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RESUMO

Fonséca VC: Estudo morfométrico da retina de ratos expostos agudamente a
fumaca de cigarro [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de S&o Paulo; 2006. 110p.

Objetivo: Estudar as alteragdes morfométricas da retina de ratos expostos
agudamente a fumacga de cigarro. Métodos: Em um estudo experimental,
controlado, mascarado, foram utilizados 24 ratos Wistar machos (8 semanas
de idade), sendo metade deles expostos por duas horas continuas a fumaca
de cigarro em uma camara de inalagdo e a outra metade exposta a ar
comprimido como grupo controle. A fumaca foi aspirada diretamente do cigarro
utilizando um sistema venturi, e conduzida para a camara. A concentracdo de
monodxido de carbono no interior da camara de inalagao foi mantida em uma
faixa constante de 45 a 55 partes por milhdo, monitorada eletronicamente no
interior do recipiente. Os ratos foram sacrificados imediatamente apds a
inalacdo e nos momentos 24 e 48 horas apds exposicdo. Os olhos foram
enucleados e analisados por meio da morfometria em microscopio optico, por
examinador mascarado. Resultados: Foram identificadas regides da retina do
grupo exposto que sofreram redugdo das estimativas morfométricas em
comparagao ao grupo controle, com significancia estatistica correspondendo
as regides dos fotorreceptores, camada nuclear interna e plexiforme interna 48
horas apds a exposicao. Comparando os grupos expostos entre si houve uma
reducdo progressiva nas estimativas morfométricas das camadas retinianas
com o aumento do intervalo entre o término da exposi¢cao e o sacrificio, de
forma estatisticamente significante na camada nuclear interna. Conclusao: As
retinas dos ratos expostos agudamente a fumaga de cigarro sofreram uma
reducdo nas estimativas morfométricas, com uma tendéncia a reducéao
progressiva nas estimativas no decorrer das primeiras 48 horas apos
exposicao.

Descritores: Retina/anatomia & histologia, Histologia/instrumentos, tabaco,
intoxicagdo, modelos animais.



SUMMARY

Fonséca VC: Morphometric study of the retina of rats acutely exposed to
cigarette smoke [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo”; 2006. 110p.

Objective: To evaluate morphometric alterations of the retina, from rats acutely
exposed do cigarette smoking. Methods: In an experimental, prospective,
masked study with 24 male Wistar rats (8 weeks old), half of them were
exposed during two hours continually to cigarette smoking inside an intoxicating
chamber, while the other half exposed to compressed air. The smoke was
aspirated directly from cigarette, using a venturi system, and conducted to the
chamber. The carbon monoxide concentration was constantly kept in between
45 to 55 parts per million, electronically monitored inside de chamber. The rats
were sacrificed immediately after the inhalation, 24 and 48 hours after
exposition. The eyes were enucleated and analyzed trough morphometry, in an
optical microscope, by a masked examiner. Results: It was identified regions of
the retina in the experimental group that suffered a reduction in the
morphometric estimates, comparing to control group, with statistical
significance, corresponding to the photoreceptor layer, the inner nuclear and
inner plexiform layers, 48 hours after exposure. Comparing the exposed groups
between themselves, there was a progressive reduction in the morphometric
estimates of retinal layers after an increase in time between finishing the
exposure and sacrifice, with statistical significance in inner nuclear layer.
Conclusion: The retina of rats acutely exposed to cigarette smoke suffered a
reduction in the morphometric estimates, with a tendency to progressive
reduction in the estimates during the initial 48 hours after exposure.

Keywords: Retina/ anatomy & histology, histology/instruments, tobacco,
poisoning, animal models.
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O tabagismo é a segunda maior causa de o6bito no ambito global,
sendo responsavel pela morte de um em cada dez adultos no mundo (WHO,
2006b), e tem papel ja muito bem estabelecido no desenvolvimento de
neoplasias, doencas cardiovasculares e na Doenca Pulmonar Obstrutiva
Crénica (DPOC) (Mayer, 2004).

A fumaca de cigarro € composta por mais de 4.000 compostos ativos
que podem ser téxicos a érgéos do corpo humano apds exposigao, seja ela
aguda ou crbénica, como o monoxido de carbono (CO), hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, e a nicotina (Ambrose e Barua, 2004). O tabaco esta
envolvido com afecgbes do sistema respiratorio, imunoldgico, sistema
nervoso central e até mesmo de érgaos do sentido, como a visao (Solberg et
al, 1998).

Sua agao nos fendmenos oxidativos, implica o cigarro na
fisiopatologia de processos neurodegenerativos. A apoptose (morte celular
programada) pode ser induzida por uma variedade de formas, uma delas
pela acdo de substancias que podem atuar na regulacdo dos mecanismos
de oxidagao (Thompson, 1995). O tabagismo atua na apoptose celular por
meio de sua capacidade de reduzir elementos importantes na proteg¢ao do
estresse oxidativo (Chow et al 1986; Striker et al, 1988; Uz et al 2003), assim

como de induzir aumento de substancias oxidantes (Pryor et al, 1983; Striker
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et al, 1988; Morrow et al, 1995). Também apresenta papel direto no dano ao
DNA celular (Izzotti, 2003; De Flora et al, 2003).

Diversas doencas oculares estdo relacionadas ao cigarro, muitas
delas comuns e graves. Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que o
tabagismo é fator de risco para afecgbes como oftalmopatia associada a
tiredide (oftalmopatia de Graves), degeneragcao macular relacionada a idade
(DMRI) e catarata. Seu envolvimento ainda é controverso na etiologia de
doengas como o glaucoma, neuropatia éptica isquémica e ambliopia tabaco-
alcool (Solberg et al, 1998; Cheng et al, 2000; Hepsen, Evereklioglu, 2001).

Os estudos associando o tabagismo a degeneracdo de células da
retina na DMRI, despertaram nossa atencdo para a pesquisa nesta area
(Klein et al., 1993; Christen et al.,1996; Tamakoshi et al., 1997; Delcourt et
al.,1998; Solberg et al., 1998; Wilson et al., 2001; Mitchell et al., 2002; Khan
et al., 2006). Entretanto, nas investigagdes em humanos € dificil afastar
outros fatores que podem influenciar os resultados. Os pacientes geralmente
apresentam doengas associadas, ou até mesmo diferentes habitos de
utilizacdo do tabaco, como a quantidade de macos de cigarro consumida ou
a frequiéncia de consumo (Hyman at al., 2000; Klein et al., 2003; McGwin et
al., 2005; Sato et al., 2006).

Ja os modelos “in vitro”, apesar de permitirem um maior controle dos
fatores externos, estdo longe de se assemelhar a maneira da exposigéo que
observamos na pratica clinica. Nestes estudos sao utilizadas isoladamente
apenas algumas das substancias encontradas no cigarro, o que nao reflete a

composigao real da sua fumaga (Stampfer et al., 1981; Patton et al., 2002;
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Liu et al., 2005). Além disso, os métodos de intoxicagdo e as células-alvo
dos estudos nado reproduzem com fidedignidade a fisiopatologia do
tabagismo (Dilsiz et al., 1999; Evereklioglu et al., 2003).

A melhor maneira de simular a exposi¢ao real a fumaga de cigarro
sem comprometer a saude de seres humanos € por meio da aplicagdo de
modelos experimentais de exposicao em animais. Isolar os fatores causais,
uniformizar a dose e o método de exposigcao, permitem melhor compreenséao
da fisiopatologia da doenga assim como o estudo de métodos de tratamento.
Utilizando modelos de exposicao, diversos 6rgaos-alvo podem ser avaliados,
assim como peculiaridades histologicas de diferentes regides de um mesmo
tecido (Akhter et al., 2005; Koul et al., 2005; Shiba et al., 2005).

O impacto do tabagismo na saude ocular e as evidéncias de
degeneragdes retinianas associadas ao tabagismo motivaram a execugéao
deste estudo experimental animal das alteragbes histologicas retinianas
relacionadas a exposicdo aguda a fumacga de cigarro, por meio da

morfometria.
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1.1 — Objetivos

1. Estudar as alteragbes histolégicas da retina de ratos submetidos a

exposigao aguda a fumaga de cigarro, por meio da morfometria.

2. Comparar as alteragcbes morfométricas retinianas associadas a
exposicao aguda de ratos a fumaca de cigarro imediatamente apds a

exposicao, 24 horas, e 48 horas apdos a exposicao.
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2.1 - Nogoes anatomicas e histolégicas da retina

A retina é o tecido onde ha a captacado da imagem e transformacao da
energia luminosa em estimulos bioquimicos, que sdo enviados ao sistema
nervoso central, onde proporcionam o sentido que denominamos visdo.
Anatomicamente as porgcoes mais internas da retina sdo nutridas por
capilares derivados da artéria central da retina, enquanto sua parte externa é
avascular, e seu suprimento metabdlico deriva dos vasos da cordide
(Klintworth e Eagle, 1999).

O tecido retiniano do olho humano possui caracteristicas singulares,
onde tipos celulares de diferentes formas e fungcbes estdo organizados em
camadas. Histologicamente, localizada sobre a camada vascular da coroide
denominada coriocapilar, esta o epitélio pigmentado da retina (EPR). Em
seguida, encontram-se os segmentos externos dos fotorreceptores (SEF),
segmentos internos dos fotorreceptores (SIF), a membrana limitante externa,
a camada nuclear externa (CNE), a camada plexiforme externa (CPE),
camada nuclear interna (CNI), a membrana limitante intermediaria, camada
plexiforme interna (CPI), camada de células ganglionares (CCG), camada de
fibras nervosas (CFN) e a membrana limitante interna (Moreira Junior e

Avila, 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Principais camadas em corte histolégico da retina de ratos
Wistar, onde se observa: A= epitélio pigmentado da retina; B=
segmento externo dos fotorreceptores; C= segmento interno dos
fotorreceptores; D= membrana limitante externa; E= camada nuclear
externa; F= camada plexiforme externa; G= camada nuclear interna;
H= camada plexiforme interna; |= camada de células ganglionares;
J= camada de fibras nervosas; L= membrana limitante interna.
Coloragédo HE. Aumento de 40x

Das camadas da retina, quatro sdo formadas por células, enquanto
duas s&o camadas de conexdes entre os neurdnios (camadas plexiformes).
Os fotorreceptores sao as células que transformam o estimulo luminoso em
fotoquimico e possuem intima relagdo com o epitélio pigmentado da retina

(EPR), que lhe da suporte metabdlico (Spalton et al., 1995).
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Os nucleos dos fotorreceptores encontram-se na camada nuclear
externa. Estes se conectam as células da camada nuclear interna, que é
composta por células intermediarias, denominadas interneurénios: células
bipolares, células horizontais, células amacrinas e células de Miiller. Estas
ultimas formam uma glia especializada da retina, e sao responsaveis por seu
arcaboucgo estrutural. Seus processos expandem-se na retina interna em
proximidade com a porgao vitrea, formando a membrana limitante interna.
Os prolongamentos destas células também se projetam na regido do
segmento interno dos fotorreceptores, formando juncdes diferenciadas que
compdem a membrana limitante externa. As células de Miiller contribuem
para formacéo do principal tecido cicatricial em resposta as degeneragdes
retinianas (Spalton et al., 1995).

As células amacrinas, horizontais e bipolares fazem a conexao entre
os fotorreceptores e as células ganglionares. As células ganglionares e as
fibras nervosas formam as camadas mais internas da retina e tem intima
relacao entre si (Spalton et al., 1995).

