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RESUMO

O diabetes mellitus constitui um problema de satde publica mundial devido ao
seu potencial de morbidade e mortalidade. Esta patologia é caracterizada como uma
desordem metabolica com hiperglicemia cronica, resultado de uma deficiéncia absoluta
ou relativa na secrecdo e/ou acdo da insulina. Associado a esse quadro, problemas com a
tireoide sdo frequentemente encontrados em pacientes acometidos por diabetes,
principalmente com o avancar da idade. Além disso, ha um corpo de conhecimento que
descreve que tanto o diabetes quanto o hipotiroidismo provocam isoladamente perdas
visuais, no entanto, ndo ha muitas publicacdes acerca da fisiologia envolvendo em
conjunto ambas patologias com as complicacGes visuais. O presente trabalho objetivou
investigar questBes relevantes para uma compreensdo mais detalhada do quadro de
evolucdo do comprometimento retiniano em modelos animais acometidos
concomitantemente por duas doencas: diabetes e hipotireoidismo. Para isso, foram
utilizados 50 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), com dois meses de idade,
pesando entre 80 a 120 gramas, divididos em quatro grupos: um grupo controle sem
procedimentos; um grupo com hipotireoidismo optando por um modelo experimental de
tireoidectomia bilateral; um grupo com diabetes, com aplicacdo de 200 mg/Kg a 2% de
Aloxana; e dois grupos com as duas patologias, adotando ambos 0s procedimentos
experimentais, alterando a sequéncia das patologias em questdo. Nos grupos estudados
foi utilizado para avaliar as altera¢fes visuais, um método ndo invasivo amplamente
utilizado no meio académico que é o eletrorretinograma (ERG) em diferentes periodos
de 30, 45 e 60 dias. Assim, encontramos uma diminuicdo da amplitude média da onda-a
dos animais nos grupos com diabetes e com as duas patologias em todos 0s registros
realizados, 0s que apresentaram maiores diferencas estatisticas foram em relacdo ao
registro de estocOpica maxima, como também diferenca no potencial oscilatério de
ambos os grupos com as duas patologias. Os resultados obtidos ddo suporte a hipdtese
gue as duas patologias concomitantes (diabetes e hipotireoidismo) diminuem

significativamente as respostas do ERG.

Palavras-chave: Eletrorretinograma; Diabetes; Hipotireoidismo; Ratos Wistar.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a worldwide public health problem because of its potential
morbidity and mortality. This pathology is characterized as a metabolic disorder with
chronic hyperglycemia, results from an absolute or relative deficiency in the secretion
and/or insulin action. Associated to this case, problems with the thyroid are often found
in patients with diabetes, especially with advancing age. Furthermore, there is a body of
knowledge describing that both diabetes and hypothyroidism cause visual loss,
however, there are not many publications on the physiology involving both pathologies
in conjunction with the visual complications. Therefore, this work aimed to investigate
issues relevant to a more detailed understanding of the framework for the evolution of
retinal impairment in animal models simultaneously affected by two diseases: diabetes
and hypothyroidism. For this, 50 male Wistar rats (Rattus norvegicus) were used, two-
months-old, weighing between 80 to 120 grams, divided into four groups: a control
group without procedures; a group with hypothyroidism opting for a bilateral
experimental model of thyroidectomy; a group with diabetes, with application of 200
mg/kg to 2% Aloxana; and two groups with both pathologies, adopting both
experimental procedures by changing the sequence of the pathologies in question. In the
studied groups, it was used the electroretinogram (ERG), a non-invasive method widely
used in academia to evaluate the visual changes, in different periods of 30, 45 and 60
days. We found a decrease in the average amplitude of the wave-a of the animals in the
groups with diabetes and with both pathologies in all the realized registrations, the ones
that showed the highest statistical differences were in relation to the registration of
maximum estocopica, as well as difference in oscillatory potential of both groups with
both pathologies. These results support the hypothesis that both concomitant
pathologies (diabetes and hypothyroidism) significantly diminish the ERG responses.

Keywords: Electroretinogram; Diabetes; hypothyroidism; Wistar rats.
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1. INTRODUCAO

1.1.Diabetes

O diabetes mellitus (DB) constitui um problema de saude publica mundial
devido ao seu potencial de morbidade e mortalidade. Conforme dados da Organizagédo
Mundial da Satde (OMS), em todo o planeta, o diabetes acomete cerca de 194 milhdes
de pessoas, gerando consequéncias humanas, sociais e econdmicas devastadoras, pois
sdo 4 milhdes de mortes por ano relacionadas com o diabetes e suas complicagdes, 0
que equivale a 9% do total de morte no mundo, evidenciando um numero alarmante
(CAVALLI et al, 2007).

A OMS estima que até 2025 o nimero de pacientes diabéticos chegue a 300
milhdes, sendo que no Brasil projeta-se que esse nimero chegue a 12 milhGes de
diabéticos (LERCO et al 2003). Essa doenca caracteriza-se por ser uma desordem
metabolica cronica, resultante da deficiéncia relativa ou completa na secre¢édo e/ou acao
da insulina, propiciando disturbios no metabolismo dos carboidratos, lipideos e
proteinas, promovendo complicacBes vasculares, com énfase na retinopatia (principal
causa de cegueira no mundo), nefropatia e uma variedade de neuropatias debilitantes
(SACKS et al, 2002; SCHEFFEL et al, 2004)

Dessa forma, ela pode ser classificada em diabetes do tipo 1, que é caracterizada
como uma doenca autoimune que provoca lesdes nas células B do pancreas, diminuindo
ou até mesmo cessando a liberacdo de insulina, geralmente acontece na infancia e na
adolescéncia (SOCIEDADE BRASILERA DE DIABETES, 2011).

Este processo autoimune é detectado pela presenca de autoanticorpos
circulantes, tais como anti-descarboxilase, do &cido glutdmico (GAD 65), anti-tirosina
fosfatase (IA 1 e 1A 2B) e anti-insulina, que podem estar presentes meses ou anos antes
do diagnéstico do DM (BAZOTTE, 2010).

Ja o diabetes tipo 2 tem um inicio mais tardio, sendo mais provavel
comprometer pessoas com idade avancada. Existem dois fatores que provocam essa
doenca, tanto a reducdo da liberacéo da insulina pelo pancreas, quanto uma resisténcia

celular & insulina. Ela pode estd ligada a tragos genéticos e fatores de risco como



alimentacéo, falta de atividade fisica e tabagismo, mas a etiologia especifica ainda ndo
esta clara (RIBEIRO, OLIVEIRA, MELO, 2007).

Ambos os tipos de diabetes estdo associados com danos microvasculares que se
acumulam em altas taxas e que dao origem a neuropatia diabética e retinopatia. Outras
complicacdes incluem doencas cardiovasculares como arteriosclerose, infarto e acidente
vascular cerebral (VILLENEUVE & NATARAJAN, 2010).

A explicacdo mais aceita na literatura para essas alteracdes na retina é a ativagéo
da via aldose-redutase devido a altos indices de glicose circulante. Essa via é
responsavel por converter acucar em alcool. Dessa forma as células vasculares da retina
deixam de desempenhar suas fungfes normais, acarretando num quadro de fragilidade
capilar da parede do vaso que evolui para o extravasamento sanguineo (LAWRENSON,
2000).

Dentre uma das complicacdes do diabetes esta o déficit da visdo de cores, que é
um dos primeiros danos visuais causados nessa doenca (EWING et al, 1998;
FLETCHER et al, 2007). Em geral, a perda se inicia na discriminagdo de cores azul-
amarelo, portanto, no eixo tritan (perda de discriminacdo de cores no eixo azul/amarelo
medida em um dado espaco de cores). Isso pode ser explicado por uma maior
susceptibilidade dos cones S da retina, com pico de maxima absorbéncia na faixa de
comprimento de onda curto (CHO et al, 2000), quanto por uma maior opacificacdo do
cristalino (TREGEAR et al, 1997).

No entanto, estudos como de Gualtieri e colaboradores (2013) mostraram que
ambos os eixos vermelho / verde e azul / amarelo foram afetadas em pacientes
diabéticos sem retinopatia, estes resultados divergem da nocdo predominante que 0s
diabéticos tém defeitos tritan preferenciais ou exclusivos.

A visdo espacial também pode ser alterada pelo diabetes e isso tem sido
demonstrado em estudos de sensibilidade ao contraste (HYVARINEN et al, 1983;
TRICK et al,1988; DI LEO et al, 1992; RODRIGUEZ-GALIETERO et al, 2005). As
alteracbes na sensibilidade ocorrem em frequéncias espaciais baixas e médias e nem
sempre acompanha comprometimentos da acuidade visual (HYVARINEN et al, 1983).
Funcdes de sensibilidade ao contraste cromatico mostraram perdas no eixo azul-amarelo
(RODRIGUEZ-GALIETERO et al, 2005).

Fong et al (2004) reportam que a retinopatia diabética causada por diabetes € a
principal causa de cegueira adquirida em adultos com idade variando entre 24 e 70 anos.

A incidéncia é particularmente alta nas duas primeiras décadas da doenca onde quase a



totalidade de pacientes com diabetes tipo 1 e mais de 60% de pacientes com diabetes
tipo 2 desenvolvem complicagBes visuais devido retinopatia diabética. Portanto, a
duracéo do diabetes corresponde a um forte fator intensificador do desenvolvimento e
progressao da retinopatia (KLEIN et al, 1984).

Assim, o diabetes pode danificar neurénios, a glia e tecidos vasculares dentro da
retina. Evidéncias de alteragOes neuronais incluem a presencga de apoptoses no interior
das camadas da retina e nos fotorreceptores em animais diabéticos. Essa perda de
células leva a uma reducdo da espessura da retina, a qual foi demonstrada na
histopatologia. As alteracdes histologicas para a retina parecem ser mais severas
(KOHZAKI et al, 2008).

Dessa forma, o rigoroso controle glicémico, bem como o tratamento precoce tem
mostrado resultado no controle das complicacBes do diabetes. Embora os exames
clinicos se concentrem na visualizacdo das lesbes da retina, no entanto, algumas
alteracOes eletrofisioldgicas tém se mostrado antes do inicio clinico da retinopatia.
Assim, uma avaliacdo eletrofisiologica é de suma impotancia na avaliagcdo de pacientes
diabéticos (HANCOCK & KRAFT , 2006).

Luu (2008) propos em seus estudos que 0s neurdnios e a vasculatura da retina estdo
envolvidos na patogenia da retinopatia diabetica, comprometendo principalmente
estruturas  neurais nas  camadas médias e internas da  retina,
Sendo o ERG uma ferramenta de grande auxilio na avaliacdo dessas alteracfes, antes da
retinopatia diabética ser detectada clinicamente. As alteragfes mais encontradas sdo a
reducdo na amplitude e aumento do tempo implicito do potencial oscilatério, bem como
a reducédo da amplitude da onda b, no entanto algumas pesquisas mostram alteracGes na
onda a.

Da mesma forma wu (2000) mostrou que outras patologias podem contribuir para o
agravamento do quadro ja instalado do diabetes, compromentendo ainda mais a funcdo
fisiologica de hormdnios como é o caso da insulina, doengas enddcrinas como o

hipotiroidismo podem acarretar na exacerbacdo dos sintomas do diabetes.



