveis de expressdo génica da
proteina GFAP. Fold changes, niveis de transcricdo, Con, controlo; T,4, tempo de estudo 24 horas

apos a indugdo com NalOj3; T4, tempo de estudo 48 horas apés a indugdo com NalOg; T, tempo de
estudo 72 horas ap0s a indugao com NalOj; (original).
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O presente estudo teve por objetivo avaliar as alteracdes ocorridas na retina de murganhos,
no decurso do processo de retinopatia induzida pela injecao de iodato de sodio, por meio de
técnicas de histologia, imunohistoquimica, Western Blotting e g-RT-PCR, de forma a
estabelecer padrdes de resposta nas diferentes fases do processo degenerativo-

inflamatorio.

Existe um certo numero de retinopatias cuja lesdo predominante é a destruicdo do epitélio
pigmentar da retina com a concomitante degenerescéncia e disfuncédo dos fotorreceptores
(Machalinska et al., 2010).

A degenerescéncia dos fotorreceptores, induzida pela administracdo de iodato de sodio
constitui um modelo bem caracterizado de retinopatia que permite relacionar as lesbes da
retina com a diminuigcdo da fungao visual (Franco et al., 2009). O efeito toxico do iodato de
sodio induz lesdes estruturais da retina semelhantes as alteragdes que se desenvolvem num
grande numero de retinopatias no Homem. Contudo, as les6es dependem diretamente da
dose de administracdo e do tempo de evolugéo do processo. A administracao intraperitoneal
de 100 mg/Kg de iodato de sodio induz a degenerescéncia dos fotorreceptores, com inicio

da resolucao da resposta inflamatéria as 72 horas (Kiuchi et al., 2002).

As lesdes dos tecidos séo interpretadas pelo organismo como uma desestabilizacdo da
homeostasia do sistema que responde ativando mecanismos de defesa. Como sucede em
gualquer processo inflamatdrio, os fenébmenos desenvolvidos visam a eliminacdo do agente
agressor. Na retina, a gliose reativa associada a degenerescéncia dos fotorreceptores,
origina a hipertrofia das células de nevréglia, amplificando a resposta inflamatéria numa
tentativa de neutralizar o estimulo nocivo. A ativagdo das células de Mduller traduz-se num
aumento da producgéo de filamentos intermédios tipo lll, imunorreativos para o anticorpo

anti-GFAP, marcador dos processos de gliose (Ho et al., 2009).

No decurso das retinopatias, as altera¢des estruturais repercutem-se na funcao visual (Simo
et al.,, 2010). Um dos métodos mais utilizados para avaliar a funcionalidade da retina é a
eletrorretinografia. O ERG é constituido por trés componentes, as ondas -a, -b e -c. A
hiperpolarizac@o dos fotorreceptores origina um sinal elétrico negativo, a onda-a. A alteragcédo
do potencial de membrana, gerado pelas flutuacées da concentracdo de K* extracelular nas
células de Mduller, é responsavel pela formacdo da onda seguinte, de polaridade positiva, a

onda -b. Por ultimo, a onda -c reflete a resposta das células do epitélio pigmentar da retina
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(Kolb et al., 2000). Nos processos de retinopatia, o tracado do ERG madifica-se
completamente, acabando por se verificar a extingdo de todas as ondas. Contudo, a onda -b
apresenta um perfil de alteracdo caracteristico. No primeiro dia apés a injecdo de iodato de
sédio, a amplitude da onda -b apresenta um pico, correspondente a um aumento de 30%.
As 48 horas ocorre uma diminuicdo da amplitude da onda -b para valores de
aproximadamente 10% abaixo do valor fisiologico. As 72 horas a onda -b acaba por se
extinguir (Adachi-Usami, Mizoto, Ikeda, Hanawo & Kimura, 1992; Machalinska et al., 2010).

O envolvimento precoce das células de Miiller, evidenciado pelo pico no tracado da onda -b
(Adachi-Usami et al., 1992), é consistente com as alteracdes de expressdo de GFAP nas

retinas T4, €m que a gliose reativa é um sinal do estabelecimento da resposta inflamatéria.

Na fase T4, a alteracdo da estrutura da retina, afetando principalmente os estratos mais
externos, foi acompanhada por uma sobre-expressdo de GFAP nas células de Miiller, sinal
de gliose reativa. A quantificacdo de GFAP por Western Blotting confirmou este aumento,
com uma quase duplicacdo (1,8 vezes) da expressdo desta proteina. Paralelamente, a

expressao génica foi 1,45 vezes mais elevada.

Na fase T.g, assistiu-se a uma destruicdo mais extensa da camada dos fotorreceptores,
resultado da degenerescéncia progressiva e apoptose destas células. Verificou-se um novo
aumento do nivel de expressdo de GFAP, que quadruplicou, constituindo o pico da sobre-
expressao desta proteina. Este aumento foi observado associado a uma hipertrofia e
possivel hipertrofia das células de Miller e a uma extensa invasdo dos estratos retinianos
mais externos pelos prolongamentos citoplasmaticos destas células. O comportamento das
células de Miiller foi consistente com os resultados de quantificacdo de expressao geénica,

onde se obtiveram os valores maximos (4,5 vezes).

Na fase T7,, embora subsistisse uma marcada alteragdo da estrutura retiniana, da-se inicio
ao processo de regeneragdo celular (Kiuchi et al., 2002). Observou-se uma ligeira
diminuicdo da expressdo de GFAP, correspondente ao triplo do valor de referéncia,
associada a uma evidente reducdo da extensdo das células de Miiller. Os resultados das
técnicas g-RT-PCR refletiram este aspeto, com uma ligeira redugéo para valores de 3 vezes,

em relacdo a retina-controlo.