A barreira hemato-retiniana pode ser dividida em duas partes: a
barreira hemato-retiniana interna, constituida pelo endotélio vascular
retiniano, com suas células intrinsecamente ligadas pelas jung¢des intimas
(“zonulae occludens”), e a barreira hemato-retiniana externa, composta pelo
epitélio pigmentado da retina (EPR), que também apresenta tais jung¢des
(Penfold, 2001).

A integridade da barreira hemato-retiniana depende do EPR, dos

vasos retinianos e da “glia limitans” da retina. Esta ultima € composta pelos
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astrocitos, microglia (formada por macréfagos especializados e células
dendriticas), porgdes terminais dos segmentos externos dos fotorreceptores
e pelas células amacrinas. A “glia limitans” da retina forma uma bainha de
processos celulares separando o espag¢o neuronal dos vasos sanguineos

(Penfold, 1991).

2.2 - Morfometria

Os cortes histologicos sao utilizados para definir os detalhes
estruturais de tecidos e 6rgaos. Desta forma, se busca distinguir pelo padréao
de achados, um perfil considerado “normal” de um tecido. Descrevem-se
aspectos gerais da estrutura analisada, como as caracteristicas e a
presenca ou auséncia de um achado (Collan, 1997). Obviamente, métodos
qualitativos dificultam a comparagdo das amostras, aumentam a
possibilidade de viés e reduzem a fidedignidade do método cientifico, nao
sendo suficientes para testes mais objetivos, como uma analise estatistica
comparativa.

A analise morfométrica € um método quantitativo para avaliar
alteragdes histopatoldgicas, tornando possivel comparar achados, como por
exemplo, diferentes padroes que podem resultar de uma doenca ou
tratamento experimental. Tem por finalidade tornar a coleta dos dados, sua

apresentagao e analise dos resultados, mais precisos e objetivos.
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Quando realizamos a morfometria de uma estrutura plana, estamos
estudando sua area (superficie) e o método que aplicamos é a planimetria.
Existem diversas maneiras de se realizar uma estimativa planimétrica, mas a
mais acurada € por meio da contagem de pontos (Mandarim-de-Lacerda,
1995). Neste método utilizamos um sistema-teste com pontos, onde cada
ponto corresponde ao centro geomeétrico de um poligono de area conhecida.
Uma vez calibrado com sistema O&ptico utilizado, um microscopio por
exemplo, basta que contemos os pontos coincidentes com o objeto de
estudo que, multiplicando pela area que corresponde a cada ponto,
estaremos estimando de maneira precisa a area do objeto (Mandarim-de-
Lacerda, 1995). A morfometria € um método muito usado nas pesquisas
cientificas de diversos tecidos, inclusive oculares (Alves, 1995; Matayoshi,
1999; Kim et al, 2002; Ohguro et al.,, 2002; Vaughan et al., 2003; Mayer,

2004; Nijhawan, Rajwanshi, 2005; Dioguardi, 2006).

2.3 — Tabagismo e a saude humana

2.3.1 — Exposicao a fumacga de cigarro

Por convencédo, a fumaga de cigarro € dividida fisicamente em duas

fases: a fase particulada (da qual a nicotina faz parte) e a fase gasosa

(Ambrose e Barua, 2004). A fase particulada € composta pelo material que é

retido quando se passa o aspirado da fumaca por um filtro de fibra de vidro
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de Cambridge, que retém 99,9% do material particulado com tamanho >0,1
um (Pryor e Stone, 1993). Tanto a fase gasosa como a fase particulada,
possuem radicais livres, sendo que na ultima os radicais livres apresentam
longa meia-vida (horas a meses) (Smith e Fischer, 2001; Pryor et al, 1998).

A fumaca produzida pelo cigarro tem um fluxo principal (“mainstream”)
e um fluxo secundario (“sidestream”) (Ambrose e Barua, 2004). O fluxo
principal € aquele aspirado pelo tabagista ativamente pela boca. O fluxo
secundario é aquele que resulta da queima do cigarro. O fluxo principal é
composto por 8% de fase particulada e 92% de fase gasosa (Pryor e Stone,
1993). A fumaga presente no ambiente, responsavel pelo tipo de exposigao
ao tabagismo denominada de fumante passivo, € composta 85% pelo fluxo
secundario e pela pequena fracdo do fluxo principal exalada, pelo fumante
(15% do total). O fluxo secundario possui concentra¢cdes mais altas de gases
toxicos (Glantz e Parmley, 1991).

Mesmo a exposicdo passiva € capaz de produzir danos a saude.
Estima-se que aqueles sob exposicdo passiva tém risco aumentado de
doenca cardiaca isquémica (Law e Wald, 2003). A dosimetria de marcadores
bioquimicos em cbnjuges de tabagistas revelaram um aumento importante
no risco de cancer de pulmao (Hackshaw et al, 1997). Ha uma associacao
entre o tabagismo das gestantes e um aumento de 10% na mortalidade pré-
natal (Candy et al, 2001).

Sempre que se faz necessario avaliar a exposi¢cao ao tabagismo, seja
ela ativa ou passiva, isto é possivel por meio da estimativa de marcadores

como tiocianato, mondxido de carbono, nicotina, carboxihemoglobina ou a
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cotinina plasmatica (Woodward et al., 1991). A cotinina é o principal
metabdlito primario da nicotina e é linearmente e diretamente relacionada ao

consumo de nicotina (Pirkle et al., 1996).

O tabagismo tem amplos efeitos deletérios & satde. E responsavel
por um aumento de duas a trés vezes no risco de morte prematura (Doll et
al., 2004). Pessoas que fumam mais de um mago por dia tém sua
expectativa de vida reduzida em cinco a seis anos (Taylor, 1993).

Ha também impacto na qualidade de vida. O tabagismo proporciona
um aumento no risco de infeccdo, tanto nos fumantes ativos quanto nos
passivos, secundario a alteracbes no sistema imune humoral e celular, e
esta bem estabelecida sua associacdo a um aumento na incidéncia de
infarto do miocardio e doenga coronariana fatal (Arcavi et al, 2004; Ambrose
e Barua, 2004).

A fumaca de cigarro contem mais de 50 substancias cancerigenas e
200 venenosas, como amdnia, benzeno, n-nitrosaminas e anilina, que sao
absorvidas no pulmao e distribuidas pelo corpo (NCI, 2006). Por isso elas
podem ter acdo carcinogénica em tecidos que ndo tém exposicio direta a
fumaca de cigarro como mama, célon, bexiga e utero (Bartecchi et al., 1994;
Perera, 1997; Trimble et al., 2005).

O tabagismo também tem influéncia no aumento de fatores de risco
para outras doengas. Ele aumenta os niveis de colesterol total, lipoproteinas

de baixa densidade (LDL) e triglicérides, conhecidos agentes de co-
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morbidade (Lee et al., 1998). O cigarro desempenha uma relagdo dose-

dependente com o risco de acidente vascular cerebral (Gorelick, 1995).

2.3.2 — Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € um estado biolégico que tem sido relacionado
a varias doengas como insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertensao
arterial sistémica, doencgas cerebrais vasculares e complicagdes do diabetes
(Chen et al., 2002; Kohen e Nyska, 2002; Touyz, 2004). Ele resulta do
desequilibrio entre substancias pro-oxidativas, denominadas radicais livres,
e um sistema de defesa antioxidante, presente nos organismos celulares. O
excesso de radicais livres pode advir de inumeros fatores, como dano
tissular, hipdxia e fatores ambientais como exposicao a radiacao ultravioleta,
poluentes e fumaca de cigarro (Scheibmeir et al., 2005). Quando a produgéao
de radicais livres € maior que a capacidade biolégica de neutralizar estas
substancias, o estresse oxidativo pode resultar em dano celular (Scheibmeir
et al., 2005).

Os radicais livres sao atomos que possuem pelo menos um elétron
nao pareado, na sua 6rbita mais externa (Gutteridge e Mitchell, 1999). Estas
substancias sado resultantes do processo metabdlico do consumo de
oxigénio e sdo altamente reativas, podendo causar dano celular com
reacdbes em cadeia, interagindo com lipidios, carboidratos, proteinas e

acidos nucléicos (acido desoxirribonucléico - DNA, por exemplo) de células
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que estejam adjacentes (Soares, 2002; Blokhina et al., 2003; Kuhn, 2003).
Estados de hipdxia podem ser responsaveis por grande estresse oxidativo
(Becker, 2004).

Radicais livres envolvendo atomos de oxigénio sdo denominados
espécies de oxigénio reativas (McDermott, 2000). As mais comuns sao o
radical superdxido (O,*~ ) e o radical hidroxila (OH*" ) (Kendler, 1995;
Bianchi e Antunes, 1999; Wilson et al., 2001). O peroxido de hidrogénio
(H202) € uma molécula da familia das espécies de oxigénio reativas, com
capacidade de provocar dano aos tecidos (Kerr et al., 1996). Outras
moléculas de espécies de oxigénio reativas sdo 'O, (oxigénio singlete), NO*
(6xido nitrico), ONOO~(peroxinitrito) e Q* (radical semiquinona).

Existem mecanismos de defesa ao estresse oxidativo, que visam
proteger os tecidos dos efeitos deletérios da oxidagdo: a
compartimentalizagéo celular, o reparo celular, a remogao enzimatica das
espécies de oxigénio reativas e a eliminagdo dos radicais livres por
vitaminas e outras substancias (Sies, 1991).

A compartimentalizacdo é o mecanismo pelo qual se separam as
espécies de oxigénio reativas de outros componentes celulares, como no
caso das organelas denominadas peroxissomos. O reparo celular atua tanto
no DNA celular, como em aminoacidos de proteinas que sofreram oxidacao
(Floyd, 1990; Polsen, 2005). No DNA, enzimas como a DNA polimerase e a
DNA glicosilase, atuam sobre regides distorcidas da hélice ou nas bases

nitrogenadas dos nucleotideos, retificando-as (Beatty et al., 2005).
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Ha substancias capazes de atrasar ou inibir metabolismo oxidativo,
evitando a producdo e acumulo de substancias oxidantes e prevenindo o
dano tecidual (Bianchi e Antunes, 1999). Existem os antioxidantes que
quebram a reacdo em cadeia da oxidacdo, doando elétrons e estabilizando
os radicais livres, como a vitamina E (alfa-tocoferol) e o beta-caroteno; e
antioxidantes preventivos, que atuam antes do inicio da reacdo em cadeia
da oxidagdo, como as enzimas peroxido dismutase e a catalase (Scheibmeir,
2005). Outras enzimas e substancias antioxidantes sdo a superoxido

dismutase, as peroxidases e a coenzima -Q10.

2.3.3 — Morte celular programada: apoptose

A apoptose € uma forma de morte celular programada geneticamente
que tem por objetivo a manutencdo do equilibrio entre 0 numero de células
em surgimento € o numero de células em faléncia (Thompson, 1995). Desde
que haja uma taxa de proliferagdo celular constante, € o controle da morte
celular que determinara doencas de acumulo celular, quando ha uma
reducdo do numero de células com morte programada (inibicdo da
apoptose), como nas neoplasias (Thompson, 1995).

A selecao natural induzida pela apoptose pode acontecer por meio de
mecanismos fisioldgicos, porém também pode ser induzida por substancias
téxicas (Corcoran et al.,, 1994). Varios estimulos regulatérios, tanto

intrinsecos como extrinsecos, podem influenciar o aumento ou a reducgao da



Revisdo da Literatura 17

apoptose e estas modificagbes na sobrevida celular podem estar
relacionadas a diversos processos de doenga (Thompson, 1995).