1.2. Hipotireoidismo

A glandula tireoide esta localizada no pescoco abaixo da laringe, em ambos os lados

da traqueia em sua regido anterior, situada entre a 5% e a 72 vértebra cervical (Figura 1),

apresentando a forma da letra H, sendo constituida por dois lobos unidos por um istmo

(HARINGTON, 1936; MACIEL, 2007, MOHEBATI & SHAHA, 2012).
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Figura 1. Desenho esquematico da disposi¢do da glandula tireoide abaixo da laringe e acima da traqueia

(BOGLIOLLO & BRASILEIRO FILHO, 2000).



Essa glandula constitui a fonte de dois hormonios fundamentalmente diferentes.
Os hormonios de iodotironina incluem a tiroxina (T4) e a 3,5, - triiodotironina (T3);
esses hormoénios sdo essenciais para o0 crescimento e o desenvolvimento normais e
desempenham importante papel no metabolismo energético. A glandula secreta mais a
tiroxina, no entanto a triiodotiroxina é quatro vezes mais potente que a tiroxina. O outro
produto secretor conhecido da tireoide, a calcitonina, é produzido pelas células
parafoliculares (BOGLIOLLO & BRASILEIRO FILHO, 2000).

Para a producdo dos horménios tireoidianos é indispenséavel a presenca do iodo,
que é consumido na dieta na forma de iodeto, e é necessaria a ingestdo de 75 pg do
mesmo diariamente, para uma producdo normal (DUNN, 2001).

O efeito geral do hormonio da tireoide € o de causar transcricdo nuclear de
grande numero de genes. Como consequéncia, em virtualmente todas as células
corporais ocorre aumento de grande nimero de enzimas proteicas estruturais, proteinas
transportadoras e outras substancias. O resultado final disso € um aumento generalizado
da atividade funcional em todo o corpo (BOGLIOLLO & BRASILEIRO FILHO, 2000).

A funcado tireoidiana é controlada por um complexo sistema neuroenddcrino, que
envolve o eixo hipotalamo-hipdfise-tireoide. O hipotadlamo e a hipofise encontram-se
interconectados, através de um sistema circulatério especializado (porta-hipotalamo-
hipofisaria) composto por duas redes de capilares situados na eminéncia mediana do
hipotdlamo, por meio do qual os hormdnios hipotaldmicos sdo direcionados para a
hipofise anterior (NUSSEY & WHITEHEAD, 2001).

No processo de secrecdo de TSH pela hipofise anterior, o horménio liberador de
tireotrofina (TRH) estimula sua liberacdo enquanto que a somatostatina (SS) a inibe. No
entanto, seu principal regulador € o horménio tireoidiano T3, que eleva a expressao de
receptores que participam da inibicdo da secregdo, e diminui a de receptores que
aumentam a liberacdo (NUNES, 2005).

Assim, como um mecanismo de retroalimentacdo negativa, 0s proprios
horménios tireoidianos atuam sobre a regido promotora do gene que regula a expressao
do pré-pro-hormonio-TRH (Figura 2) (FEKETE et al., 2001).
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Figura 2. Esquema para elucidacdo do controle neuroenddcrino da glandula tireoide, mostrando a
influéncia do hipotdlamo na libera¢do de TRH estimulando positivamente a hip6fise na liberagdo de TSH
estimulando positivamente a tireoide na liberacdo de T3 e T4 para realizar suas devidas funces, da
mesma forma o esquema mostra o braco de alimentacdo negativa que o T3 e T4 exercem sobre o
hipotdlamo e a hipofise. T4 (tiroxina); T3 ( 3,5,”- triiodotironina); TSH (Horménio estimulante da
tiroide); TRH (Horménio liberador de tireotrofina).



Inicialmente toda a atividade hormonal da tireoide foi atribuida ao T4, no
entanto, Gross e Pitt-Rivers em 1953 isolaram o T3 de extratos da tireoide,
comprovando sua maior atividade bioldgica (GROSS & PITT-RIVERS, 1953).

O primeiro a reportar o que hoje conhecermos por hipotireoidismo foi William
Withey Gull em 1874, que reconheceu a atrofia da glandula em determinados pacientes
que apresentavam sintomas como, aumento de peso e cansago excessivo (LINDHOLM
& LAURBERG, 2011).

A parir dai, uma série de pesquisas foi realizada para elucidar as funcGes dos
horménios tireoidianos. Sabe-se hoje que eles desempenham papel fundamental no
crescimento e desenvolvimento de véarios 6rgdos e tecidos, exibindo acdo durante o
periodo embrionario e no periodo pos-natal, pois alguns 6rgdos e tecidos apresentam-se
imaturos apds o nascimento (MOURA et al., 1996; KOK et al., 2001).

Hoje, o hipotireoidismo é de longe a doenca mais comum da tiredide na
populacdo adulta e € mais comum em mulheres mais velhas. Geralmente tem origem
auto-imune, e é chamado de hipotireoidismo atrofica primaria ou tireoidite de
Hashimoto. Pode ter também problemas secundarios com a tireoide devido terapia com
iodo radioativo ou cirurgia de tiredide. Raramente, disturbios do hipotalamo ou hipofise
podem resultar em hipotireoidismo secundéario (WU, 2000).

Essa doenca pode ser classificada de acordo com: o periodo de aquisi¢do
(congénito ou adquirido); o nivel da disfuncdo enddcrina (primario ou secundario); e
sua gravidade (evidente, quando apresentar sinais e sintomas clinicos, e leve, quando for
subclinico) (ROBERTS & LADENSON, 2004).

A sintomatoloia dessa patologia esta associada a sonoléncia excessiva; fadiga;
lentificacdo muscular; aumento do peso corporal, diminuicdo da frequéncia cardiaca;
mixedema (infiltracdo edematosa em todo o corpo); fala lenta e rouca, disminésias
(alteragBes da memdria); lentiddo dos reflexos; pele seca; maior sensibilidade ao frio;
obesidade e ganho de peso; depressdo; anemia; metabolismo lentificado; colesterol
elevado; e entre outros. Todos eles atribuidos a diminuicdo ou auséncia dos horménios
tireoidianos (BURMEISTER et al., 2001).

Tendo em vista, a importancia desses horménios no desenvolvimento do sistema
nervoso, para isso todas as isoformas dos receptores tireoidianos vao estar presentes
durante o desenvolvimento e na vida adulta na retina de roedores (AZADI et al., 2002).

A presenca do receptor tireoidiano Beta 2 (TRB2) é essencial no desenvolvimento da



visdo de cores. Estudos in vitro e in vivo de celulas progenitoras retinianas de
camundongos, demonstraram que a ativacdo deste receptor promove a diferenciacdo dos
fotorreceptores, bem como, a defini¢do de seu sitio definitivo na retina e o tipo de cone
(ROBERTS et al., 2006).

Pessoa et al (2008), realizaram ERG em seus animais e concluiram que a
diferenciacdo dos cones UV e M depende da quantidade de hormdnio da tireoide
durante o desenvolvimento em camundongos, e ainda evidenciaram a necessidade da
integridade dos receptores tireoidianos, principalmente o TRP, para que haja a

integridade da resposta eletrofisioldgica da retina.

1.3. Diabetes e Hipotireoidismo

Tendo em vista que o diabetes e doencas envolvendo a tireoide sdo as patologias
enddcrinas mais comuns, assim o0s pacientes diabéticos tém uma maior prevaléncia de
disturbios da tiredide em comparacdo com a populagdo normal. Pois pacientes com uma
doenca auto-imune Orgdo-especifica tém risco de desenvolver outras doencas auto-
imunes, como é o caso do hipotireoidismo. Assim, cerca de 30% dos pacientes
diabéticos tipo 1 do sexo feminino tém doencas da tiredide. A taxa de tireoidite pos-
parto em pacientes diabéticos é trés vezes maior que em mulheres normais. Uma série
de relatérios indicaram também uma maior prevaléncia de distlrbios da tiredide em
pacientes diabéticos tipo 2 (WU, 2000).

Queiroz (2008) em estudos mostrou que o diabetes tipo 1 esta associado a doenca
auto-imune da tireoide (AIT), doenca celiaca (CD), doenga de Addison (AD) e outras
doencas auto-imunes. Dessa forma, o distdrbios metab6licos do diabetes mellitus
interferem na funcdo da glandula tireoide, assim como as disfuncdes desta influenciam
0 metabolismo de carboidratos, gordura e proteinas. Mais recentemente, tém surgido
evidéncias de que o T3, sinergicamente com a insulina, influenciariam a expresséo
génica de enzimas do metabolismo da glicose e dos lipidios. Ainda, o DM tipo 1, que €
uma doenca autoimunoldgica, tem uma associagdo maior com outras resultantes do

mesmo processo, principalmente com a tireoidite de Hashimoto (SOUZA, 2005).



Pacientes com DB do tipo 1 podem apresentar auto-anticorpos contra diversos
antigenos da célula beta pancreética, bem como para antigenos da tireoide, adrenais e
células parietais do estbmago, dentre outros (SOUZA, 2005).

Wu (2000), relata que a disfuncdo da tiredide € comum em pacientes diabéticos e
podem produzir distdrbios metabolicos significativos. Portanto, o rastreio regular de
anormalidades da tiredide em todos os pacientes diabéticos vai permitir o tratamento
precoce de disfuncéo tireoidiana.

1.4. Fisiologia Visual

Durante o processo evolutivo os animais desenvolveram conjuntos de células que
apresentavam sensibilidade a luz. Muitos destes também adquiriram percepgdo
cromatica, que Ihes permitiram identificar variacbes espectrais e temporais de luz. Em
vertebrados, a primeira etapa no processo de captacdo e transformacgdo do estimulo
luminoso ocorre na retina, composta por dez camadas dispostas de forma laminar, sendo
bem conservada ao longo do processo evolutivo dos vertebrados (AHNELT & KOLB,
2000; JACOBS, 2001; KOLB, 2004).

Assim, a citoarquitetura da retina esta organizada da camada mais externa para a
mais interna (Figura 3), em: epitélio pigmentar (envolve os segmentos externos dos
fotorreceptores promovendo a nutricdo dessas células e continua reciclagem dos
segmentos externos); camada de segmentos externos dos fotorreceptores; camada
nuclear externa (possui os corpos celulares dos fotorreceptores); camada plexiforme
externa (onde os fotorreceptores estabelecem sinapses com as células bipolares e
horizontais); camada nuclear interna (contém os corpos celulares das células
horizontais, bipolares, améacrinas e nucleo das células de Miiller); camada plexiforme
interna (onde bipolares e améacrinas estabelecem contato sindptico com as celulas
ganglionares); camada de células ganglionares (CAJAL, 1972; WASSLE, 2004).
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A retina é a camada de tecido ocular, que converte a luz em codigos neurais
transmitidos para o cérebro. Este processo € iniciado por dois tipos principais de
fotorreceptores, bastonetes e cones, que se distinguem em Vvarios aspectos, tais como:
morfologia; tipo de fotopigmento; a distribuicdo na retina; e padrdo de ligacGes
sinapticas. Estas propriedades refletem o fato de que os sistemas de bastonetes e do
cone séo especializados para diferentes aspectos da visdo. O sistema de bastonetes tem
uma baixa resolugdo espacial, mas é extremamente sensivel a luz de modo que é
especializado para a sensibilidade a custa da resolucdo (BURN, 2007).