No conjunto, este trabalho tornou possivel evidenciar a correlagdo entre os resultados
obtidos pelas técnicas de histologia, imunohistoquimica, Western Blotting e g-RT-PCR,

permitindo o estabelecimento de padrdes de expressdo de GFAP caracteristicos de cada
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uma das fases de evolucdo do processo inflamatorio. A partir destes padrdes € possivel,

com uma so técnica, identificar a fase do processo em curso.

Acresce a este aspeto o facto de as amostras de retina serem reduzidas. Cada retina tem
um peso aproximado de 5 pg. Com frequéncia, a relativa escassez de amostra impossibilita
a utilizacdo das retinas de um mesmo animal para a execucao de técnicas laboratoriais
distintas. Por outro lado, a preparacdo das amostras é especifica de cada técnica e algumas
destas metodologias inviabilizam a realiza¢édo de técnicas diferentes com a mesma amostra.
Por conseguinte, a definicdo dos padrbes de resposta nas fases Ty, Tss € T7p, pelas
diferentes técnicas realizadas, obvia estas limita¢cdes, no sentido de permitir determinar a

fase em curso do processo degenerativo-inflamatorio.
O estabelecimento dos padrdes de resposta nas retinas Controlo, T, Tss € T72 tem uma

grande importancia no nosso modelo murino de retinopatia, dado que ao analisar outras

alteracdes podemos enquadra-las na fase de evolucdo da retinopatia em que ocorrem.
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CONCLUSOES

1. A injecdo intraperitoneal de 100 mg/Kg de iodato de sodio em murganho induziu uma
retinopatia com degenerescéncia dos fotorreceptores cuja resposta inflamatéria se
desenvolve em 72 horas.

2. Neste modelo murino de retinopatia, em funcéo das altera¢fes estruturais da retina, foram

definidas trés fases de evolugdo da resposta inflamatoria: T4, Tag € To.

3. Em resposta a lesao tecidular, as células de Miller sobre-exprimem GFAP, hum processo

de gliose reativa.

4. Em cada fase considerada notaram-se diferentes niveis de expressédo de GFAP.

5. As variacbes de expressdo de GFAP podem ser caracterizadas por meio de diferentes

técnicas.

6. Os resultados obtidos pelas técnicas de imunohistoquimica, Western Blotting e g-RT-PCR
permitiram estabelecer padrdes de expressdo de GFAP para as retinas Controlo, T4, Tag €
T72.

7. Notou-se uma correlacdo entre os padroes de expressdo de GFAP caracterizados pelas

diferentes técnicas.

8. A partir dos padrbes de expressao de GFAP é possivel, com uma sé técnica, identificar a

fase do processo em curso.
9. O estabelecimento dos padrfes de expressao de GFAP nas retinas Controlo, T, Tss €

T+, constitui uma ferramenta importante no nosso modelo, dado que permite analisar outras

alteracdes, podendo enquadréa-las na fase de evolug&o da retinopatia em que ocorrem.
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ANEXOS

ANEXOS

PREPARACAO DE SOLUCOES

Acrilamida/bisacrilamida
100ml H,O MilliQ + 29 g Acrilamida + 1 g Bisacrilamida

APS 10%
100mL H,O MilliQ + 10 g APS

Corante 3 DB
9,4 ml H,O MilliQ + 2,8 ml de Tris 1M ph6,7 + 6,8% SDS + 6,6 ml Glicerol +

0,004% Bromofenol

Corante Coomassie
1000 ml H,O MilliQ + 0,25 g Azul de Coomassie + 400 ml Metanol + 70 ml Acido acético

Corante Ponceau
200 mL H,O MilliQ + 1 g Ponceau + 200 pl Acido acético 1%

NBF 10% pH7
900 ml H,O destilada + 100 ml formaldeido a 37% + 4 g NaH,PO4 + 6,5 g Na,HPO4

PBS 0,1Mph 7,4
1000 ml H,O MilliQ + 8 g NaCl + 0,2 g KCI + 1,5 g NaH,OPO4 . 0,2 g KH,PO4+ HCI 37%

PBI
1 ml de Igepal + 1000 ml PBS

PBST
950 ml PBS 0,1M ph 7,4 + 500 pl Tween20

Solucgéo de Bloqueio com Leite 5%

100 ml PBST + 5 g Leite em p6 magro
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ANEXOS

Solucdo para descorar géis corados com Coomassie
880 ml H,O MilliQ + 50 ml Metanol + 70 ml Acido acético

SDS 10%
100 mL H,O MilliQ + 10 g SDS

Tampao de corrida Western Blotting ph 8,3
990 ml H,O MilliQ + 3 g Tris + 14,4 g Glicina + 10 ml SDS 10% + HCI 37%

Tampé&o de transferéncia Western Blotting ph 8,3
800 ml H,O MilliQ + 3 g Tris + 14,4 g Glicina + 200 ml Metanol

Tampao RIPA
16,5 ml H,O MilliQ + 200 pl Tris 1M ph8,2 + 3 ml de NaCl 1M + 100 ul NP-40 + 200 ul SDS a
10% + 100 mg deoxicolato

Tris 0,5M ph 6,5
100mL H,O MilliQ + 6,057 g Tris + HCI 37%

Tris 1,5M ph 8,8
100mL H,O MilliQ + 18,17 g Tris + HCI 37%

WB

1000 ml PBS + 1 ml de Igepal + 3 g Albumina de Soro de Bovino (Sigma-Aldrich, St. Louis,

Estados Unidos da América)
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