A diferencga entre a morte celular por apoptose e a morte por necrose
€ que esta ultima é o resultado de uma leséo celular aguda, caracterizada
por rapido edema celular e ruptura da célula, com extravasamento de seu
conteudo citoplasmatico e indugdo de resposta inflamatdria, enquanto a
morte apoptotica caracteriza-se por uma autodigestdo por ativagdo de suas
préprias enzimas (caspases, por exemplo), sem que haja um processo
inflamatorio (Thompson, 1995).

Na apoptose ocorrem alteragdes estruturais na célula. Quebra do
citoesqueleto, com enrrugamento da célula, formagdo de bolhas na
membrana celular, assim como alteragdes nucleares (condensag¢des da
cromatina) sdo alteragbes morfoldgicas reconhecidamente associadas a
morte celular programada (Krantic et al, 2005). Apds este processo,
estimulos enviados pela membrana plasmatica atraem células fagociticas,
que eliminam a célula sem que haja uma resposta inflamatéria associada,
formando os corpos apoptéticos (Corcoran et al., 1994).

O papel da apoptose esta bem estabelecido na morte celular
programada de neurbnios assim como o papel das substancias oxidantes
como mecanismos iniciadores (Lok et al., 2002, Krantic et al., 2005). Células
neuronais sdo altamente sensiveis ao estresse oxidativo, ja que contam
apenas com metabolismo aerdbico para sua produgédo de energia, com alta
formagdo de espécies de oxigénio reativas resultantes da fosforilagao

oxidativa (Krantic et al., 2005).
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2.3.4 — Tabagismo e as doengas oculares

O cigarro pode afetar a visao por sua agédo externa ou por meio de
sua atuacdo sistémica apds absorcao, como esta evidenciado em diversos
estudos epidemiolégicos que associam doengas oculares ao tabagismo
(Solberg et al., 1998). Mesmo pessoas que nao sado ativamente tabagistas,
estdo sujeitas a sua agao por exposicdo passiva. Como toda mucosa, a
conjuntiva ocular é bastante sensivel as substancias quimicas e aos gases
que constituem a fumacga de cigarro, e a exposicao ambiental a estes esta
associada a um aumento do risco de desconforto ocular (Schwartz e Zeger,
1990; Cometto-Muniz e Cain, 1992).

O tabagismo também esta envolvido com redugao de fluxo vascular e
fendmenos isquémicos oculares. Doengas ateroscleréticas do sistema
arterial retiniano, como oclusdes da artéria central da retina ou de seus
ramos, estdo intimamente associadas ao tabagismo (Tipping et al., 1989;
Bruno et al., 1992). Ha uma reducgéo na capacidade da hemoglobina de levar
oxigénio aos tecidos (Solberg et al., 1998). E observada também uma
reducdo no fluxo vascular por aumento da viscosidade sanguinea,
secundaria a leucocitose, aumento no hematocrito, na adesividade
plaquetaria, nos niveis de fibrinogénio sérico e homocisteina (Green e
Harari, 1995; Schimid et al., 1996; Bazzano et al., 2003). Além da
hiperviscosidade, também ocorre aumento da resisténcia vascular da
corodide e reducgao do fluxo vascular da retina e nervo dptico, associados ao

consumo de cigarro (Langhans et al., 1997).
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Evidéncias associando a neuropatia Optica isquémica anterior nao
arteritica ao tabagismo tém sido relatadas na literatura. Talks et al. (1995)
conduziram um estudo caso-controle onde encontraram significativa
associagao, relatando uma taxa de risco (“Odds Ratio”) de 16 (intervalo de
confianga de 95% variando entre 3,23 a 79,23). Pesquisas de outros autores
corroboram estes achados (Moro et al., 1989; Chung et al., 1994). Outras
doencas que apresentam um componente isquémico como a vasculite
retiniana isquémica idiopatica e a paralisia isquémica do nervo oculomotor,
também tém o cigarro implicado na sua etiologia (Teuscher e Meienberg,
1985; Palmer et al., 1995).

O tabagismo é um fator patogénico importante na oftalmopatia
associada a tiredide (oftalmopatia de Graves), aumentando o risco de sua
ocorréncia, agravando sua historia clinica e dificultando a resposta ao
tratamento (Bartalena et al.,, 1989; Shine et al., 1990; Tellez et al., 1992;
Tallstedt et al., 1993). Pacientes fumantes que sofrem de doencga de Graves
tem um risco significativamente aumentado de desenvolver oftalmopatia
associada tornando-se fumantes, com uma taxa de risco (“Odds Ratio”) de
6,5 , quando comparados com pacientes portadores da doenga de Graves
nao tabagistas (Prummel e Wiersinga, 1993). Fumantes com oftalmopatia
associada a tiredide ativa tém uma resposta pior ao tratamento por
radioterapia (Hofbauer et al., 1997).

Uma das hipoteses para explicar a influéncia do cigarro na
oftalmopatia associada a tiredide é que o cigarro estaria associado a uma

modulacdo do sistema imunoldgico. Com isso haveria uma menor atividade
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de linfécitos T supressores, e consequentemente reducdo da
imunossupressao e da vigilancia sobre os clones de linfécitos T auxiliadores
que estejam direcionados a antigenos da tiredide ou 6rbita (Volpe, 1986;). O
tabagismo também poderia aumentar a liberagao de anticorpos anti-tiredide
com reacdo cruzada com o0s musculos extra-oculares, aumentando a
infiltracao linfocitaria nestes tecidos (Weetman, 1989).

Estudos experimentais evidenciaram que o aumento do estresse
oxidativo induzido pela fumacga de cigarro também atua na patogénese da
oftalmopatia de Graves. A infiltragdo de fibroblastos na oérbita € um dos
achados da desta doenca e estudos experimentais demonstraram que
substancias oxidativas encontradas na fumaga de cigarro promovem
proliferacédo de tais células (Cohen e Weetman, 1987).

A catarata é uma doenga que provoca deficiéncia visual, e é devida a
opacificacdo do cristalino. Estudos epidemiologicos tém sugerido que o
tabagismo é fator de risco para o desenvolvimento de catarata e que a
quantidade de cigarros diarios assim como o tempo de duragdo do
tabagismo atuariam como fatores agravantes (West et al., 1989; West et al.,
1995, Hiller et al., 1997; Christen et al., 2000; Krishnaiah et al., 2005).

Apesar da etiologia da catarata ser complexa e provavelmente
multifatorial, acredita-se que o cigarro tenha uma agdo deletéria na
composigao e no metabolismo do cristalino. Substancias presentes na sua
fumaca, como o isocianato, o cobre, chumbo e o cadmio foram encontradas
no cristalino apds exposicdo a fumaga de cigarro ou seus componentes

(Racz e Erdohelyi, 1988; Harding, 1995; Ramakrishnan et al., 1995).
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Entretanto, o principal efeito do cigarro no cristalino provavelmente esta
associado ao estresse oxidativo (West et al.,, 1989; Shalini et al., 1994;
Taylor et al., 1995).

A ambliopia tabaco-alcool é uma doenca que causa um déficit visual
importante, geralmente bilateral, associada a escotomas e disturbios na
visdo de cores, em individuos com habitos de alto consumo de tabaco e
alcool (Golnik e Schaible, 1994). Sua fisiopatologia também esta associada a
deficiéncia nutricional, e apesar de ainda nao estar bem estabelecido o sitio
de lesao, evidéncias sugerem que este pode localizar-se em qualquer ponto
da retina, nervo Optico, quiasma ou trato éptico (Smiddy e Green, 1987;
Behbehani et al., 2005).

Presume-se que disturbios no metabolismo de vitaminas do complexo
B, em especial a vitamina B4, sejam fundamentais para o desenvolvimento
da ambliopia tabaco-alcool. O tabagismo reduz a absorgdo sistémica da
vitamina B+ e o cianeto (presente na fumaca do cigarro) nao é metabolizado
e eliminado adequadamente pelo figado destes pacientes, devido a
disfungcbes associadas ao alto consumo de alcool (Solberg et al., 1998). O
excesso de cianeto, associado a deficiéncia de vitamina B4, € capaz de
danificar o nervo 6ptico (Costagliola et al., 1989).

Algumas outras doencas oftalmologicas tém sido associadas ao
cigarro, com maior ou menor consisténcia. Um estudo histopatologico de
pacientes com neoplasia intraepitelial conjuntival identificou o tabagismo
como forte fator de risco para seu surgimento (Napora et al., 1990).

Pesquisas epidemiolégicas demonstraram uma associagao entre o consumo
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materno de tabaco e o desenvolvimento de estrabismo em sua prole (Hakim
e Tielsch, 1992; Chew et al., 1994). A neuropatia hereditaria de Leber, uma
doenga que causa importante déficit visual, tem no cigarro um dos fatores
externos para sua expressao em pacientes portadores de predisposicao
genética (Tsao et al.,, 1999). Em pacientes com a doenca manifesta, o
tabagismo tem sido considerado um fator agravante (Tsao et al., 1999).

A Degeneracao Macular Relacionada a Idade (DMRI) é uma das
maiores causas de cegueira no ocidente e principal causa de déficit visual
em individuos idosos, com uma prevaléncia mundial de 8,7% (WHO, 2006a).
Causa uma degeneracédo retiniana afetando a visdo central (responsavel
pela visdo de alta resolugéo), dificultando a realizagdo de tarefas como ler,
escrever, realizar trabalhos manuais e dirigir, proporcionando um impacto
social em uma populagdo de numero progressivamente maior com o
aumento da expectativa de vida (Seddon e Chen, 2004).

Thorton et al. (2005) realizaram uma revisao sistematica sobre as
evidéncias epidemiologicas entre o tabagismo e a DMRI, relatando que 13
de 17 estudos encontraram uma associagao estatisticamente significante,
com um aumento de risco de duas a trés vezes quando comparados
individuos fumantes aos nao fumantes.

O cigarro provavelmente tem uma acgao deletéria na retina por mais
de um mecanismo: efeitos hipéxicos-isquémicos, efeitos oxidativos, reducao
dos sistemas anti-oxidantes, toxicidade direta a células do sistema nervoso
central e indugao de apoptose (Solberg et al., 1998, Beatty et al., 2000; Jang

et al., 2002;).
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O estudo foi realizado no Laboratério de Poluicao Atmosférica
Experimental do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo - FMUSP (Laboratério de Investigagcdes Médicas
(LIM) - 05), com o apoio do Laboratério de Investigagbes Médicas em
Terapéutica Experimental da FMUSP (LIM — 20) e do Programa de Pds-

Graduacao em Reabilitagao da Universidade Federal de Sao Paulo.

3.1 — Desenho do estudo

Este estudo em modelo animal, foi do tipo analitico, experimental,

prospectivo, aleatério e mascarado, utilizando ratos Wistar.

3.2 — Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais foram executados de acordo

com as normas para o0 uso de animais, recomendadas pelo Colégio

Brasileiro de Experimentagcao Animal (COBEA, 2006). Este experimento teve

aprovacdo prévia do Conselho de Etica do Hospital das Clinicas da
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Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP), por meio

de revisao do protocolo de pesquisa n°. 962/03.

3.3 — Materiais

3.3.1 — Animais

Foram utilizados como animais do experimento um total de 24 ratos
Wistar, do sexo masculino com especificagdo SPF (“specific pathogen free”)
com idade de 8 semanas (peso entre 250 e 300g). Durante o periodo de
experimentacao os ratos receberam uma dieta balanceada e agua “ad
libitum” e foram armazenados no biotério da FMUSP, equipado com ar
condicionado, exaustor e mantidos em um ciclo automatico de exposi¢céo a
luz a cada 12 horas.