Por outro lado, o sistema de cone tem uma elevada resolucdo espacial, mas € menos
sensivel a luz que os bastonetes (BURN, 2007). As diferencas entre caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas dos diferentes tipos de fotorreceptores permitem mapear a
distribuicdo espacial dos cones e bastonetes em toda a retina. Este tipo de mapeamento
ja revelou, por exemplo a existéncia de uma area central com maior nimero de cones e
menor densidade de bastonetes. Essa area € chamada de centro visual fotdpico
altamente especializado no primata, a fovea, com exclusdo total ou parcial de bastonetes
(SZEL, 2000).

Os cones contém o fotopigmento opsina e apresentam segmento externo em forma
cbnica, mais curto e estreito que os bastonetes, sdo menos sensiveis a luz e ativados em
condicGes de iluminagdo superior a que ativa 0s bastonetes, ou seja, S80 necessarios
mais fotons para ativa-los. Sdo responsaveis pela visdo fotopica ou diurna e visdo de
cores (FU; YAU, 2007).

Na retina de mamiferos podem-se encontrar até trés tipos distintos de cones, que
possuem sensibilidade maxima a diferentes comprimentos de onda. Em primatas, por
exemplo, existe a presenca dos seguintes cones: Cones S, (“short wavelength-
sensitive™), sensiveis a comprimento de ondas curtos, com picode absor¢do de luz em
comprimentos de onda situados na faixa de 420 nm; cones M, (“middle wavelength-
sensitive”’), que demonstram sensibilidade a comprimento de ondas médios, com pico
na faixa de 534 nm; e os cones L, (“long wavelength-sensitive”) maximamente sensiveis
aos comprimentos de onda longos, na faixa de 564 nm (WASSLE & BOYCOTT, 1991;
KOLB, 2004).

Ja os bastonetes contém como fotopigmento a rodopsina e apresentam segmento

externo alongado com muitos discos membranosos, tém alta sensibilidade a luz com



12

baixo limiar de ativacdo, e sdo capaz de detectar um unico foton, mas tém lenta
resolucéo temporal, ou seja, ndo sdo bons na deteccdo de objetos em movimento rapido.
Atuam principalmente na visdo escotopica ou noturna (em baixas condi¢fes de
iluminacdo) e acromatica (FU; YAU, 2007).

Esses dois tipos fotorreceptores fazem a conversdo da estimulagdo luminosa em
resposta eletroquimica, através de um processo chamado fototransdugdo, 0 mecanismo
de ambos os fotorrecepores € semelhante, iniciando com ativagdo do pigmento
fotossensivel rodopsina ou opsina presente nos segmentos externos dos fotorreceptores.
Com a ativacdo do pigmento que muda sua isomeria passando para a forma all-trans
que por sua vez ativa a transducina, uma proteina G localizada na membrana do
segmento externo dos fotorreceptores, a qual ativa a fosfodiesterase (PDE), enzima que
hidrolisa 0 segundo mensageiro guanosina monofosfato ciclica (GMPc), diminuindo
suas concentracdes no fotorreceptor, o que induz o fechamento dos canais de cations
ativados por GMPc, interrompendo a entrada de ions Na+, gerando hiperpolarizagao
graduada do fotorreceptor. Todo esse processo é seguido pelo fechamento dos canais de
calcio no terminal sindptico da célula, e consequente diminuicdo da liberacdo de
glutamato na sinapse (BURNS, 2007).

Apartir dai, os fotorreceptores transmitem informac6es para as células bipolares da
retina e para as células horizontais. A diferenca marcante entre os circuitos de basonetes
e cones € o grau de sua convergéncia. Cada célular bipolar de bastonetes é conectada
por uma série de bastonetes, e muitas dessas células bipolares se conectam a uma dada
celula amacrina. Em contraste, o sistema de cone € muito menos convergente. Assim,
cada uma das células ganglionares da retina que domina a visao central recebe a entrada
a partir de um dnico cone. Essa maior convergéncia dos bastonetes, proporciona a essas
células uma melhor deteccdo da luz. No entanto, tal convergéncia também reduz a
resolucéo espacial do sistema de bastonetes (MUSTAFI, 2009).

Logo apds todo esse processo, as células bipolares, por sua vez, transmitem os sinais
para as células ganglionares, de maneira direta ou através de conexdes com as células
amécrinas. As células ganglionares geram potenciais de a¢do conduzidos pelo nervo
otico, formado pelos axénios dessas células, para os centros de processamento visual no
cérebro (DACEY, 2000; GEGENFURTNER; WASSLE, 2004).
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1.5.Fisiologia visual dos ratos

Hé& diferencas marcantes entre a retina de humanos e de ratos. Dentre elas esta
principalmente a quantidade de cones e bastonestes, tendo em vista que o rato € um
animal noturno, apresenta maior nimero de bastonetes, aproximadamente 99%, essa
maior densidade de bastonetes é necessaria em condi¢fes estocdpicas, essencial para
sua sobrevivéncia em seu habitat composto de pouco luminosidade. A distribuicdo
espacial de cones e bastonetes é relativamente uniforme por toda a retina, e ndo contém
uma regido delimitada com mais cones, como a fovea, presente nos humanos (SZEL;
ROHLICH, 2000).

A discriminacdo de cores na retina de mamiferos ndo primatas é feita em geral por
dois tipos diferentes de cones com pigmentos sensiveis a comprimentos de onda médios
(cones M) e cones sensiveis aos comprimentos de onda curtos (cones S ou UV). Nos
primatas ha um terceiro tipo de cone sensivel a comprimento de onda longo (cones L), o
qual surgiu a partir dos cones M (SZEL, 2000; JACOBS, 1991). No rato foram
encontrados cones UV com sensibilidade espectral méaxima em 358 nm e cones M com
sensibilidade méxima em 510 nm (Figura 4) (JACOBS et al., 2001).
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Figura 4. Curvas de absorc¢éo espectral dos diferentes tipos de cones UV e M encontrados na retina de
ratos (Adaptado de JACOBS; FENWICK; WILLIAMS, 2001).
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Em relacdo ao desenvolvimento dos fotorreceptores da retina do rato, sabe-se a
partir de investigagfes em camundongo, animal proximo filogeneticamente ao rato, que
inicialmente surgem os bastonetes que emergem centralmente na retina no primeiro ou
segundo dia pos-natal, e posteriormente surge na periferia. Os primeiros cones a
aparecerem sdo do tipo UV no quarto ou quinto dia pds-natal, o Gltimo a aparecer sao 0s
cones do tipo M, no nono ou décimo dia (SZEL, 1993).

A retina do rato e semelhante & da maioria dos mamiferos,
com densidades extremamente baixas de cone S ou UV, nas primeiras semanas, apos as
outras 2 semanas atingi o pico de desenvolvimeno e diminuem em numero. Os cones M
gque emergem um pouco mais tarde, também mostram um aumento na densidade, no
entanto, eles atinjem um patamar sem um pico agudo e permanecem relativamente
elevados ao longo da vida deste roedor. Notavelmente, a queda acentuada dos cones S
ou UV coincide com o aumento do numero de cones M, enquanto que a densidade
celular total de cone ndo esta sujeita a mudangas considerdveis (JACOBS, 2001).

As outras diferencas sdo relativas ao numero e a morfologia das células, as
células horizontais em humanos ha dois tipos morfologicamente distintos, em ratos ha
apenas um tipo, chamadas células horizontais do tipo B (CHU; HUMPHREY; PEICHL;
GONZALEZ-SORIANO, 1994). Na retina de ratos ha nove tipos morfologicamente
diferentes de células bipolares de cones e um tipo de célula bipolar de bastonete (Figura
5) classificados com base no padrdo das ramificacdes e no nivel da estratificacdo das

terminagBes dos ax6nios na camada plexiforme interna (EULER; WASSLE, 1995).
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Figura 5. Disposicao das células bipolares na retina de ratos. Nove (1-9) sdo células bipolares de cones
(CB) e uma ¢ célula bipolar de bastonetes(RB). OPL: camada plexiforme externa, INL: camada nuclear
interna, IPL: camada plexiforme interna, GCL: camada de células ganglionares (EULER; WASSLE,
1998).
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A despeito das diferencas entre a retina de roedores e humanos, a utilizacdo de ratos
como modelos bioldgicos é eficaz, tendo em vista a ampla utilizacdo desses animais no
meio cientifico, e mais especificamente nessa pesquisa devido a aproximacdo da
fisiologia visual do rato com a dos mamiferos em geral, principalmente os humanos.
Outro ponto de grande relevancia é a facilidade do manejo e reproducdo. Assim esse
modelo tém sido de grande auxilio para a compreensdo da fisiopatogenia de algumas
patologias.

1.6. O Eletrorretinograma

O eletrorretinograma (ERG) de campo total é o registro elétrico da retina em
resposta da retina a um estimulo luminoso que gera estimulacdo simultdnea em todo o
campo visual permitindo uma avaliagdo das células de toda retina. Esse teste € utilizado
como uma ferramenta no mundo inteiro para avaliar a fisiologia das doengas oculares
em pacientes humanos e em animais de laboratério utilizados como modelos de doencas
da retina (HOLMGREN, 1980; MARMOR; et al, 2009).

A eletrorretinografia de campo total ¢ usada como exame eletrofisiol6gico
ocular e compreende cinco protocolos padronizados pela ISCEV (International Society
for Clinical Electrophysiology of Vision) (Marmor et al., 2004): (1) resposta devida a
funcdo dos bastonetes no olho adaptado ao escuro; (2) uma resposta maxima no olho
adaptado ao escuro; (4) uma resposta devida a funcdo dos cones no olho adaptado ao
claro; (3) potenciais oscilatorios, devidos a atividade das camadas mais internas da
retina; (5) respostas provocadas por estimulos periddicos de alta frequéncia (flicker)
(Figura 6).

A descoberta de que a onda-a origina-se da atividade de células fotorreceptoras é
atribuida a Brown e Watanabe (1962), os quais isolaram a onda-a a partir do
grampeamento da artéria retiniana central em macacos, procedimento que provoca
anoxia nas celulas da retina interna (células bipolares, horizontais, amacrinas e
ganglionares). O grampeamento da artéria central ndo afeta as células fotorreceptoras as
quais sdo nutridas via circulacdo coroidal; dessa maneira atribuiu-se o surgimento da

onda-a a atividade dos fotorreceptores.
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A onda-b € o componente mais sensivel do ERG, e resulta da atividade de
células bipolares tipo-ON e células de Muller. A onda-b resulta da liberagdo de ions
potassio (K+) na camada plexiforme externa pelas células bipolares na presenga da luz e
a captacdo do ion K+ pelas células de Muller (MILLER & DOWNLING, 1970).