Os animais foram divididos em trés grupos de oito animais
denominados de acordo com o tempo entre o término da exposicdo e o
sacrificio: Grupo Oh, com sacrificio imediatamente apods exposi¢cédo; Grupo
24h e Grupo 48h, sacrificados respectivamente 24 e 48 horas apoés
exposigao. Cada grupo foi divido em dois subgrupos contendo quatro
animais cada: subgrupos Oh Fumantes e Oh Controles; subgrupos 24h

Fumantes e 24h Controles; e subgrupos 48h Fumantes e 48h Controles.
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O experimento consistiu no acondicionamento dos animais em uma
estrutura denominada Camara de Inalagdo (Cl), utilizada em modelos de
intoxicacdo descritos previamente na literatura (Mayer, 2004). Apods
completar o tempo total de exposicdo de duas horas, os animais foram
armazenados em gaiolas e mantidos em condigcbes padronizadas de
umidade, temperatura e luminosidade (ciclo luminoso de 7 horas da manha
até as 7 horas da noite, mantidos em penumbra a partir de entdo) até o

momento do sacrificio.

3.3.2 — Método de inalagao

A camara de inalagdo (Cl) utilizada neste estudo constituiu-se de
material acrilico transparente, de conformacéo cilindrica, medindo 40 cm de
altura e 30 cm de didmetro (equivalente a um volume de 28 litros cubicos).

Possuia oito compartimentos de exposi¢ao, de conformagao cilindrica,
medindo sete cm de didmetro e 20 cm de comprimento cada, que se
encaixavam em posicdo perpendicular a camara principal, com pequeno
orificio anterior, por onde o focinho dos animais entrava em contato com
interior da cAmara. Nestes pequenos compartimentos individuais, os animais

eram fixados e entdo conectados ao sistema principal (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Camara de Inalagao
onde o0s animais foram
coletivamente  expostos a
fumaca de cigarro

Figura 3. Camara de exposi¢cao
onde 0s animais eram
posicionados individualmente
antes de estar conectados a
Camara de Inalacao

27
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A valvula Venturi possui trés extremidades: a porgcdo aferente da
valvula (por¢cdo geradora de fluxo), que foi conectada ao ar comprimido,
passando por um fluxdmetro calibrado; a porgao lateral (aspiradora de ar),
onde foi colocado o cigarro aceso e sem filtro; e finalmente a porgao
eferente, conectada a um orificio na por¢ao inferior da Camara de Inalacao.
Desta forma, este sistema originou uma aspiragéo da fumaca de cigarro e a

conduziu até a camara principal (Figuras 4 e 5).

Figura 4. Sistema  Venturi
com cigarro adaptado a um
dos orificios
Ar ‘ Ar
comprimido *— ] C_ O« comprimido
+
Fumaga de
cigarro
Fumaca de
cigarro

Figura 5. Desenho esquematico do sistema-venturi, demonstrando como
foi possivel aspirar a fumaca de cigarro para a camara de inalagéo
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Durante o periodo de duas horas os subgrupos Fumantes foram
submetidos a inalagéo ininterrupta de fumaga de cigarro comercialmente
disponivel (com 0,8 mg de nicotina, 10 mg de alcatrdo e 10 mg de monédxido
de carbono), recebendo um fluxo constante com a finalidade de manter uma
concentracdo de monoxido de carbono entre 45 e 55 partes por milhdo
(ppm).

Esta concentragdo era regulada através de um fluxédmetro calibrado,
mantido com fluxo entre 50 e 100 mL/min, conectado a porgéao aferente do
sistema. Para aumentar o fluxo de fumaca de cigarro, e consequientemente
de CO, aumentava-se o fluxo de ar comprimido no sistema Venturi (Vide

figura 6 para esquematizacéo geral do sistema de exposi¢ao).
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Figura 6. Funcionamento do  sistema de
exposi¢cao. Um aparato elétrico semelhante a um
ventilador, localizado no topo da camara
homogeneiza os gases no interior da mesma (1=
Fonte de Oy; 2= cigarro; 3= Fonte de Ar comprimido)
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Dentro da camara, a concentragdo de mondxido de carbono (CO) foi
monitorada por um dispositivo eletronico capaz de medir em tempo real sua
concentragao (TOXICO - Biosystem, Middletown, Reino Unido).

Os subgrupos Controles foram expostos as mesmas condigbes dos
subgrupos Fumantes, numa Camara de Inalacdo similar pelo mesmo
periodo de duas horas, entretanto com fluxo constante de ar comprimido (5

L/min) no lugar da fumaga de cigarro.

3. 4 — Preparo e analise histolégica

3.4.1 - Sacrificio dos animais

Para a realizagdo do sacrificio, os ratos foram anestesiados com
pentobarbital sédico (Hypnol® Fontoveter-Cristalia, Itapira, Brasil), por via
intraperitoneal (0,5 mg/kg) de modo que ocorresse anestesia profunda,
porém sem depressao respiratoria, e sacrificados por pungao da artéria aorta
e exsanguinacéo.

O preparo do globo ocular foi realizado de forma mascarada, sem
conhecimento prévio do grupo de animais preparados. Apds o sacrificio, no
momento imediatamente anterior a enucleagao, foi realizada impressao
corneana no meridiano das 12 horas por agulha de insulina (calibre 27

“‘Gauge”), previamente aquecida. Dessa forma apds enucleagdo e
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devidamente identificados os olhos direito e esquerdo, foi possivel identificar

referéncias das posicoes anatdbmicas do bulbo ocular.

3.4.2 — Carboxihemoglobina sérica (HbCO) e cotinina plasmatica

Para confirmar a intoxicacao sistémica das substancias da fumaca de
cigarro, foram coletadas amostras sanguineas dos animais no momento do
sacrificio. A amostra foi centrifugada, separando-se o plasma para
armazenamento em tubos de vidro e conservando-o a -70 °C até seu
processamento e analise. O percentual de HbCO foi estimado através da
espectrofotometria diferencial na regido visivel, conforme descrito na
literatura (Beutler e West, 1984). A cotinina plasmatica foi estimada através

de anticorpos por radioimunoensaio (Langone et al., 1982).

3.4.3 — Preparo dos tecidos

O preparo para analise histologica do tecido retiniano seguiu método
previamente descrito na literatura (Cortizo et al., 2006). Apds a enucleagéo
foi realizada a fixacdo quimica dos bulbo oculares em uma mistura de
paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 0,5%, por 24 horas. Apds este
periodo, realizou-se a marcacao utilizando tinta nanquim, dos meridianos

das 3 e 9 horas, e do coto do nervo 6ptico.
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Sob microscoépio 6ptico, realizou-se a abertura da camara anterior por
meio da excisdo da cornea, mantendo apenas uma parte no meridiano das
12 horas, para localizagcdo como ponto de referéncia. Retirou-se o cristalino
e a maior parte do corpo vitreo, via camara anterior, e o material foi enviado
para processamento automatizado no laboratorio de anatomia patologica da
FMUSP.

Em seguida foi realizado um corte horizontal da regiao temporal a
regidao nasal (incluindo o nervo 6ptico e os meridianos das 3 e 9 horas),
dividindo a peca em duas partes. As cavidades vitreas foram preenchidas
com parafina e posicionadas para confec¢ao do bloco.

Os blocos foram cortados utilizando microtomo de 5 um de
espessura, e os cortes foram montados em laminas de vidro e corados pelo
método de hematoxilina-eosina (HE). Todos os cortes continham a extenséo
total da retina, da ora serrata da regido temporal até a ora serrata da regido

nasal, passando através da cabeca do nervo optico.

3.4.4 - Analise morfométrica

A morfometria foi realizada utilizando-se um sistema-teste com pontos
fixos e sistematicamente equidistantes, descrito previamente na literatura
(Figuras 7 e 8) (Gundersen e Jensen, 1987, Mandarim-de-Lacerda, 1995). O
numero de pontos incidentes (p) em um determinado perfil seccional,

fornece uma estimativa direta e nao viciada de sua area (a). Esta estimativa
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[a] é expressa em termos de distancia entre dois pontos adjacentes ao

sistema-teste (denominada u), por meio da seguinte férmula:

[a]l=p . u?

Uma vez o sistema-teste devidamente calibrado, ele apresenta uma
distancia de 250 pm em cada borda e sua area total é de 62 500 um?.
Existem 100 pontos no sistema, logo cada ponto representa uma area de

625 pm? (Figura 7)
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Figura 7. Sistema-teste para analise

morfométrica. Cem pontos
sistematicamente distribuidos,
representando uma area total de
62 500 pm?

O coeficiente de erro (CE) nas estimativas de areas [a] por contagem

de pontos foi calculado pela féormula:

CE=SE/M

Onde, SE = erro padrdao e M = média.
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Os coeficientes de erro foram menores que 10%, como recomendado
na literatura (Mandarim-de-Lacerda, 1995).

Os cortes histologicos foram estudados utilizando um microscopio
Optico com o sistema-teste adaptado a uma das oculares. Utilizando um
aumento de 40 vezes, foram avaliadas seis por¢des da retina por lamina
(seis campos), numa regido localizada de 750 um do nervo 6ptico a 1000 um
da ora serrata. Foram estimadas trés amostras nasais ao nervo optico e trés
amostras temporais, usando o sistema-teste devidamente calibrado em
conjunto com o microscépio, onde cada ponto representou uma area
estimada de 625 pm?.

Os campos foram selecionados aleatoriamente de forma nao
contigua, posicionando uma das bordas do sistema teste de forma
tangencialmente a camada do epitélio pigmentado da retina, e foi realizada a
contagem dos pontos coincidentes por camada retiniana, arbitrariamente
nomeadas a seguir Camada 1 (camada dos fotorreceptores,
correspondendo a distancia entre o epitélio pigmentado e os corpos
celulares dos fotorreceptores (camada nuclear externa)); Camada 2 (camada
nuclear externa, correspondendo exclusivamente a distancia entre o inicio e
o fim dos corpos celulares dos fotorreceptores); Camada 3 (camada nuclear
interna, correspondendo exclusivamente a distancia entre o inicio e o fim da
area ocupada pelos corpos celulares dos neurénios intermediarios); Camada
4 (Camada plexiforme interna, correspondendo exclusivamente a area entre
as camadas nucleares interna e de células ganglionares); Camada 5

(conjunto da area ocupada pela camada de células ganglionares e de fibras
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nervosas em conjunto) (Figura 8). O examinador estava mascarado quanto

ao grupo a que pertencia o animal avaliado.

Figura 8. Visualizacdo de corte
histolégico por meio de sistema-teste
acoplado a ocular. C1 = Camada 1; C2 =
Camada 2; C3= Camada 3; C4= Camada 4;
C5= Camada 5. Coloragao HE. Aumento de
40x

Os numeros obtidos pelas contagens no sistema-teste foram entéo
multiplicados por um fator fixo de corregédo (625), obtido por meio da sua
calibragdo com o microscopio Optico, e usados na obtencdo de uma
estimativa média por camada, por animal. Estas variaveis foram entdo

submetidas a analise estatistica.
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3.5 - Analise estatistica

As médias das estimativas morfométricas das camadas da retina de
cada animal foram obtidas. Estas variaveis foram apresentadas através de
medias aritméticas, desvios-padrdo, medianas, e valores minimos e
maximos. Para analise estatistica foi utilizado o programa de informatica
SPSS para Windows 11.0 (SPSS inc., Chicago, lllinois). Os grupos foram
testados para avaliar sua distribuicdo normal utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov.

Os testes estatisticos utlizadas foram:

a) Prova de Mann-Whitney (U) — para comparagdes entre duas
amostras de diferentes grupos de animais.

b) Kruskal-Wallis (H) - para comparagdes entre amostras de mais
de dois grupos de animais.

Foi admitido como estatisticamente significantes os valores da medida
descritiva p, e adotado nivel critico de significancia de 5% (a (bicaudal)=0,05

e B= 0,20).
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Todos os cortes histologicos analisados apresentavam integridade do
tecido retiniano aplicado ao epitélio pigmentar da retina. As laminas incluiam

a ora serrata nasal e temporal, assim como o nervo 6ptico (Figura 9).

=

Figura 9. Amostra de tecido retiniano, incluindo
ora serrata e nervo optico. Coloragao HE.
Aumento de 5x

4.1 — Carboxihemoglobina sérica e cotinina plasmatica

O modelo demonstrou o alcance sistémico da exposicao detectando

aumento, tanto das estimativas da HbCO quanto da cotinina plasmatica, nas
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amostras do grupo exposto ao tabagismo sacrificado imediatamente apds a
exposigao, com queda nas amostras dos grupos subsequentes (Tabela 1). O
nivel de reatividade cruzada da cotinina plasmatica com outras substancias
foi menor que 5%, sendo que a variagao de medida detectavel da curva da

cotinina foi de 0,2-20 ng/mL (coeficiente de variagao de 6-10%).

Tabela 1. Comparagao das estimativas plasmaticas da HbCO e da
cotinina nos subgrupos Controles Oh e Fumantes 0Oh, 24h e 48h
Subgrupo N HbCO(%) Cotinina plasmatica
(ng/mL)
Controles Oh 4 0 0
Fumantes Oh 4 3,0£0* 17,0+£3,8**
Fumantes 24h 4 0 0,51£0,6
Fumantes 48h 4 0,21+0,5 0,8%£1,0

N=numero de animais; HbCO= carboxihemoglobina
Prova de Mann-Whitney, Fumantes x Controles. *P<0,01 **P<0,05.

4.2. — Estimativas morfométricas
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4.2.1 - Estimativas do Grupo Oh

As analises das estimativas morfométricas das camadas da retina
comparando os subgrupos Controles e Fumantes no Grupo Oh néo
revelaram diferencas estatisticamente significantes (tabela 2, figura 10).

Tabela 2. Estimativas morfométricas das camadas retinianas nos
subgrupos sacrificados imediatamente apds a exposicao

(Grupo 0h)
SUBGRUPO CONTROLES SUBGRUPO FUMANTES
N=4 N=4
.. Mediana Mediana
Variavel  valor Minimo — Valor Maximo] ~ [Valor Minimo — Valor Maximo]
Média + DP Média + DP
(x102 pm?) (x10% um?)
Camada 1 59,4 58,3
[52,1 — 61,5] [50,0 — 62,5]
NS
58,1+4,2 57,3+5,5
Camada 2 105,2 102,6
[101,0 - 107,3] [92,7 —110,4]
NS
104,7 £ 2,6 1021 +£7,3
Camada 3 56,8 62,0
[49,0 — 75,0] (59,4 — 64,6]
NS
59,4+ 11,4 62,0122
Camada 4 87,5 86,5
(86,5 — 91,7] [82,3-90,6]
NS
88,3+25 86,5+ 3,4
Camada 5 53,1 54,2
[51,0 -72,9] [53,1 —57,3]
NS
57,6 £+ 10,4 54,7+ 2,0

DP = desvio-padrdo; pm“= micrémetros quadrados
Teste de Mann-Whitney; NS = Estatisticamente nao significante.
* = Significancia estatistica (P<0,05).
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O teste de Mann-Whitney utilizado para comparagao entre os
subgrupos Fumante e Controle do grupo Oh, resultou nos seguintes valores:
e Camada 1 U =7,500; Z=-0,145; P = 0,885.
e Camada 2: U =6,000; Z=-0,581; P =0,561.
e Camada 3: U =5,000; Z = -0,866; P= 0,386.
e Camada 4: U =5,000; Z=-0,923; P = 0,356.

e Camada 5: U =6,500; Z=-0,438; P = 0,661.

A prova de Mann-Whitney nao identificou diferencas estatisticamente
significantes entre os subgrupos Controle e Fumante, no Grupo Oh, em

nenhuma das camadas estudadas.
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Grafico de caixas comparando os valores estimados
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nos subgrupos Fumante(F) e Controle(C) do Grupo Oh. Nao houve
diferencga estatisticamente significante (prova de Mann-Whitney).
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4.2.2 - Estimativas do Grupo 24h

As andlises morfométricas das camadas da retina entre os subgrupos
Controles e Fumantes no Grupo 24h estao representadas na tabela 3.

Tabela 3. Estimativas morfométricas das areas de camadas retinianas
nos subgrupos sacrificados imediatamente apds a exposi¢cao

(Grupo 24h)
SUBGRUPO CONTROLES SUBGRUPO FUMANTES
N=4 N=4
y Mediana Mediana
Variavel  [valor Minimo — Valor Maximo] ~ [Valor Minimo — Valor Maximo] P
Média + DP Média + DP
(x10% ym?) (x10% um?)
Camada 1 57,3 53,1
[54,2 — 59,4] [561,0 - 54,2]
57,0122 52,9+ 1,6
Camada 2 100,0 100,0
[93,8 - 124,0] [94,8 - 104,2]
NS
104,4 + 134 99,7+3,9
Camada 3 56,2 52,6
[47,9 - 69,8] [47,9 - 59,4]
NS
57,6 £+ 9,1 53,1+4,9
Camada 4 85,9 82,8
[83,3—-102,1] [70,8 - 93,8]
NS
89,3+8,7 82,6 £ 10,9
Camada 5 56,8 51,0
[47,9 - 71,9] [44,8 - 60,4]
NS
58,3+ 11,4 51,8+6,5

DP = desvio-padrdo; pm“= micrémetros quadrados
Teste de Mann-Whitney; NS = Estatisticamente nao significante.
* = Significancia estatistica (P<0,05).
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O teste de Mann-Whitney aplicado nos resultados da tabela 3

comparando o subgrupo Fumante com o subgrupo Controle, resultaram em:

Camada 1 U = 1,000; Z= - 2,084; P = 0,037.
Camada 2: U = 8,000; Z < 0,001; P =1,000.
Camada 3: U =5,500; Z =-0,730; P=0,465.
Camada 4: U = 6,000; Z = -0,577; P = 0,564.

Camada 5: U =5,500; Z=-0,726; P = 0,468.

Analisando-se as estimativas da Camada 1, observou-se uma

diferengca estatisticamente significante entre os subgrupos Controles e

Fumantes. Esta diferenca representou uma reducio de 7,2% na estimativa

da area das camadas do subgrupo Fumantes (Figura 11). Nao houve

diferenga com significancia estatistica entre as demais camadas.
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4.2.3 - Estimativas do Grupo 48h

No Grupo 48h foi observada redugdo da média da area estimada dos
subgrupos Fumantes em relagdo aos Controles, em todas as camadas

estudadas (Tabela 4, Figura 12).

Tabela 4 - Estimativas morfométricas das areas de camadas retinianas nos
subgrupos sacrificados imediatamente apds a exposi¢géo (Grupo

48h)
SUBGRUPO CONTROLES SUBGRUPO FUMANTES
N=4 N=4
y Mediana Mediana
Variavel  [valor Minimo — Valor Maximo] ~ [Valor Minimo — Valor Maximo] P
Média £ DP Média £ DP
(x102 pm?) (x10% um?)
Camada 1 62,0 48,4
[56,2 — 64,6] [38,5 - 52,1]
61,2+3,5 46,9+5,8
Camada 2 102,1 101,6
[96,9 - 110,4] [92,7 - 104,2]
NS
102,9+5,8 100,0 £ 5,2
Camada 3 60,9 52,1
[57,3 - 64,6] [49,0 - 58,3]
60,9+ 3,2 52,9140
Camada 4 91,7 72,9
88,5 - 95,8] (64,6 - 87,5]
91,9+ 3,1 74,51 9,6
Camada 5 62,5 49,5
[59,4 - 63,5] [42,7 - 64,6]
NS
62,0+2,0 51,6+£104

DP = desvio-padrdo; pm“= micrémetros quadrados
Teste de Mann-Whitney; NS = Estatisticamente nao significante.
* = Significancia estatistica (P<0,05).
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Aplicando o teste de Mann-Whitney nos resultados da tabela 4, foram
comparados os resultados do subgrupo Fumantes com o subgrupo
Controles, apresentados a seguir:

e Camada 1: U <0,001; Z=-2,309; P = 0,021.

e Camada 2: U =6,000; Z=-0,584; P = 0,559.
e Camada 3: U =1,000; Z=-2,021; P=0,043.
e (Camada4: U <0,001; Z=-2,309; P = 0,021.

e Camada 5: U =4,000; Z=-1,162; P = 0,245.

Comparando as estimativas das camadas, foi observado que houve
uma redugdo em todas estimativas do subgrupo Fumantes, em relagcdo ao
subgrupo Controles. Entretanto somente em trés delas foram observadas
diferencas estatisticamente significantes: Camadas 1, 3 e 4. A estimativa da
area da Camada 1 no subgrupo Fumantes representou uma redugdo na
média da area estimada de 23,4% em relagdo ao seu respectivo controle
(P=0,021). Na Camada 3 foi observada uma reducédo de 13,1%, no ratos
expostos a fumaca de cigarro em relagcdo aos controles (P=0,043). Os
resultados morfométricos da Camada 4 revelaram reducdo de 18,9%
(P=0,021) na estimativa do subgrupo Fumantes, em comparagdo com o

subgrupo Controles.
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Figura 12. Grafico de caixas comparando os valores
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4.2.4 - Estimativas dos subgrupos Fumantes comparados entre si

Ao compararmos os subgrupos Fumantes dos grupos Oh, 24h e 48h
observamos uma tendéncia a progressiva redu¢cdo na média das areas
estimadas com o decorrer do tempo, atingindo diferengca estatistica na
Camada 3 (Teste de Kruskal-Wallis, P=0,030) e limiar de significancia
estatistica na Camada 1 (Teste de Kruskal-Wallis, P=0,050). A analise dos
subgrupos revelou diferengas estatisticamente significantes utilizando o
Teste de Mann-Whitney. A diferenca verificada na média da area da
Camada 1 entre os grupos Oh e 48h foi de 18,2% (P=0,043). Ja na Camada
3, houve uma reducao de 14,4% entre os Fumantes Oh e 24h (P=0,029) e de
14,7% entre os grupos Oh e 48h expostos a fumaga de cigarro (P=0,024).

Apesar de haver uma redugédo da area estimada do grupo 48h em
relacdo ao grupo 24 h em todas as camadas (exceto Camada 2), estas néo
atingiram significancia estatistica, mas demonstraram uma tendéncia a
reducido das estimativas das camadas com o passar do tempo apos

exposigao (Figura 13).
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4.2.5 - Estimativas dos subgrupos Controles comparados entre si

Entre os Controles dos Grupos 0Oh, 24h e 48h, nao foram encontradas

diferengas estatisticamente significantes em nenhuma das comparagdes

(Figura 14).
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No presente estudo, demonstramos que houve efetivamente uma
exposicao dos ratos a fumaga de cigarro, visto que os niveis séricos de
substancias associadas ao tabagismo, como a cotinina plasmatica (um
metabdlito da nicotina) e a HbCO (resultante da ligacdo da hemoglobina
sérica com o monoxido de carbono, componente da fumaga de cigarro),
aumentaram imediatamente apds a exposicao.