Atualmente, um indice tem sido utilizado para a avaliacdo da integridade
funcional da retina. Este indice quantifica a relagdo entre a onda-a e a onda-b obtidas na
resposta maxima adaptada ao escuro (PERLMAN, 1983). Tal analise é baseada na
fisiologia da retina e na origem do ERG, pois, sabendo-se que a onda-a reflete as
atividades de fotorreceptores e que a onda-b é originada de neur6nios pds-sinapticos, ela
pode ser utilizada como um indicador funcional da integridade retiniana. Em patologias
que afetam os fotorreceptores a onda-a é de menor amplitude, o que acarreta como
consequéncia a reducdo da onda-b, entretanto a relacdo b/a é frequentemente normal.
Alteracfes da transmissdo de sinais originadas na camada plexiforme externa irdo
causar uma relacdo b/a anormal (PERLMAN, 1983). Em sujeitos normais, a relacéo b/a
€ maior do que 2 (dois). Quando este valor apresenta valores menores do que 1 (um),
recebe 0 nome de ERG negativo (PASCUAL et al., 1998; PERLMAN, 1983; PILLERS,
1999).

Os potenciais oscilatérios (PO) sdo componentes adicionais do ERG, 0s quais
foram primeiramente observados em 1937 por Granit e Minshterhjelm, como duas
oscilacdes (O1 e 02) na regido ascendente da onda-b. Posteriormente em 1953, Cobb e
Morton observaram que estas duas oscilages correspondiam, apds a filtragem do sinal,
a quatro ou seis pequenas ondas do ERG registrado no olho humano. Estudos
posteriores mostraram que 0s POs sdo indicadores mais sensiveis de funcdo retiniana
central do que periférica, refletindo principalmente a atividade de células das regides
para- e perifoveal. Esta condensacdo da somacédo dos sinais dos POs (Figura 7) para as
regides centrais €, possivelmente, mediada pelas células amécrinas. Estudos em pombos
e macacos revelaram que os POs sdo gerados na camada plexiforme interna,
presumivelmente pelos ax6nios terminais das células bipolares, pelos processos das
células amacrinas e pelos dendritos das células ganglionares. Estruturas mais profundas
da retina como fotorreceptores e celulas horizontais muito provavelmente néo
participam nos POs (WACHTMEISTER, 1980).
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Resposta Estocdpica Resposta Estocopica Maxima
(bastonetes) (Bastonetes e cones)

ERGs Estocépicos

Resposta Fotdpica Resposta de Flicker
{cone) 12Hz

ERGs Fotopicos ! \/\/W\/\/
| woomv

100 ms

Figura 6. Respostas do ERG avaliadas no laboratério de Neurofisiologia Eduardo Oswaldo Cruz —
LNEOC, seguindo padrédo do ISCEV. As setas indicam o inicio do estimulo. Escala Amplitude 100 pV x
Tempol00 ms, com excecdo com flicker.

Potenciais Oscilatdrios - Mista 2

l 20pV

50ms

Figura 7. Resposta dos Potenciais oscilatdrios, seguindo padréo do ISCEV. A seta indicam o inicio do
estimulo. Escala Amplitude 20 pV x Tempo 50 ms.
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2. OBJETIVO

2.1. GERAL

Investigar a evolucdo do comprometimento retiniano em modelos experimentais

de ratos com diabetes e hipotireoidismo e em modelos com as doencas separadamente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validacdo do modelo experimental de ambas as patologias, diabetes e

hipotireoidismo.

e Determinar durante o desenvolvimento se o diabetes e hipotireoidismo juntos,

comprometem mais a visdo dos ratos do que separadamente;

e Analisar, entre o sistema de cones e bastonetes, qual é mais afetado por ambas

as doencas;

¢ Investigar as possiveis alteracdes funcionais em neurénios de segunda ordem

na fisiologia da retina durante ambas as doengas.
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3. METODOLOGIA

3.1. Amostra

Foram utilizados 50 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), com dois meses
de idade, pesando entre 80 a 120 gramas, obtidos do biotério central do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da UFPA, mantidos em gaiolas plasticas medindo
41x34x16cm, distribuidos quatro animais por gaiola, com alimentacdo e aguas
disponiveis ad libitum, e ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos os procedimentos de
manutencdo e experimentacdo animal foram aprovados pelo comité de ética do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da UFPA (CEPAE-UFPA: BIO089-12 — Anexo A).

Os animais foram divididos em quatro grupos com 10 animais cada, sendo 1
grupo controle; 1 diabéticos; 1 e hipotireoideo; e 2 grupos com ambas as patologias
mudando a ordem, um grupo com o diabetes primeiro e 15 posteriores 0
hipotireoidismo e um grupo com hipotireoidismo primeiro e seguido do diabetes em 15

dias. A tabela 1 mostra a distribuicdo dos grupos.

Tabela 1. Grupos do Estudo

Grupos Procedimentos NUmero
Controle (GC) Sem procedimentos 10 animais
Diabético (DB) Aplicacdo de Aloxano 10 animais
Hipotireoidismo (HP) Extracéo da Tireoide 10 animais
Diabetes + Hipotireoidismo Aplicacéo do Aloxano + 10 animais
(DB/HP) Extracéo da Tireoide
Hipotireoidismo + Diabetes Extracdo da Tireoide + 10 animais

Aplicacdo de Aloxano
(HP/DB)
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3.2. Modelo da Diabetes experimental

Optou-se por esse método na inducdo do modelo do diabetes nos animais
estudados, devido a larga utilizacdo da aloxana como agente diabetogénico. Essa droga
possui citotoxidade especifica para as células B do pancreas, levando a morte das células
e a aparecimento do quadro clinico de diabetes mellitus tipo | (LENZEN, 2008).

O efeito da droga apds a injecdo é uma liberagdo macica de insulina,
presumidamente em virtude do influxo de ions célcio ao citosol das células . Esse
evento ocorre rapidamente, e é seguido por uma completa supressdo da resposta das
ilhotas pancreéticas a glicose, devido a necrose das células p (SZKUDELSKI, 2001).

Muitos fatores interferem na acdo da Aloxana, entre eles estdo a dose e a via de
administracdo da droga. Por isso, foi escolhida a via intraperitoneal por apresentar
seguranca a manutencao da vida do animal, bem como uma dose de 200 mg/Kg a 2%,
diluida em cloreto de sdédio 0,9%, para evitar a necessidade de uma segunda dose,
achamos essa dose em um projeto piloto realizado com vérias doses unitarias em que 0s
animais permanecessem Vivos por 2 meses.

No 7° dia ap6s a aplicagdo, foi aferidas a taxa glicémica de cada animal. Foi
utilizado como ponto de corte o valor de glicose acima de 200 mg/dl, evidenciando o
quadro de diabetes. E os animais com valores menores de 200 mg/dlforam excluidos da

pesquisa.

Esse modelo foi baseado em um estudo piloto e achados na literatura, com o
intuito de diminuir a mortalidade dos animais e possibilitar a manutencdo dos animais

Vvivos até o término dos experimentos totalizando 2 meses.

3.2.1. Dosagem de glicemia

No 7° dia ap6s a aplicacdo da droga foi medido o indice glicémico em jejum de
12 horas, por processo automatizado com uso de medidor glicémico (On Call® Plus,
marca ACON Laboratories, Inc) no sangue (Figura 8). A coleta de sangue foi realizada

uma leve incisdo na cauda do animal para a coleta de sangue, e posteriormente realizar a
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dosagem glicémica. Esse procedimento foi realizado de 7 em 7 dias até o término da

pesquisa, buscando fazer o controle glicémico do animal.

3.3. Modelo hipotireoidismo

A escolha por esse modelo de hipotireoidismo foi devido o reconhecimento em
muitos trabalhos cientificos da validacdo do modelo com caracteristicas similares ao
hipotireoidismo em humanos, e por ja ser realizado com sucesso em nosso laboratorio.

A excisao cirurgica da glandula tireoidea foi feita sob anestesia do animal por
inoculagdo intraperitoneal de uma associacdo farmacoldgica de Quetamina a 10% e
Xilazina a 2%, com dose de 0,1 ml/100g. Apds confirmacdo do plano anestésico
adequado para a cirurgia, com auséncia dos reflexos corneal e doloroso, iniciava-se a
tricotomia da face ventral da regido cervical, com o auxilio do bisturi, por meio de
movimentos continuos, cortando os pelos no sentido contrario ao seu crescimento.
Prosseguia-se entdo com a realizacdo da antissepsia, com &lcool iodado a 70%, da érea
exposta e, em seguida, realizava-se a incisdo de 1 cm sobre a linha alba na face ventral
da regido cervical. O acesso a glandula tireoidea era alcancado ap6s a disseccdo
sucessiva da pele, aponeurose, e rebatimento dos musculos esternocleidomastéideo,
esternoidideo, omoidideo, tireoideo, possibilitando, deste modo, a exposi¢do da traqueia
e glandula tireoide. Realizava-se assim a ressec¢do da glandula com auxilio de pinca
anatdmica. Para a sintese dos diferentes planos seccionados, utilizava-se a sutura
continua do tipo chuleio simples para os planos profundos e sutura com ponto simples
para a derme e a epiderme.

Apds o procedimento cirdrgico, os animais foram submetidos periodicamente a
limpeza, troca de gaiola e assepsia da ferida cirtrgica com alcool iodado a 70% com

frequéncia de trés vezes por semana.
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3.3.1. Dosagem de T3 sanguineo

Para confirmacdo do quadro de hipotireoidismo nos ratos estudados, apds 0s
experimentos, totalizando os 60 dias, os animais foram decapitados segundo as
recomendag0es descritas em AVMA Guidelines on euthanasia, 2007. Foram coletadas
as amostras de sangue em tubos de ensaio, mantidos em 4°C. Esperou-se por um
periodo de 15 minutos para que o sangue obtido coagulasse, foram feitas entdo trés
centrifugacdes a 5000 rpm, retirando-se o sobrenadante e descartando o restante. O soro
obtido foi embalado e mantido sob refrigeragdo e encaminhado para o laboratorio de
andlises clinicas. Os niveis séricos de T3 foram dosados pelo método de
quimiluminescéncia. Os resultados que foram aceitos em nosso trabalho apresentavam
concentracdo sanguinea de T3 inferior a 1 mg/dl, nivel esse aceito pela literatura para

evidenciar o quadro de hipotireoidismo experimental em ratos.

3.4. Modelo Diabetes + Hipotireoidismo

Apos a aplicagdo do Aloxano, no 15° dia foi confirmado o quadro de diabetes e
realizada a cirurgia para a retirada da glandula tireoide, com os mesmos procedimentos

do grupo com hipotireoidismo somente.

3.5. Modelo Hipotireoidismo + Diabetes

Primeiramente foi realizada a cirurgia para a extracdo da glandula tireoide, e
apos 15 dias foi realizado a aplicacdo do Aloxano, com intuito dos animais ficarem
diabetes. Essa opc¢do para a mudanga na ordem das patologias, foi para tentar mostrar se

alguma patologia interferia mais que a outra inicialmente.
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3.6. Campo Aberto

O campo aberto foi realizado em um aparato com formato circular com diametro
de 83 cm e 52cm de altura, no qual o tempo de exploracdo foi de 3 minutos, iniciando
com o animal no centro do aparato. Nesse periodo, o animal pode utilizar-se do espaco
para realizar sua atividade exploratoria e de habituag&o livremente. O teste foi filmado e
as imagens foram analisadas utilizando o software X-PLO RAT 2005. O teste objetiva
avaliar a atividade exploratoria do animal, através da contabilizacdo do cruzamento de
quadrantes, nos dividimos o campo em 9 quadrantes (GRALEWICZ; et al, 2009;
CALVIN HALL, 1934). Nosso objetivo com esse teste foi avaliar a movimentagao, e
correlacionar os resultados deste teste com os resultados do eletrorretinograma, visando
mostrar que a possivel diminuicdo das respostas do eletrorretinograma seria uma

alteracdo propriamente visual.