Na retina, encontramos achados degenerativos representados por
uma redugdo na estimativa do subgrupo Fumantes, nas estimativas da
Camada 1 no periodo de 24 horas apds exposicao, e nas estimativas das
Camadas 1, 3 e 4 nos grupos expostos a fumacga de cigarro, 48 horas apos
exposicao. A Camada 1 representou os segmentos internos e externos dos
fotorreceptores. A Camada 3, foi composta pelos interneurénios (camada
nuclear interna, composta por células responsaveis pela conexido entre a
retina externa e a interna). A Camada 4 representou a extensao sinaptica
entre os interneurbnios e as células ganglionares (camada plexiforme
interna).

Também foi encontrada uma diferenca nas estimativas em todas as
camadas (exceto a Camada 2), entre os subgrupos Fumantes sacrificados
imediatamente, 24 e 48 horas apds a exposigao, com significancia estatistica

na Camada 3 e limiar de significancia estatistica na Camada 1, sugerindo
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uma relacao da reducao de espessura retiniana com o tempo decorrido apds
a exposicdo. Essa reducdo de espessura pode ser explicada pela morte
celular associada a degeneragbes da retina, com remodelamento
secundario, induzidas pelas substancias presentes na fumaga de cigarro
(Jones e Marc, 2005).

A disposicado histolégica da retina em camadas permite que
degeneracdes celulares promovam uma reducdo do volume nas camadas
das células mais atingidas. Esta reducdo pode ser medida objetivamente. A
morfometria € o método mais utilizado para medir, avaliar e comparar
degeneragdes estruturais da retina (Stone et al., 1992; Santos et al., 1997;
Kim et al, 2002; Ohguro et al., 2002; Vaughan et al., 2003).

Em nosso estudo as camadas avaliadas foram agrupadas de maneira
funcional. O que denominamos camada 1, se caracterizou pelos segmentos
internos e externos dos fotorreceptores, enquanto a camada 2, por seus
nucleos. Desta forma, eventos degenerativos que inicialmente afetassem
seus segmentos mais externos (por¢cao de alto metabolismo fotoquimico)
poderiam ser medidos antes que as alteragdes também atingissem seus
nucleos. Denominamos camada 3 a camada nuclear interna, onde se
encontram os interneurénios e estao localizadas as células de Miller (que
apresentam diversas funcbes na resposta a hipdxia, a inflamacdo e na
degeneracao e remodelamento retiniano) (Yoneda et al., 2001; Jones, Marc,
2005). A camada plexiforme externa foi denominada camada 4, enquanto a

camada de células ganglionares e a camada de fibras nervosas (que € sua
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extensao histolégica e funcional) foram avaliadas em conjunto, denominadas
camada 5.

Modelos animais sao de grande utilidade para o estabelecimento de
informagbes a respeito dos achados histopatolégicos e da patogenia das
doencas, em especial nos fendmenos de origem multifatorial, onde é dificil
definir uma relacéo de causa e efeito. Ao permitir a compreensao da doenca,
também fornecem dados uteis para seu tratamento e prevencgao.

Dentre os animais que poderiam ser utilizados para investigacao de
doencas retinianas, os ratos constituem modelos experimentais de muita
utilidade. O arranjo histolégico e os processos fisioldgicos da retina sao
similares, e muitas das degeneragdes retinianas encontradas nos ratos tem
uma doenga retiniana correspondente em humanos. Hd& uma homologia de
genes funcionais de 90% entre o genoma dos ratos e dos seres humanos
(Elizabeth Rakoczy et. al., 2006).

Além da viabilidade histoldgica, existem outras vantagens na
utilizacdo de ratos como modelos animais, como facilidade de aquisicao e
manutencdo do animal, assim como de enucleacdo do bulbo ocular.
Também deve ser considerado que seu ciclo de vida tem propor¢cdes muito
menores que o do ser humano, reduzindo o tempo entre a indugdo e a
resposta a fendbmenos patoldgicos.

Os modelos experimentais de exposigdo ao cigarro podem ser
divididos de acordo com a metodologia empregada: o método de exposigéo,
o intervalo de exposicédo e o tempo de duragcdo da exposi¢cao. O método de

exposigcao pode ser da fumaga do cigarro como um todo, ou seus
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componentes bioquimicos (Howard et al., 1994). O intervalo de exposigao
pode ser intermitente, onde se realiza a aplicacao de pequenas porgdes de
fumaca (“puffs”), intercalados por alguns segundos (Kendrick et al., 1976;
Orlander et al., 1979; Bilimoria et al., 1980; Clark, 1989; Clark, 1990) ou
continuo, onde a fumaga de cigarro é liberada constantemente dentro da
camara de inalagdo(Cendon et al., 1997; Balansky et al., 1999; Zhang et al.,
2002). Os dois métodos sao eficazes na exposicao a fumaca de cigarro, que
€ demonstrada pelo aumento na concentragdo de carboxihemoglobina
(HbCO) ou de cotinina sérica nos animais.

A cotinina sérica € um marcador de alta confiabilidade de exposicao
ao tabaco, podendo ser medida no sangue, saliva ou urina (Pichini et al.,
1992; Rosa et al., 1992). Além se ser utilizada em estudos experimentais
com animais, estudos epidemioldgicos também a utilizam como marcador do
tabagismo (Seccareccia et al., 2003). Niveis de cotinina sérica superiores 15
ng/mL tem sido associados ao fumante ativo (Seccareccia et al., 2003; de
Weerd et al., 2002).

Utilizamos a HbCO e a cotinina sérica como marcadores, que
confirmaram a exposicdo a fumaga de cigarro pelo aumento nos niveis
séricos imediatamente apds o experimento (subgrupo Fumantes Oh). Com
isto certificamo-nos que os animais foram realmente submetidos a inalagao.

No presente estudo, aplicamos um modelo de camara de inalagao
previamente descrito por Mayer (2004), e desenvolvido em conjunto pelo
Laboratério de Poluicdo Atmosférica Experimental do Departamento de

Patologia da FMUSP (LIM-05), com o apoio do Laboratério de Investigacdes
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Médicas em Terapéutica Experimental da FMUSP (LIM — 20) e do Programa
de Pds-Graduacao em Reabilitagao da Universidade Federal de Sao Paulo.

Optamos estudar a exposi¢cao aguda a fumacga de cigarro, visto que
estudos prévios na literatura demonstraram que € possivel encontrar lesdes
degenerativas em cobaias apds exposicdo aguda a fumaca de cigarro.
Bilimoria e Ecobichon (1980) encontraram alteragdes hepaticas e renais em
cobaias expostas agudamente a fumaca de doze cigarros, em dose Unica.
Mayer (2004) demonstrou um aumento da permeabilidade do sarcolema nos
musculos diafragmaticos e do vasto lateral em ratos expostos agudamente
por 2 horas em dose unica a fumacga de cigarro. Alteragdes citogenéticas
foram encontradas em células de medula 6ssea de ratos apds curta
exposigao ao cigarro por Balansky et al. (1988). Realizando exposi¢cao a
fumaca de cigarro de 1-3 horas de duragdo, estes autores notaram um
aumento de 3,5 vezes no numero de eritrocitos policromaticos
micronucleados. Estas células tém origem na medula Ossea e sao
marcadores de lesdo ao DNA. Em 1992, Balansky et al. realizaram estudos
citogenéticos em ratos Sprague-Dawley expostos de 1 a 40 dias a fumaca
de cigarro, encontrando defeitos no DNA celular 24 horas apds exposi¢cao
aguda e unica. Eles também expuseram ratos a fumacga de cigarro por 1
hora diaria por um periodo de uma semana, detectando aberracbes no DNA
celular da medula 6ssea das cobaias expostas (Balansky et al., 1999).

Uma curta exposi¢céo a fumaga de cigarro também foi capaz de induzir
danos ao DNA de células de coragdo, figado e pulmdo de camundongos,

conforme relatado por Howard et al. (1998). Eles expuseram seus animais a
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regimes de 30 e 90 minutos a fumacga de cigarro, realizando sacrificio dos
animais imediatamente ao término da inalacao.

Ja estd demonstrado que a retina também pode sofrer alteracdes
degenerativas apds exposicdo aguda a mecanismos indutores. Abler et al.
(1996) encontraram apoptose de fotorreceptores da retina de ratos
imediatamente apds 6 horas de exposicao a luz fluorescente verde (480-490
nm), com luminancia de 320 pés-velas.

As acdes patogénicas das substancias do cigarro necessitam de
absorcdo sistémica para que exergam seus mecanismos, e ja foi
demonstrado que a administracdo aguda de substancias por via sistémica
também é capaz de induzir degeneragdes retinianas. Taomoto et al. (1998)
demonstraram a indugdo de degeneragao retiniana 24 horas apds injecéo
intraperitoneal de N-metil-N-nitrosouréia (MNU) em roedores. Esta
degeneracéao se prolongou, atingindo pico maximo 5 a 7 dias ap6s a injecgéo,
sendo comprovada a lesao celular dos fotorreceptores por apoptose através
de testes imunohistoquimicos e microscopia eletrénica. Outros trabalhos
também confirmaram apoptose de fotorreceptores apdés administragao
sistémica em dose Unica da MNU, em ratos e camundongos. (Nakajima et
al., 1996a,b; Yuge et al., 1996; Nambu et al., 1997).

Outra substancia que provoca degeneragdes retinianas apos
exposigao aguda € o metanol, uma neurotoxina que atua na retina e nervo
optico. Os efeitos agudos da intoxicagdo pelo metanol podem gerar
disturbios visuais entre 18 e 48 horas apos a ingestao (Eells et al., 1996).

Experimentos utilizando injegdes intraperitoneais de metanol foram capazes
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de degenerar as células da retina, demonstrando alteragdes funcionais e
histolégicas 24 horas apds a indugdo. Seme et al. (1999) estudaram
alteragdes funcionais (através do eletrorretinograma) e histolégicas da retina
de roedores, detectando indicios de degeneracdo de fotorreceptores 24
horas apos inicio da intoxicagao. Plaziac et al. (2003) observaram redugdes
significativas nas amplitudes de ondas a e b de eletrorretinogramas de ratos,
que se iniciaram 24 horas e alcangaram pico 72 horas apds exposigcao unica.
As ondas b apresentaram alteragbes mais precoces e acentuadas,
presumivelmente por degeneracdes diretas das células de Muller.

Também o iodato de sdédio (NalO(3)) administrado em dose unica
intraperitoneal, é capaz de induzir degeneragdo da retina (Mizota et al.,
1997; Kiuchi et al., 2002b; Obata et al., 2005; Tanaka et al., 2005). Kiuchi et
al. (2002b) injetaram dose unica de 100mg/kg de NalO(3) em camundongos
de sete semanas de idade. Examinando a retina destes ratos por estudos
histoldégicos, ultra-estruturais, imunohistoquimicos e pelo método de
Marcacdo In Situ das Extremidades Cortadas (“TUNEL”, método
histoquimico que avalia apoptose celular), eles notaram necrose de epitélio
pigmentado da retina 6 horas apds injecao, apoptose de fotorreceptores
apos 24 horas e proliferacao de células de Miller associada a migracao de
macrofagos no tecido retiniano trés dias apos o experimento.

Ratos submetidos a ingestdo em dose unica de 1,4-bis (4-
aminofenoxi)-2-fenilbenzeno (2-fenil-APB-144) apresentaram necrose de
células do epitélio pigmentado da retina (Lee e Valentine, 1990, 1991). Os

autores submeteram ratos pigmentados a administragdo oral desta
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substancia e observaram necrose no EPR 4 horas apds a ingestao de 100
mg/kg. Em 48 horas, degeneracbes dos segmentos externos dos
fotorreceptores estavam associadas a uma resposta hiperplastica do EPR.