3.7. Eletrorretinograma

3.7.1.Equipamentos

Todos os registros de ERG realizados neste trabalho utilizaram estimulos com
flahs acromaticos produzidos por um fotoestimulador (Grass Technolgies, Modelo
PS133-Plus). Os estimulos foram modulados em relacdo a intensidade e a frequéncia.
Para a maioria dos testes utilizamos um flash padrdo de intensidade de
aproximadamente 10 cd-s/m? (Tabela 2).

Sera utilizado filtro de densidade neutra, que reduz a intensidade luminosa em
até 2,0 unidades log. Bem como, para investigar se ha dano seletivo em algum sistema
especifico de cones do rato serdo realizados testes espectrais com o ERG, para tanto,
serdo utilizados filtros de cor (Model — 5CF, Grass Instruments) na faixa do azul e do
verde.

Os registros das respostas foram captados com um amplificador AC (Grass
Technolgies, Modelo P511) e ajustados com filtragem passa-alta de 0,3 Hz e passa-
baixa de 300 Hz (Figura 9), amplificadas em 50.000 vezes e monitorados com um

osciloscopio (Protek, Modelo 6510), e continuamente digitalizados em uma taxa de 1
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KHz por um computador equipado com uma placa de aquisicdo de dados (National

Instruments, Austin, TX).

Tabela 2. Padrdes de respostas obtidos no ERG

Tipo de resposta

Escotopica de

bastonetes

Escotopica

maxima

Fotdpica de

cones (UV e M)

Fotdpica de
Flicker (12 Hz e
15 Hz)

Adaptacao Escotopica (>12  Escotopica (> Fotépica (10  Fotdpica (10 m)
h) 12 h) m)
Intensidade do estimulo <0,09 cd.s/m? 10, 21 cd.s/m? 10, 21 cd.s/m? 10, 21 cd.s/m?
Duracéo do estimulo 10 ms 10 ms 10 ms 10 ms
Intervalo entre estimulos 10s 10s 10s 0,2s
Resposta Bastonetes Cones + Cones Cones
Bastonetes
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Figura 8. Disposicdo dos equipamentos para realizagdo dos registros eletrorretinograficos no Laboratdrio
de Neurofisiologia Eduardo Oswaldo Cruz.

3.7.2.Eletrodos

Os eletrodos utilizados foram: eletrodo de ago tipo agulha modelo F-E3-48,
posicionados na cornea (eletrodo ativo) e na palpebra inferior (eletrodo referéncia);
eletrodo de prata tipo disco de 6 mm, modelo F-E6SHC-12, posicionado no lobo da
orelha do animal (eletrodo terra), com uma pasta eletrolitica (Ten20, D.O. WEAVER)

aplicada no eletrodo, para facilitar a conducédo elétrica (Figura 10).
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bl |

Figura 9. Posicionamento dos Eletrodos: (a) Posicionamento dos eletrodos no animal; (b) eletrodos
utilizados para o registro.

O registro eletrorretinografico foi realizado nos animais ap6s 15 dias da
confirmacdo de cada patologia. Os animais serdo adaptados ao escuro por, ho minimo
14 horas (“overnigh”) na sala de experimentacdo. Dando sequencia, eles serdo
anestesiados com injecéo intraperitoneal de quetamina e xilasina (1:3). Posteriormente o
animal foi posicionado em uma gaiola de Faraday (46,5x40,3x30cm) a 30 centimetros
do aparelho, com intuito de diminuir ruidos externos ao sistema, 0s mesmos tiveram sua
pupila previamente dilatada com uma gota de colirio tropicamida a 1% (Mydriacyl
Alcon®) para que o estimulo luminoso alcancasse maior area possivel do tecido
retiniano, e também foi utilizado um colirio com propriedade anestésica para que
qualquer incdmodo seja evitado, logo apds os eletrodos foram posicionados e colocado
o colirio de metilcelulose a 2% para protecao da superficie da cornea, com o intuito de

evitar ressecamento da cornea e interferir na resposta do registro (Figura 11).
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Figura 10. Esquema da obtencdo das respostas eletrorretinogréficas.

O registro foi realizado na seguinte ordem: primeiro, com o filtro de densidade
neutra, e em seguida sem filtro, caracterizando as respostas estocdpicas. Apds os dois
registros, os animais foram adaptados ao claro por 10 minutos, para obtencdo dos
registros de cone isolados, com filtro azul, com o filtro verde, e flicker com frequéncias
de 12, 15 e 20 Hz, respectivamente. Na figura 12 mostramos a sequencia de adaptacoes

e testes eletrorretinogréficos.

Resposta Escotdpica Resposta Fotdpica
. ' aptacao de ' .
gg g;ﬂcalﬁl(;xao ' : 10 min. ao claro ' -
Reg.c/filtro  Reg. sem filtro Coneisolado Conec/filtro  Conec/filtro  Flicker
densidade  (mista2) (sem filtro) azul verde 12,15,20 Hz
neutra
(mista 1)

Figura 11. Protocolo da sessdo dos registros de ERG.
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3.7.3.Mensuracdo dos componentes do ERG

A resposta final do ERG em cada tipo de teste foi obtida a partir de
promediacao realizada com a auxilio do programa Signal 3.0. As medidas feitas nos
registros obtidos foram: (1) amplitude da onda-a, medida feita da linha de base do
registro até o pico maximo da onda-a; (2) amplitude da onda-b, medida entre o pico
maximo da onda-a e 0 pico maximo da onda-b; (3) tempo implicito, medido entre o
inicio do estimulo e o pico maximo da onda-a e onda b. Um esquema mostrando um
registro do ERG e as medidas que foram realizadas é mostrado na figura 13. Antes do
processamento foi realizada filtragem passa-baixa de 100 Hz (Figura 14).

300

o A
3 200
& 100
= 0 !
g 0 0.3 0.4 5 1
Z -100 - : a i b
-200 Tempo (s) A 4
Figura 12. Padronizagdo das medidas das respostas do eletrorretinograma.
60 60 -
5
E 30 2 30
Py 2
< 2
= 0 E 0-
5 <
230 - -30 A
'60 T T T 1 '60 T T T 1
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Tempo (ms) Tempo (ms)

Figura 13. A esquerda, resposta escotépica maxima de um rato Wistar, a direita a mesma resposta
filtrada com filtro passa-baixa de 100 Hz.
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A analise dos potenciais oscilatorios foi realizada medindo-se a amplitude do
terceiro pico: OP3 (Figura 15), o tempo implicito correspondente. Para eliminar ruido
de alta frequéncia, as respostas foram submetidas a um filtro passa-baixa de 100 Hz,
exceto para analise dos potenciais oscilatorios, cuja filtragem foi realizada com filtro

passa-banda na faixa de 80 a 300 Hz.

Pico da terceira onda

ﬂ

Estimulo

Tempo implicito

Figural4. Esquema da mensuracdo do potencial oscilatério

Os parametros temporais da resposta ao estimulo do flicker do ERG foram
medidos calculando-se a amplitude pico-a-pico da onda-b de trés respostas
consecutivas, e obtendo-se a média dessas trés amplitudes para cada animal, nas
frequéncias de 12 e 15 Hz (Figura 16).

Amplitude de pico a pico

Figural5. Esquema da mensuracao do Flicker de 12 Hz
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3.8. Analise dos dados

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica utilizando o
programa GraphPad Prism 5, onde foram determinados a média e o desvio-padrdo dos
grupos experimentais. Os dados foram, entdo, comparados pelo teste de Analise de
Variancia (ANOVA) um critério, seguido pelo pos-testes Bonferroni. Os valores de p <

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Parametros clinicos para caracterizacdo do modelo experimental

A partir da andlise do peso corporal, do nivel hormonal e do comportamento,
podemos mostrar a caracterizacdo do modelo experimental de cada grupo estudado.

4.1.1. Massa Corporal

Os animais foram pesados nos dias dos registros eletrorretinogréaficos, obtendo-
se as seguintes medidas:

Tabela 3. Massa corporal médias e os desvios padrdo dos grupos estudados (em

gramas)
Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Dd

30 dias

194.3+5.3 214.5+4.3 197.9+1.4 216.2+8.3 218.046.6
45 dias

247.2+6.9 272.1£9.5 250.31£8.2 267.1£9.4 273.9£11.2
60 dias

300.7+10.8 324.6+17.9 292.0+8.8 333.9+£12.5 339.4+16.6

Esses dados apresentam a evolucdo da massa corporal de cada grupo, mostrando
gue 0S grupos que apresentam hipotireoidismo sdo mais suscetiveis ao aumento na

massa corporal, segundo a literatura explica a fisiologia da patologia.
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Figura 16. Massa corporal dos animais estudados em diferentes tempos ( 30, 45 e 60 dias). Massa
corporal em gramas. O asterisco significa diferenga estatistica em relagcdo ao controle, (*) quando o
p<0.05 e (**) quando o p<0.01.

4.1.2. Niveis Hormonais

4.1.2.1. Glicose

Foi monitorada a taxa glicémica dos animais estudados, segundo o protocolo
descrito na metodologia.
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Tabela 4. Médias dos valores de glicemia e os desvios padrdo dos ratos antes de cada
registro (em mg/dl)

30 dias

70.35+1.46 72.81+2.30 336.7+12.64  355.4+4.50 336.9+5.17
45 dias

89.33+6.66 84.88+4.16 371.0+25.82 400.0+16.35 388.7+19.64
60 dias

88.96+6.26 90.29+4 .57 408.4+25.03 410.2+26.22 390.7+21.65

Os dados da Tabela 4 mostram o aumento da glicemia nos animais estudados nos
grupos em que foram aplicados o Aloxano, evidenciando um quadro similar ao diabetes, com
valores bem acima de 200 mg/dl. Assim como a Figura 17 mostra as médias e os desvios
padrdo dos grupos estudados, com significancia estatistica os grupos em que foram injetados a

droga.
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Figura 17. Glicemia dos animais estudados em diferentes tempos (30, 45 e 60 dias). Glicose em
mg/dl. O asterisco significa diferenca estatistica em relagdo ao controle, (*) quando o p<0.05 e (**)
guando o p<0.01.
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4.1.2.2. Dosagem de T3

Ao final dos 60 dias do estudo os animais foram sacrificados e foi analisado o

nivel de T3 sanguineo.

Tabela 5. Tabela de concentracdo de T3 sanguineo dos animais testados ap6s 60 dias

Grupos Concentracéo de T3 sanguineo ‘
Hipotireoidismo 0,732 mg/dl

Db + Hp 0,632 mg/dl

Hp + Db 0.542 mg/dl

Podemos mostrar que 0s grupos apresentaram valores menores que 1mg/dl,

caracterizando quadro de hipotireoidismo.

4.1.2.3. Comportamental

Para avaliarmos a mobilidade dos animais estudados realizamos o campo
aberto, porém os resultados mostraram que somente o grupo hipotireoidismo e diabetes
apresentaram uma diminui¢cdo na movimentacdo durante o teste apds 60 dias. Isso
demonstra que a patologia influencia diretamente no sistema visual indiferentemente do

comportamento do animal.
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Figura 18. Campo Aberto. Grafico mostrando a frequéncia de quadrantes cruzados dos animais estudados
em 60 dias. Asterisco representa diferenca estatistica.

Dessa forma, podemos mostrar que o modelo de diabetes e hipotireoidismo é
viavel para avaliacdo de comprometimento visual, partindo desse pressuposto nossos
resultados prévios foram aprovados como resumo no congresso anual da The
Association for Research in Vision and Ophthalmology — ARVO (2014) — Anexo B
(Aprovacao do resumo na ARVO).
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4.2 Respostas Eletrorretinograficas

4.2.1. Respostas Estocopicas (Bastonetes)

As repostas desse grupo foram calculadas seguindo os padrdes da Sociedade
Internacional de Eletrofisiologia Clinica de Visdo (ISCEV) e adaptadas para 0 nosso
modelo experimental, sendo caracterizada com estocoOpica, isolando resposta de
bastonetes, em relacdo a onda b desse grupo encontramos diferenca nos grupos
diabéticos (GDB); diabéticos e hipotireoidismo (GDH) e hipotireoidismo e diabéticos

(GHD) quando comparados ao grupo controle (GCO), a partir de 45 dias.

Tabela 6. Médias e Desvios padrdo das amplitudes da onda b

Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 67.18 £ 8.64 64.40 £ 7.29 62.06 £ 5.75 51.59 £+ 8.80 58.15+7.41
45 dias  61.05+6.76 59.96 + 4.71 46.27 + 4.66 36.43 £ 3.51 37.64 + 3.43
60 dias  58.89 +1.90 46.68 + 4.04 30.57 +3.22 23.60 + 3.86 22.80+7.74

Tabela 7. Médias e Desvios padrdo do tempo implicito da onda b

Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 57.40+£ 5.91 59.50+ 5.54 65.10+ 5.62 68.80+ 4.68 55.10+ 4.43
45 dias  58.67+2.65 61.17+3.86 68.50 * 5.68 68.17+ 3.48 62.17+2.78

60 dias 59.75+ 2.50 60.75 +2.50 72.50+5.91 71.33+7.76 68.33+8.50
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Figura 19. Resposta escotdpia de bastonetes. A direita as amplitudes médias da onda-b e respectivos
desvios padréo; a esquerda o tempo implicito médio da onda-h. O asterisco significa diferenca estatistica
em relacdo ao controle, (*) quando o p<0.05 e (**) quando o p<0.01.



4.2.2. Resposta Estocopica Maxima (Bastonetes e Cones)
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Esse tipo de resposta é referente aos bastonetes e cones, apresentando a maior

diferenca estatistica das respostas estudadas. Em relagdo a amplitude das ondas a e b, a

diferenca esta nos 3 periodos estudados. O grupo com hipotireoidismo apresenta-se

alterado na Gltima avaliacdo de 60 dias.

Tabela 8. Médias e Desvios padrdo das amplitudes de onda a

Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30dias 123.90+21.79  108.7+14.10  84.63% 14.10 83.24+ 11.21 95.62+ 10.55
45 dias  118.40+23.59  92.68+13.20  73.65+ 11.13 44.25+ 14.16 54.21+ 14.82
60 dias  107.40+ 11.33 93.47+8.47 55.95+ 10.43 21.98+ 8.99 26.21+ 6.25
Tabela 9. Médias e Desvios padrdo das amplitudes de onda b
Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias  234.0+ 16.08 219.3+13.05  179.5+ 18.60 157.3+ 18.60 173.3+ 19.64
45 dias  164.8% 20.44 154.9+ 15.23  137.1% 25.27 83.76+ 13.61 103.2+ 29.83
60 dias  163.6+ 15.90 129.1+5.688  92.94+ 10.80 55.63t 5.204 59.49+ 5.204
Tabela 10. Médias e Desvios padréo do tempo implicito de onda a
Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias  11.50+1.43 12.10% 1.44 13.60+ 2.27 13.20+ 1.68 12.90+ 1.79
45 dias  12.33+1.50 13.67+ 1.75 15.33+ 1.96 17.00+ 2.36 14.50+ 3.27
60 dias  12.00+0.816 12.50+ 1.00 15.50+ 1.29 17.00+ 1.00 15.67+ 2.08
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Tabela 11. Médias e Desvios padréo do tempo implicito de onda b

Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias  45.30t2.05 44.90t 2.28 46.40+ 2.11 46.50% 2.12 46.30% 2.31
45 dias 46.83% 2.04 46.83% 2.04 50.83+ 2.22 51.17+ 3.86 50.83+ 3.31

60 dias  48.50+1.73 48.25+ 1.70 52.75+ 0.95 53.00+ 0.95 53.00% 1.73
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Figura 20. Resposta escotopia maxima. A direita as amplitudes médias da onda a; & esquerda as
amplitudes da onda b. O asterisco significa diferenca estatistica em relagdo ao controle, (*) quando o

p<0.05 e (**) quando o p<0.01.
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Figura 21. Resposta escotopia maxima. A direita o tempo implicito da onda a; & esquerda o tempo
implicito da onda b. O asterisco significa diferenca estatistica em relacdo ao controle, (*) quando o

p<0.05 e (**) quando o p<0.01.



4.2.3. Resposta de Cones
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Nessas respostas encontramos diferencas estatisticas tanto na onda a quanto na

onda b desde o 30° dia até o 60° dia, nos grupos diabéticos e nos dois grupos com

ambas as patologias, em relacdo ao tempo implicito somente no 60° dia de avaliagcdo os

dois grupos com ambas as patologias apresentavam um atraso.

Tabela 12. Médias e Desvios padrdo das amplitudes de onda a

Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 13.38+ 2.78 12.10+ 1.50 8.947 +1.72 7.734+1.32 9.841+ 1.01
45 dias 10.64t 2.00 10.40+1.95 6.149+ 1.85 5.264+ 1.77 4.090+ 1.17
60 dias 9.935+ 1.08 8.301+ 0.28 4.467+ 0.60 3.216+ 1.48 2.766% 0.25
Tabela 13. Médias e Desvios padréo das amplitudes de onda b
Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 45.83+ 7.70 39.11+ 5.62 33.02+ 6.11 28.26+ 3.88 31.30+ 3.04
45 dias 40.09+ 5.01 37.64+ 3.84 21.74+ 3.26 19.55+ 5.08 20.91+ 4.80
60 dias 34.77+ 4.63 28.14+ 4.49 16.61+ 2.53 12.22+ 2.20 11.07+ 1.78
Tabela 14. Médias e Desvios padrdo o tempo implicito de onda a
Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 11.50+ 1.43 12.10+ 1.44 13.60% 2.27 13.20+ 1.68 12.90+ 1.79
45 dias 17.83+ 1.47 17.50+ 1.64 19.00% 1.67 19.50+ 0.83 19.33+ 1.50
60 dias 18.50+ 0.57 19.50+ 0.57 21.00+ 1.82 21.67+ 1.15 21.67+ 1.52
Tabela 15. Médias e Desvios padréo o tempo implicito de onda b
Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias  57.20+ 2.65 56.50+ 2.59 60.00+ 1.82 59.60+ 2.11 59.10% 2.72
45 dias  58.50% 3.72 58.50+ 1.22 59.50+ 2.42 63.00% 2.75 61.50+ 3.50
60 dias  59.00+ 2.94 59.50+ 2.94 62.00+ 1.63 65.67+ 1.52 65.00+ 1.00




45

Cone Onda a-30dias Cone Onda b - 30 dias

>=_ >=. = * *k hid
[ © e

° 3 —_

2 E

3 = i

g < i

X X X
0\’80 00 Q‘Q
N N o u’ %’
S & L S &
& o) & & @
Cone Onda a - 45 dias Cone Ondab - 45 dias
151 50-
>
= 2
5 § *k *%
E_ H—
£ 3
< <
X P
(x\\' ’ Q' X X
, S P
oY oY @ '’ o o
S N L X X
<€) I & o )
Cone Onda a-60dias Cone Ondab - 60 dias
151 40-
> 30-
= 10+ i
(] (]
©
E = 2
E H—
£ 5 £
< < 10
0- 0-
/00 c®
N N
(o)
Q Q
O«\) Q}OQ

Figura 21. Resposta de cone. A direita a amplitude da onda a; & esquerda a amplitude da onda b. O
asterisco significa diferenca estatistica em relacdo ao controle, (*) quando o p<0.05 e (**) quando o
p<0.01.
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4.2.4. Resposta de cones UV
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Nesse grupo de respostas encontramos diferenca estatistica nas ondas a e b,

nos grupos diabéticos, diabetes e hipotireoidismo e hipotireoidismo e diabetes, e sem

grandes alteracGes no tempo implicito.

Tabela 16. Médias e Desvios padrao das amplitudes de onda a

Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 13.53t 2.28 11.93t 1.47 9.0810.93 8.03+ 0.97 9.23+ 1.46
45 dias 10.84+ 1.34  10.49+1.74 6.54+ 1.34 5.76+0.97 6.46% 1.57
60 dias 9.382+ 1.26 9.789+ 1.26 5.13% 1.22 3.27+0.87 3.78+ 0.66
Tabela 17. Médias e Desvios padrdo das amplitudes de onda b
Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 39.63 16.66 36.69+ 6.38 29.35% 6.64 25.76+ 4.059 25.31+ 2.34
45 dias 35.97+ 4.44 32.38+3.04 16.27+ 4.52 17.13+ 4.528 19.24+ 3.45
60 dias 33.34% 4.87 25.89+ 2.15 10.64+0.50 9.98+ 0.90 12.27+ 2.48
Tabela 18. Médias e Desvios padrdo o tempo implicito de onda a
Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 16.30+ 1.63 16.10+ 1.72 16.80+ 1.39 17.50+ 1.43 18.40+ 1.43
45 dias 17.83+ 1.94 17.17+1.72 19.33+ 1.63 19.00+ 1.89 19.50+ 1.87
60 dias 19.50t 2.51 19.00+ 0.81 21.25+1.70 21.67+1.52 21.33£2.30
Tabela 19. Médias e Desvios padrdo o tempo implicito de onda b
Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias  56.90t 2.76 56.50+ 2.01 59.30+ 1.63 59.80+ 2.39 59.10+ 2.42
45 dias  56.90t 2.76 56.50+ 2.01 59.30+ 1.63 59.80+ 2.39 59.10+ 2.42
60 dias  56.50+2.38 58.75+ 2.38 61.75+ 0.957 63.00+ 1.00 64.00+ 1.00
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Figura 24. Resposta de cone UV. A direita a amplitude da onda a; & esquerda a amplitude da onda b. O
asterisco significa diferenca estatistica em relacdo ao controle, (*) quando o p<0.05 e (**) quando o

p<0.01.
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Figura 25. Resposta de cone UV. A direita o tempo implicito da onda a; & esquerda o tempo implicito da
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4.2.5. Resposta de Cones M
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As respostas do cone M se equiparam as respostas do cone UV, com

diferengas na onda a e b nos grupos com diabetes, no entanto apresentam diferenca

estatistica no tempo implicito apds o 45° dia nos mesmos grupos.