Uma das vantagens na utilizagdo de ratos em modelos experimentais
estd baseada no fato de que sua longevidade média seja de
aproximadamente dois anos (Elizabeth Rakoczy et al., 2006). Logo, o tempo
de exposicdo a uma determinada substancia para inducéo de dano em ratos
€ extremamente menor do que seria necessario para provocar alteracdes
similares em humanos. Cendon et al. (1999) desenvolveram um modelo de
inducdo de enfisema pulmonar em ratos, intoxicando-os com a fumaca de
cigarro por apenas 45 dias. Em humanos, esta doenga ocorre apds décadas
de exposig¢ao ao tabagismo.

Na retina, enquanto é necessario um prolongado uso sistémico de
cloroquina para encontrarmos sinais degenerativos em humanos, em
modelos animais isto é observado rapidamente. Mahon et al. (2004)
induziram degeneragdes de retina e EPR em ratos submetidos ao uso de
cloroquina de forma continua através de bombas de infusdo por um periodo
de apenas sete dias.

Redugao de estimativas morfométricas da retina de ratos apds a
exposigao a derivados do cigarro também foi observada por outros autores.
Evereklioglu et al. (2003) conduziram um experimento com ratos Wistar,
utilizando animais gestantes tratadas com injecao intraperitoneal de nicotina,
do 9° ao 21° dia de gestacdo. Suas retinas foram estudadas através de

métodos histolégicos e morfométricos, observando-se sinais degenerativos e
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uma reducdo na espessura retiniana. A camada plexiforme interna e o
numero de células ganglionares foram os achados com redugdo mais
acentuada.

Existem algumas hipdteses que podem justificar o papel das
substancias quimicas da fumaca de cigarro nas alteragdes estruturais do
tecido retiniano. O tabagismo esta envolvido como a redug¢ao do suprimento
de oxigénio por reducdo de fluxo, aumento das concentracdes de células
sanguineas, da adesividade plaquetaria, da hiperviscosidade do sangue e
aumento do risco de fendmenos tromboticos (Penfold et al, 2001; Solberg et
al, 1998, Bazzano et al., 2003). As substancias constituintes do cigarro séo
capazes de promover indugdo de morte celular por dano direto ao DNA
celular, através de um mecanismo de apoptose ou por aumento no estresse
oxidativo, proporcionando degeneragdes nas células retinianas (Lee et al,
1998; Beatty et al., 2000).

A fumaca de cigarro também é capaz de interferir com o metabolismo
normal da retina. Brogan et al. (2005) demonstraram que a nornicotina (um
componente da fumaga de cigarro), € capaz de catalisar o processo de
isomerizagao de retindides (derivados da vitamina A), fundamentais para os
mecanismos fotoquimicos fisiolégicos responsaveis pela visdo. Ha um
aumento na biossintese de N-retilideno-N-retiniletanolamina (AZ2E),
substancia que provoca efeito destrutivo nas membranas celulares,
disfuncao dos lisossomos e libera proteinas apoptéticas presentes nas
mitocbndrias. Estes disturbios metabdlicos provocam o acumulo de

lipofuscina nas células do EPR, degenerando os fotorreceptores.
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Diversos estudos experimentais associaram o tabagismo ou seus
compostos a danos neuronais. A nicotina atua sobre o sistema nervoso
central, alterando o potencial evocado luminoso, lesando o DNA neuronal e
reduzindo a contagem de células cerebrais (Trauth et al 2000; Hetzler e
Theinpeng, 2004). A nicotina também esta envolvida com o mecanismo de
apoptose celular no hipocampo (Jang et al, 2002).

Em um estudo utilizando o benzo[a]pireno (constituinte da fumaca de
cigarro), Patton et al. (2002) detectaram dano ao DNA de células de epitélio
pigmentado da retina. Eles também observaram uma acéo sinérgica entre
esta substancia e radiagao ultravioleta. Como o EPR esta envolvido com o
transporte de substrato da retina externa, com a fagocitose dos residuos dos
segmentos externos dos fotorreceptores e com atividades antioxidantes,
estas evidéncias associam substancias do cigarro diretamente a
degeneragdes do EPR e retina.

O tabagismo é uma fonte importante de estresse oxidativo, originando
radicais livres e espécies de oxigénio reativas de diversas formas. A fumaca
de cigarro provoca uma indugcdo de macréfagos e neutrdfilos ativados
circulantes, que produzem fatores oxidantes. O cigarro também atua em
fontes enddgenas de oxigénio reativo como as enzimas endoteliais de 6xido
nitrico sintase (eNOS), xantina oxidase e a cadeia de transporte de elétrons
mitoncondriais, aumentando a producao de fatores oxidantes (Ambrose e
Barua, 2004; Pryor e Stone 1993; Smith e Fischer, 2001; Pryor et al., 1998;
Barua et al., 2003; Guthikonda et al., 2003). As reag¢des entre os radicais

livres e O6xido nitrico ndo s6 contribuem para reduzir os estoques de
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substancias antioxidantes como produz peroxinitrito, aumentando o estresse
oxidativo celular (Kodja e Harisson, 1999)

Ja que in vivo, as espécies de oxigénio reativas normalmente sdo o
resultado do metabolismo celular ou de reagdes fotoquimicas (Kukreja e
Heis, 1992; Dargel, 1992), o aumento do estresse oxidativo associado ao
tabagismo pode desencadear danos irreversiveis as células retinianas, que
por si s0, ja sdo mais suscetivel ao dano oxidativo (Beatty et al., 2000).

Além de possuir um alto metabolismo de oxigénio, a retina esta
exposta a grandes niveis de radiacdo luminosa, a qual pode induzir lesdes
oxidativas, muitas vezes por meio da peroxidacao lipidica (Wiegand, 1983;
Organisciak, 1998).

Nas membranas dos fotorreceptores, ha grande proporgao de acidos
graxos poliinsaturados, que séo altamente suscetiveis a peroxidagao lipidica,
com consequente perda da fungédo e integridade estrutural (Arstila, et al.,
1972). A retina é rica em cromoforos, substancias que absorvem a luz para
produzir reagdes quimicas, como a rodopsina, a melanina, a lipofuscina e
enzimas respiratorias mitocondriais (citocromo c oxidase). Estas substancias
podem produzir um dano fotoquimico, através da absorcao de luz (Mellerio,
1994). A fagocitose dos segmentos externos dos fotorreceptores pelo EPR
aumenta em nove vezes a produgéo de H,O, extracelular (Tate et al., 1997).

Nos individuos fumantes uma série de fatores pode interferir com a
oxigenacéo da retina. H& um aumento nos niveis séricos de mondxido de

carbono, que por apresentar uma alta afinidade com a hemoglobina, reduz a
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capacidade desta de transportar oxigénio, comprometendo a oxigenagao dos
tecidos (Solberg et al., 1998).

A nicotina tem um efeito direto no sistema vascular dos fumantes
como foi constatado por Morgado et al. (1994). Eles observaram que a
exposicao aguda ao tabagismo induz redugcao do fluxo sanguineo. Mesmo
em baixas concentracdes, a nicotina € capaz de promover a excitacido dos
ganglios simpaticos, que por sua vez, induzem a vasoconstricdo e aumento
da resisténcia vascular periférica (Langhans et al., 1997).

Ahmed et al. (1993) demonstraram que fotorreceptores de primatas
consomem 90 a 100% do suprimento de oxigénio da coriocapilar. Como a
retina € um tecido com alto consumo de oxigénio, mesmo pequenas
reducodes no fluxo podem ter implicagdes funcionais.

A baixa tensdo de oxigénio pode desencadear uma resposta
imunologica celular e humoral nas células retinianas, em especial da
microglia, alterando a integridade da barreira hemato-retiniana (Penfold,
2001). Os macrofagos da microglia podem influenciar todas as fases do
processo angiogénico, através da liberacdo de fatores de crescimento e
citocinas, como fator de crescimento vascular endotelial (“vascular
endothelial growing factor”— VEGF), interleucina IL-1 beta e fator de necrose
tumoral alfa (Sunderkotter, 1994; Oh et al., 1999; Otani et al., 1999). As
citocinas pro-inflamatérias sdo uma resposta da microglia a hipdxia, e
quebram a barreira hemato-retiniana alterando sua permeabilidade (Claudio

et al., 1994).
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A barreira hemato-retiniana externa representada pelo EPR pode ser
quebrada por mecanismos ligados diretamente a componentes da fumaga
de cigarro. Estudos experimentais utilizando substancias policiclicas
aromaticas da fumaca de cigarro evidenciaram disfungdo e morte celular das
células do epitélio pigmentado da retina (Patton et al., 2002).

Também foi demonstrada associagdo entre o tabagismo e
degeneracdes retinianas em estudos epidemiolégicos (Delcourt et al., 2001;
Wilson et al., 2001; Mitchell et al., 2002). Com exceg¢ao da idade, € o Unico
fator de risco consistentemente identificado em diversos estudos sobre
Degeneragdo Macular Relacionada a ldade (DMRI) (Hyman, Nebrosky,
2002; Fraser-Bell et al., 2006).

Pesquisas envolvendo andlises histopatoldgicas sobre degeneracao
macular relacionada a idade (DMRI) sugerem uma sequéncia de eventos
iniciada por atrofia do epitélio pigmentado da retina (EPR), seguida pela
morte dos fotorreceptores sobrejacentes (Curcio et al., 1996; Xu et al., 1996;
Curcio, 2001). Apesar dos mecanismos envolvidos nestes eventos ainda nao
estarem bem esclarecidos, existem evidéncias de que ha apoptose dos
fotorreceptores na DMRI (Xu et al., 1996; Dunaief et al., 2002).

Substancias antioxidantes tém importante papel protetor em algumas
degeneracgdes retinianas. A utilizagao sistémica de antioxidantes foi capaz
de reduzir a progressdo da degeneragao retiniana associada a DMRI (Age-
related eye diseases study group, 2001). A suplementacédo da dieta com N-
acetil-L-cisteina foi eficaz na reducdo da peroxidacado lipidica de ratos,

através de suas propriedades antioxidantes (Alhamdan, 2005). Kiuchi et al.
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(2002a) demonstraram ser possivel reduzir a apoptose celular da retina em
ratos e camundongos que tiveram danos no DNA apés utilizagdo de um
agente alquilante (MNU), utilizando a nicotinamida sistemicamente (vitamina
Bs3). Postula-se que a nicotinamida poderia reparar o DNA lesado,
modulando a apoptose e sendo um agente potencial para o tratamento de
degeneracdes retinianas.

Este estudo serviu para aplicar um modelo de exposi¢cdo aguda e de
curto prazo, que demonstrou uma associagcao entre o tabagismo e a reducéo
de estimativas das camadas retinianas. A partir da utilizacdo de modelos
experimentais, € possivel aprofundar as investigagdes sobre a fisiopatologia
das degeneracgdes retinianas associadas ao tabagismo, assim como estudar
possibilidades farmacoldgicas de protegao ao dano, como, por exemplo, por
meio de substancias antioxidantes.

No futuro, este modelo podera ser utilizado em conjunto com testes
imunohistoquimicos para elucidar a nivel celular os padrdes especificos das
alteragbes estruturais retinianas provocadas pelo tabaco. Também podera
ser util na pesquisa da eficacia de substancias que possam proteger a retina

dos fenbmenos neurodegenerativos associados ao uso do cigarro.



6 Conclusoes
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1. A exposicao aguda de ratos a fumacga de cigarro provocou alteragées
histoldgicas retinianas, demonstradas por meio da morfometria, com reducéao
da area estimada das camadas de fotorreceptores, nuclear interna e
plexiforme interna, dos ratos expostos ao tabagismo, em comparagdo com

0s grupos controles.