Tabela 20. Médias e Desvios padrao das amplitudes de onda a

Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 12.24+ 0.99 12.25+ 0.72 9.18+ 1.10 8.34+ 1.08 8.76+ 0.98
45 dias 10.79+ 1.02 10.44+ 1.34 6.36% 1.66 5.30+ 1.09 5.75+ 1.32
60 dias 9.09+ 0.89 8.86+ 1.66 5.06+ 1.36 4.15+1.13 3.71+ 0.37
Tabela 21. Médias e Desvio padrdo das amplitudes de onda b
Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 42.86t 6.98 39.95+ 5.48 28.63% 5.24 24.65 +4.14 24.99+ 3.16
45 dias 34.09% 4.72 32.78+3.31 16.85+ 4.16 17.08+ 3.16 18.74+ 3.18
60 dias 32.93t 4.74 25.95+ 2.40 10.44+0.449 10.01+0.58 12.74+ 2.95
Tabela 22. Médias e Desvios padrdo do tempo implicito de onda a
Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 16.20+ 1.54 16.20+ 1.68 17.30+ 1.33 17.80+ 1.22 17.90+ 1.28
45 dias 18.17+ 1.47 17.67+ 1.96 19.83+2.31 19.50+ 2.31 19.50+ 1.37
60 dias 19.00+ 1.41 19.75+ 1.25 21.75+2.21 22.00+ 2.00 22.67+2.74
Tabela 23. Médias e Desvios padrdo do tempo implicito de onda b
Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 55.60+ 2.36 56.80+ 2.04 59.20+ 1.68 59.30+ 2.62 58.50+ 2.62
45 dias 55.60+ 2.36 56.80+ 2.04 59.20+ 1.68 59.30+ 1.68 58.50+ 2.83
60 dias 59.25+0.95 59.50+ 1.29  62.50+ 0.577 63.00+ 1.73 63.00+1.00
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Figura 26. Resposta de cone M. A direita a amplitude da onda a; a esquerda a amplitude da onda b. O
asterisco significa diferenca estatistica em relacdo ao controle, (*) quando o p<0.05 e (**) quando o
p<0.01.
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Figura 27. Resposta de cone M. A direita o tempo implicito da onda a; a esquerda o tempo implicito
médio da onda-b. O asterisco significa diferenca estatistica em relagdo ao controle, (*) quando o p<0.05 e
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4.2.6 Potencial Oscilatério
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Os potencias oscilatorios foram as que apresentaram maiores diferencas

estatistica, nos grupos diabéticos, diabetes e hipotireoidismo e hipotireoidismo e

diabetes, e o tempo implicito s6 apresentou um atraso nos primeiros 30 dias quando

comparado ao controle, no entanto nas avaliacfes de 45 e 60 dias ndo houve diferenca,

pois o valor do grupo controle também diminuiu.

Tabela 24. Médias e desvios padrdo das amplitudes do potencial oscilatério

Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 81.90+ 6.53 78.29+ 481  63.56+ 4.81 58.69+ 11.85  60.71+ 12.80
45 dias 71.55+ 12.08 63.85+ 10.90  46.67+7.32 39.30+ 4.77 43.24+ 7.54
60 dias 61.19+ 10.67 56.66+ 5.47 33.795.47 28.63+ 8.63 32.55+ 5.68

Tabela 25. Médias e desvio padrdo do tempo implicito do potencial oscilatério

Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 34.90+ 2.23 37.44+2.23  40.78+3.15 41.25+ 2.25 38.88+ 2.10
45 dias 37.00+ 1.41 37.57+1.61  39.83+ 1.47 39.33+ 1.36 38.83+ 1.16
60 dias 38.00+ 1.41 39.25+1.70  41.75+2.63 41.67+2.88 42.00+ 2.88
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Figura 28. Resposta do potencial oscilatorio. A direita a amplitude média da terceira onda; & esquerda o
tempo implicito da terceira onda. O asterisco significa diferenca estatistica em relagdo ao controle, (*)
quando o p<0.05 e (**) quando o p<0.01.



4.2.7 Flicker de 12 e 15 Hz

55

As amplitudes do flicker mantiveram o padrdo das outras respostas com

diminuicdo na amplitude do grupo diabético; diabético e hipotireoidismo;

hipotireoidismo e diabetes, sendo que essa alteracdo ja foi vista desde 30° dia em

ambas as frequéncias 12 e 15 Hz.

Tabela 26. Médias e desvios padrdo das amplitudes do Flicker de 12 Hz

Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 31.44+ 4.38 31.19+3.64  24.16+2.97 20.62+ 2.97 23.93+ 2.97
45 dias 20.98+ 1.44 19.88+2.46  14.05% 3.42 10.93+ 3.42 13.67+2.31
60 dias 19.64+ 0.87 17.42+ 1.67 9.93+0.85 7.96% 0.05 9.14+ 1.44

Tabela 27. Médias e desvios padrdo das amplitudes do Flicker de 15 Hz

Controle Hipotireoidismo Diabético Db + Hp Hp + Db
30 dias 23.81+3.15 22.21+2.89  15.40+2.74 17.15+ 4.68 17.37+ 2.49
45 dias 15.04+ 1.36 14.21+ 1.62 8.39+ 1.15 7.41% 2,57 9.04+ 2.33
60 dias 13.65+ 2.12 12.12+ 1.40 8.06+0.85 6.95+ 2.68 7.10+ 3.11
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Figura 29. Resposta de flicker de 12 e 15 Hz. A direita amplitude média do flicker de 12 Hz; a esquerda
a amplitude média do flicker de 15 Hz. O asterisco significa diferenca estatistica em relagéo ao controle,

(*) quando o p<0.05 e (**) quando o p<0.01.
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4.3. Padréo dos registros dos animais estudados

O padréo dos registros estudados mostrou amplitude reduzida e tempo implicito
alterado principalmente no 60° dia, devido a evolucdo das patologias, por isso
mostramos padrdo dos registros nesse periodo.

4.3.1 Registro das respostas estocopicas em 60 dias
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Figura 30. Resposta escotdpica de bastonetes. A seta indica o inicio do estimulo. Amplitude (uV) x
Tempo (ms).



4.3.2 Registro da resposta estocopica maxima aos 60 dias
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Figura 31. Resposta escotopica maxima. A seta indica o inicio do estimulo. Amplitude (uV) x Tempo

(ms).




4.3.3 Resposta do Flicker de 12 Hz
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Figura 32. Resposta do Flicker de 12 Hz. Amplitude (uV) x Tempo (ms).
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4.3.4 Respostas do potencial oscilatorio
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Figura 33. Potenciais oscilatérios. A seta indica o inicio do estimulo. Amplitude (uV) x Tempo (ms).
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram que o modelo experimental de ambas as
patologias € viavel, apesar de ainda ndo ser explorado pela literatura, pois as pesquisas
utilizam os modelos experimentais isoladamente, principalmente em relacdo a roedores,
que sdo muito utilizados para avaliar alteracdes vasculares na retina, como é o caso dos
danos do diabetes a visao.

NOs evidenciamos que apos 60 dias os niveis hormonais estavam alterados nos
grupos estudados, tanto da glicose quanto de T3, mostrando que esse modelo pode ser
utilizado para avaliar alteracfes que esses hormonios em excesso provocam.

Assim, para avaliar as alteracbes na retina utilizamos as respostas do
eletrorretinograma para comparar os diferentes grupos experimentais. Encontramos
principalmente alteracGes na amplitude da onda a e sobretudo da onda b. A partir dos
nossos resultados podemos inferir que o somatério das duas patologias endocrinas
investigadas, diabetes e hipotireoidismo, propicia o agravamento das complicagdes no
funcionamento retiniano medido por meio da eletrorretinografia, e € maior que nos
casos das doencas estudadas isoladamente. Além disso, os resultados mostraram que 0s
registros do ERG de ratos diabéticos foram mais afetados que dos animais com
hipotireoidismo, indicando assim que o diabetes deve causar maiores alteracbes no
funcionamento retiniano.

A literatura evidencia que as alteracdes em modelos estudados aparecem
precocemente. Phipps e colaboradores (2004) mostraram que apés dois dias o inicio do
quadro de diabetes ja existia alteracdo na resposta do ERG, piorando até a 12° semana.
Estas alteracoes agudas refletem tanto
toxicidade do STZ ou hiperglicemia, como resultado de pancreas com-
prometido. Ja a diminuicdo na 12° semana, € consistente com uma neuropatia diabética
generalizada, pois as fun¢des da camada dos fotorreceptores e da retina interna estéo
comprometidas.

As perdas de funcdo da retina foram relatadas tanto em pacientes diabéticos
quanto em modelos animais de diabetes do tipo I. A reducdo da amplitude e
freqiiéncia dos potenciais oscilatorios foram as alteracdes mais frequentes.

Essas alteracbes podem ter diversas causas, as quais duas sdo mais aceitas.

Primeiramente, Ino-Ue et al (2000) e MacGregor et al (1986) explicam que o aumento
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da ativacdo da via do poliol e acumulo de sorbitol promove alteracdes na retina, e gera
uma hipoxia tecidual evoluindo para morte celular.

A segunda hipotese aceita é a da excitotocidade do glutamato. Apesar deste ser o
principal neurotransmissor da retina, elevados niveis de glutamato na retina ocasionam
neurodegeneracdo. Li e Puro (2002) mostraram que o diabetes causa uma disfuncéo no
transportador de glutamato na retina, principalmente nas celulas de Muller. Esse
processo aumenta a concentragdo de glutamato levando ao aumento da atividade dos
receptores NMDA, aumentando o influxo de calcio na célula iniciando a cascata
fosforilativa que culminara na morte celular (PLANELLS-CASES et al, 2006; ZENG e
LING, 2004).

Seguindo essa linha, Martin et al (2004) mostraram que ha uma significativa
diminuicdo na populacdo de células ganglionares apds a sexta semana do inicio do
diabetes. Eles evidenciaram também que a morte dessas células € por apoptose devido
ativacdo da caspase 3.

Logo, nossos resultados estdo de acordo o que a literatura propde, mostrando que
a fisiopatologia do diabetes ocasiona diminuicdo das ondas do ERG.Nossos resultados
estdo em consonancia com os trabalhos de Kusari et al (2007) e Phipps et al (2004)
com diminuicdo das ondas a e b; Kohzaki et al (2008), com diminuicdo apenas da onda
b. Todos esses estudos comparam grupo de ratos doentes com o controle, observando
uma perda das fibras axonais na retina desses ratos doentes.

Além disso, Aizu et al (2002) e Moller et al (2003) propdem que a resposta a luz
do fotorreceptor, responsavel pela onda a, estad relacionada com atividade de uma
ATPase, e como o diabetes afeta essa enzima, provoca uma reducdo na amplitude da
onda a, interferindo na cascata da proteina G. Assim a reducdo na amplitude da onda a
em nosso estudo pode estar relacionada com este mesmo mecanismo.

Outro ponto de importante discussdo é acerca do tempo de evolugdo clinica das
complicacdes retinianas. Alguns trabalhos se contrapfem acerca do tempo exato do
inicio das disfungdes. Nossos dados mostram que a partir de 30 dias j& ocorre
importante alteracdo na retina dos ratos doentes, observadas no ERG, que estdo de
acordo com os achados que Kusari et al (2007) mostrou em seu trabalho, detectando
uma reducdo nos registros do ERG ap0s 2 semanas do inicio do diabetes.

Li et al. (2005) relataram uma perda de 30% da onda-b em duas semanas,
enguanto que Hancock e Kraft relataram uma perda da onda-b de 33% apds 12 semanas,

mostrando que a diminuicdo da onda b existe nos ratos diabéticos. No entanto ncessita-
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se descobrir 0 mecanismo exato e 0 que interfere para que o tempo de evolucdo da
doenca seja diferentes.

Nos observamosque 15 das apds a combinacdo das duas doencas sobretudo a
onda b ja se apresentava reduzida, e com o evoluir do tempo como era esperado ocorre
uma reducdo significativa tanto de onda a como da onda b. Esse perfil foi observado
também no grupo de ratos diabéticos, porém no grupo de ratos com hipoireoidismo
essas alteragdes s6 comecgaram a ser vistaS ap6s 60 dias, com ligeira redugdo nas ondas.

Esse dado esta de acordo com Glaschke et al 2011, que mostram em Seus
experimentos que apenas ap0s 12 semanas se iniciava o quadro de morte celular,
principalmente da subpopulagdo de cone M, quando se trata de ratos adultos, pois ja
passaram do periodo critico do desenvolvimento.

Dessa maneira, em relacdo ao hipotireoidismo apesar de visualmente as respostas
apresentarem menores valores, estatisticamente ndo houve diferenca, isso pode estar
relacionado com o pequeno tempo da retirada da glandula e consequentemente
supressdo dos hormonios tireoidianos. Outro ponto a ser considerado o fato de se tratar
de ratos adultos, sendo menos sensiveis a alteracdo na diminuicdo desses horménios, e
nos quais a retina ja esta formada.

Todavia, isso confronta o que Takaeda et al (1994) mostraram em seu estudo um
atraso no tempo implicito na onda b em ratos adultos, como também mostrado por
Glaschke et al., 2011, que tratou ratos com metimazol, droga que deprime o0s niveis dos
horménios tireoidianos, mostrando alteracdo no padrdo de distribuicdo de cones S e M
desses roedores adultos por um periodo de quatro meses.

Quando comparamos os tipos diferentes de cones, ndo houve diferengas quanto 0s
dois tipos, mas sim diminui¢cdo da amplitude e um retardo no tempo implicito dos
grupos doentes em comparagdo ao grupo controle.

No entanto alguns trabalhos como o de Cho et al (2000) mostram que no diabetes
h& uma diminucdo da populagdo dos cone S. Ja no hipotireoidismo, Pessoa et al (2008)
e Glaschke et al., (2011) relatam que hd uma diminuicdo da populacdo de cone M, pois
0 horménio tireoidiano seria responsavel pela diferenciacdo dos cones na retina como
um todo.

A fungdo dos bastonetes também se encontrou alterada, em relacdo a resposta
estocopica maxima, semelhante ao encontrado nos estudos de Phipps et al (2004) que

mostraram respostas sensivelmente menores apds duas semanas, e avaliaram até 12



64

semanas, mostrando uma diminuicdo das respostas com o passar do tempo. O tempo
implicito também encontrava-se alterado de forma similar aos nossos dados.

Todavia, a resposta eletrorretinografica que encontra-se mais alterada é o potencial
oscilatério, e ele segue o mesmo padrdo das outras respostas, diminuindo
significativamente com o passar do tempo. Estudos anteriores em humanos mostraram
que o potencial oscilatério é preditivo da retinopatia, e reflete a sensibilidade
destes componentes ao stress hipoxico causada por diabetes (Bui et al, 2003).

Assim os potenciais oscilatorios estdo relacionados a alteracdes nas células interna
da retina, tais como o aumento do metabolismo do glutamato e aumento da expressdo da
protéina &cida fibrilar glial (GFAP) nas células de Muller (Kirwin, et al 2011).

A hipétese que pode ser levantada acerca das complicagdes das duas doencas é de
que os horménios tireoidianos sdo importantes na homeostase da glicose. Brenta (2011)
em seu trabalho afirma que os hormoénios tireoidianos exercem ambas as acgdes
agonistas e antagonistas de insulina em diferentes 6rgdos. No entanto, isso ocorre em
um delicado equilibrio necessario para o0 metabolismo normal da glicose. Dessa forma o
somatorio da deficiéncia pode levar a complicacBes mais graves do que o acometimento
de somente uma patologia, como pode ser o caso da retina. Contudo, necessita-se de
mais estudos para elucidar corretamente 0 mecanismo sinergico de ambas as doengas,

visando diminuir sérias complicacdes a pessoas portadoras dessas patologias.
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5. CONCLUSAO

O modelo experimental realizado no nosso laboratorio € eficaz no estabelecimento
das patologias, visualizando alteracbes no eletrorretinograma semelhantes ao de
pacientes diabéticos e com hipotireoidismo.

Assim, com os resultados do nosso trabalho, podemos observar que as patologias,
diabetes e hipotireoidismo associadas, podem ocasionar a piora da funcdo visual de
ratos acometidos por ambas as doencas.

Essa dimnuigdo no funcinamento visual nos animais acometidos por ambas as
doencgas foi mais evidente nos tempos de 45 e 60 dias, mostrando que a evolucdo das
doencas agrava o sistema visual.

Comparando os modelos foi evidente que o diabetes acomete mais rapidamente e
de maneira mais agressiva o sistema visual do que o hipotiroidismo.

Outro achado importante foi a diminuig&o significativa na amplitude do potencial
oscilatério no grupo com ambas as patologias em seqgéncias diferentes, como também a
diminuicdo da onda b é mais evidente e mais precoce, podendo ser explicado por um

comprometimento inicial da retina interna.
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Anexo A — Aprovacio no Comité de Etica em pesquisa com animais de

experimentacao
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PARECER BIOO0SS-12

Projeto: INVESTIGACAO ELETROFISIOLOGICA DO DESEMPENHO VISUAL
EM MODELOS ANIMAIS ACOMETIDOS CONCOMITANTEMENTE COM
DIABETES E HIPOTIREOIDISMO

Coordenador(a): Prof. Dr. Fernando Allan de Farias Rocha
Aren Temdtica: Biologia
Vigéncia: 01/2012 2 1272013
Nona CEPAE-UFPA: BIOOS9-12

0 projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Ftica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentag®o da Universidade Federal do Pard (CEPAE). O tema eleito par
a investigagio e de alto or cientifico justificando a utilizagio do modelo animal proposto.
0s procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e iniemacionais pam
tratamento e manipulagdo d2 animais de experimentaio. Portanto, o CEPAE, através &
seu presidente, no uso das atribuigties delegadas pela portaria No 39882011 do Reitor da
Universidade Tederal do Pard, resolve APROVAR 2 utilizaglo de animas &
experimentagdo nas atividades do projeto em questio, no periodo de vipincia estabelecido.
As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem roeber nova autorizagio
deste comité.

Belém, 01 de janeiro de 2012

fr?j./ 5: ‘f‘cita?u;adm}f‘

Prasideats do CEPAE-UFPA

comite de etica em pesquisa s

éepae com animais de experimentagao Eﬁ
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Anexo B — Aprovacio no 2014 ARVO Annual Meeting

Dear Bruno Gomes,

Congratulations! The abstract on which you are First Author has been accepted as a
Poster Presentation at the 2014 ARVO Annual Meeting, Leading Eye and Vision
Research, May 4-8, 2014, in Orlando, Florida.

Presentation Number - Posterboard Number: 6181 - BO0O86

Abstract/Presentation Title: Electroretinogram Findings in Animal Model of Concurrent
Diabetes and Hypothyroidism

Session Number: 542
Session Title: ERG and VEP animal models

Session Date/Start Time: May 8, 2014 from 12:00 PM to 1:45 PM

Electroretinogram Findings in Animal Model of Concurrent Diabetes and

Hypothyroidism

Gomes, B. D.l; Guimaraes, G.F.l; Rabelo, N.F.l; Hamoy, M.l; Silveira, L.C.L.1’2;
Herculano, A.Ml; Rocha, F.A.F

1. Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Para, Belém, Brazil.

2. Nucleo de Medicina Tropical, Universidade Federal do Para, Belém, Brazil.

Purpose: To investigate the retinal functional impairment due to concurrent diabetes

and hypothyroidism using electroretinogram (ERG).

Methods: 16 Wistar rats (<i>Rattus norvegicus</i>) with two-months-old, were divided
in four groups: control (glucose: 80.7+15.2; weight: 165.1+£9.2); group with
hypothyroidism induced by bilateral thyroidectomy (glucose: 84.4+12.1mg/dl; weight:
157.249.7g); group with diabetes induced by injection of 2% alloxan (200 mg/kg)
intraperitoneally (glucose: 389.6+87.3mg/dl; weight: 189.7+12.8g); group with both,
diabetes and hypothyroidism (glucose: 412.1+£70.04mg/dl; weight: 187.53+14g). After
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30 days of treatment electroretinograms were obtained using flash stimuli to evaluate
physiological changes in scotopic and photopic light adaptation. Rod driven ERGs were
obtained with 10 cd/m<sup>2</sup>.s flash after two log units attenuation. Mixed rod-
cone driven ERGs were elicited with 10 cd/m<sup>2</sup>.s stimulation after 12 hours
scotopic adaptation. Cone driven ERGs were obtained with 10 cd/m<sup>2</sup>.s

stimulation after 10 minutes photopic adaptation.

Results: There was a decrease in the average amplitude of the a- and b-wave in animals
with diabetes and both metabolic diseases in all light adaptations. When comparing the
group with diabetes and the group with hypothyroidism, it was clear that diabetes
provoked greater decrease in ERG amplitude (one-way ANOVA, p= 0.05). Moreover,
the animals with both diseases showed a synergistic action of diabetes and
hypothyroidism as verified by ERG amplitude decrease. In combined response (rods
and cones) the highest statistical differences among groups were found. The mean a-
and b-wave amplitude values were a-79.71 pV (£15.18) and b-99.95 uV (£30.60) for
the group with both diseases; a-100.4 pV (+ 13.31) and b-165.7uV (£ 20.85) for the
group with diabetes; a-160 pV (£ 19.72) and b-280.3 uV (+ 54.47) for the group with
hypothyroidism; a-179.3 uV (£ 22.79) and b-332.3 uV (£ 57.53) for control group.

Conclusions: The results support the hypotheses that both, photoreceptors and inner
layers of the retina were affected by both diseases, but remarkably by diabetes. All ERG

responses were significantly impaired, mainly those recorded after scotopic adaptation.
Key words: Electroretinogram, retina, hypothyroidism, diabetes.

Support details: CNPq#479500, CAPES, FINEP, FAPESPA, UFPA. LCLS is a CNPq

research fellow.