2. Observou-se diferenga estatisticamente significante nas estimativas
morfométricas da camada nuclear interna, entre os ratos sacrificados
imediatamente apdés a exposigdo ao tabagismo, em relagdo aqueles
sacrificados 24 e 48 horas apés, demonstrando uma tendéncia a reducéao
nas areas estimadas com o decorrer do tempo apds a exposi¢ao a fumaca

de cigarro.



7 Anexos




Anexos 72

Anexo 1 — Estimativas morfométricas das retinas dos animais sacrificados(pmz)

Identificagdo ~ Grupo Amostra  Subgrupo C1 C2 C3 C4 C5

CO-11E Oh 1 Controle 5625 7500 5000 9375 8125
CO-11E Oh 2 Controle 7500 8125 4375 8750 7500
CO-11E Oh 3 Controle 6250 10625 4375 9375 5625
CO-11E Oh 4 Controle 5625 12500 5000 8125 7500
CO-11E Oh 5 Controle 6875 11875 5000 7500 8125
CO-11E Oh 6 Controle 5000 10000 5625 8750 6875
C0-12 Oh 1 Controle 5625 11875 8125 10000 6250
C0-12 Oh 2 Controle 6875 11250 7500 9375 5000
C0-12 Oh 3 Controle 5625 10000 7500 8125 5625
C0-12 Oh 4 Controle 6250 11250 8125 8125 5000
C0-12 Oh 5 Controle 5000 10625 6875 9375 5625
C0-12 Oh 6 Controle 5625 9375 6875 8125 5625
CO0-13E Oh 1 Controle 7500 10625 5000 8750 5000
CO0-13E Oh 2 Controle 6250 11875 5625 9375 5000
C0-13E Oh 3 Controle 6250 11875 6250 10000 5625
C0-13E Oh 4 Controle 5625 9375 5000 8750 4375
CO0-13E Oh 5 Controle 5625 10000 5625 8750 5625
C0-13E Oh 6 Controle 5000 9375 4375 9375 5000
CO-14E Oh 1 Controle 5000 11250 6250 9375 4375
CO-14E Oh 2 Controle 5000 11250 5625 8125 5625
CO0-14E Oh 3 Controle 5625 9375 5625 8750 4375
CO0-14E Oh 4 Controle 6250 10625 6250 8750 5625
CO0-14E Oh 5 Controle 4375 11875 6250 7500 5625
CO0-14E Oh 6 Controle 5000 8750 6250 9375 5000
C24-11E 24h 1 Controle 6875 10000 5625 8125 5000
C24-11E 24h 2 Controle 5000 10000 4375 7500 5000
C24-11E 24h 3 Controle 5000 8750 3750 8750 3750
C24-11E 24h 4 Controle 5000 9375 5000 7500 4375
C24-11E 24h 5 Controle 5625 9375 5000 10000 6250
C24-11E 24h 6 Controle 6875 8750 5000 8125 4375
C24-12E 24h 1 Controle 6250 11250 6250 9375 3125
C24-12E 24h 2 Controle 6875 10000 5625 8750 5000
C24-12E 24h 3 Controle 5625 10000 4375 10625 3750
C24-12E 24h 4 Controle 6250 10000 6250 6875 7500
C24-12E 24h 5 Controle 4375 9375 6250 8125 6250
C24-12E 24h 6 Controle 6250 8750 5000 8750 4375
C24-13 24h 1 Controle 6250 10625 6250 10000 6250
C24-13 24h 2 Controle 6875 10000 6250 8750 7500
C24-13 24h 3 Controle 5625 10000 5000 8125 6875
C24-13 24h 4 Controle 4375 10000 6250 7500 7500
C24-13 24h 5 Controle 5000 10625 4375 8750 6875
C24-13 24h 6 Controle 4375 9375 5625 7500 8125

continua
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Identificagdo  Grupo Amostra Subgrupo C1 Cc2 C3 C4 C5

C24-14E 24h 1 Controle 5000 11875 6875 8750 8750
C24-14E 24h 2 Controle 5000 13750 7500 10625 7500
C24-14E 24h 3 Controle 6250 12500 8750 11250 6250
C24-14E 24h 4 Controle 5625 13125 6875 11250 6875
C24-14E 24h 5 Controle 5625 11250 6250 9375 5000
C24-14E 24h 6 Controle 6875 11875 5625 10000 3750
C48-11E 48h 1 Controle 6250 10000 6250 8750 6250
C48-11E 48h 2 Controle 5625 12500 6250 9375 5625
C48-11E 48h 3 Controle 6250 9375 6250 8125 7500
C48-11E 48h 4 Controle 6250 9375 6250 9375 6250
C48-11E 48h 5 Controle 6250 9375 6250 9375 6250
C48-11E 48h 6 Controle 6250 9375 6250 9375 6250
C48-12E 48h 1 Controle 6250 11875 6875 9375 4375
C48-12E 48h 2 Controle 6250 10625 5000 8125 5625
C48-12E 48h 3 Controle 6250 10000 5625 8750 5625
C48-12E 48h 4 Controle 7500 10625 6250 8750 8750
C48-12E 48h 5 Controle 6250 10000 6250 9375 6875
C48-12E 48h 6 Controle 6250 9375 5625 8750 6875
C48-13E 48h 1 Controle 5625 9375 6250 9375 6250
C48-13E 48h 2 Controle 5625 9375 6250 9375 5625
C48-13E 48h 3 Controle 6250 9375 6250 10000 5625
C48-13E 48h 4 Controle 4375 11250 5625 9375 6250
C48-13E 48h 5 Controle 6250 9375 5625 8750 6250
C48-13E 48h 6 Controle 5625 9375 4375 8750 6875
C48-14E 48h 1 Controle 6250 10625 6875 10625 7500
C48-14E 48h 2 Controle 6250 13125 7500 10000 6250
C48-14E 48h 3 Controle 6250 13750 7500 8750 5000
C48-14E 48h 4 Controle 6250 10000 5000 9375 5000
C48-14E 48h 5 Controle 6250 9375 6250 9375 6875
C48-14E 48h 6 Controle 6250 9375 5625 9375 5000
EO-11D Oh 1 Fumantes 5000 11250 5000 9375 6250
EO-11D Oh 2 Fumantes 6250 9375 4375 8750 5625
EO-11D Oh 3 Fumantes 4375 11250 6250 8750 4375
EO-11D Oh 4 Fumantes 6250 8750 7500 9375 4375
EO-11D Oh 5 Fumantes 6250 9375 6250 8125 5000
EO-11D Oh 6 Fumantes 5625 11250 6250 10000 6250
EO-12E Oh 1 Fumantes 4375 10625 6250 8750 5000
EO-12E Oh 2 Fumantes 5000 10625 6250 8125 5625
EO-12E Oh 3 Fumantes 3750 10625 6250 9375 3750
EO-12E Oh 4 Fumantes 5625 10000 6250 9375 6250
EO-12E Oh 5 Fumantes 5000 10625 6250 8750 6875
EO-12E Oh 6 Fumantes 6250 9375 6250 7500 6875
EO-13E Oh 1 Fumantes 6250 8750 6875 7500 4375
EO-13E Oh 2 Fumantes 5000 10000 6250 9375 5625
EO-13E Oh 3 Fumantes 6250 8750 6250 8125 5000
EO-13E Oh 4 Fumantes 6250 9375 6250 8750 5625
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Identificagdo  Grupo Amostra Subgrupo CA1 Cc2 C3 C4 C5

EO-13E Oh 5 Fumantes 6250 9375 6875 7500 5625
EO-13E Oh 6 Fumantes 6250 9375 6250 10625 5625
EO-14E Oh 1 Fumantes 6250 10625 5000 8125 6875
EO-14E Oh 2 Fumantes 6250 11250 6250 8750 4375
EO-14E Oh 3 Fumantes 6250 10000 6250 8750 5625
EO-14E Oh 4 Fumantes 6250 11875 6875 8125 6250
EO-14E Oh 5 Fumantes 6250 11875 6250 8125 5000
EO-14E Oh 6 Fumantes 6250 10625 6250 7500 5000
E24-11E 24h 1 Fumantes 5000 9375 6250 9375 3750
E24-11E 24h 2 Fumantes 5000 10625 5625 9375 3125
E24-11E 24h 3 Fumantes 5000 9375 6250 7500 5000
E24-11E 24h 4 Fumantes 6250 10000 5000 9375 5000
E24-11E 24h 5 Fumantes 5625 10000 6250 9375 5625
E24-11E 24h 6 Fumantes 5625 10000 6250 8750 4375
E24-12 24h 1 Fumantes 6250 9375 6875 8125 7500
E24-12 24h 2 Fumantes 6250 9375 6250 10625 5625
E24-12 24h 3 Fumantes 5625 9375 5000 10000 4375
E24-12 24h 4 Fumantes 4375 11250 6250 9375 6875
E24-12 24h 5 Fumantes 3750 12500 4375 8750 6250
E24-12 24h 6 Fumantes 5000 10625 3750 9375 5625
E24-13E 24h 1 Fumantes 5625 9375 6250 6875 6250
E24-13E 24h 2 Fumantes 4375 9375 5000 6875 5000
E24-13E 24h 3 Fumantes 5625 9375 3750 6875 4375
E24-13E 24h 4 Fumantes 5625 10000 4375 8750 5000
E24-13E 24h 5 Fumantes 5000 9375 5000 9375 3750
E24-13E 24h 6 Fumantes 4375 9375 6250 6875 5625
E24-14 24h 1 Fumantes 6875 11250 4375 7500 4375
E24-14 24h 2 Fumantes 5625 11250 5000 8125 5625
E24-14 24h 3 Fumantes 5000 9375 5000 8125 6250
E24-14 24h 4 Fumantes 4375 9375 5625 6875 6250
E24-14 24h 5 Fumantes 5625 10000 5000 6250 5000
E24-14 24h 6 Fumantes 5000 9375 3750 5625 3750
E48-11E 48h 1 Fumantes 6250 9375 6250 8750 6250
E48-11E 48h 2 Fumantes 5000 10625 5625 7500 3750
E48-11E 48h 3 Fumantes 5625 9375 5000 9375 3750
E48-11E 48h 4 Fumantes 3750 8750 5000 6250 5000
E48-11E 48h 5 Fumantes 4375 9375 3750 6250 3125
E48-11E 48h 6 Fumantes 6250 8125 5000 6250 3750
E48-12E 48h 1 Fumantes 5000 10000 4375 6875 5625
E48-12E 48h 2 Fumantes 5000 10000 6250 6250 6250
E48-12E 48h 3 Fumantes 5000 10000 5625 6875 4375
E48-12E 48h 4 Fumantes 5625 10000 5625 8125 5000
E48-12E 48h 5 Fumantes 5000 11250 6250 7500 5000
E48-12E 48h 6 Fumantes 3750 11250 3750 7500 6875

continua
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Concluséo

Identificaggdo  Grupo Amostra Subgrupo C1 C2 C3 C4 C5
E48-13E 48h 1 Fumantes 3750 11250 4375 7500 4375
E48-13E 48h 2 Fumantes 3750 10625 3750 6250 5000
E48-13E 48h 3 Fumantes 5000 10000 5000 6875 5000
E48-13E 48h 4 Fumantes 3750 9375 5000 6250 4375
E48-13E 48h 5 Fumantes 3125 9375 6250 5625 4375
E48-13E 48h 6 Fumantes 3750 9375 5000 6250 3125
E48-14E 48h 1 Fumantes 5625 10625 6875 9375 6875
E48-14E 48h 2 Fumantes 5625 10000 5625 9375 6250
E48-14E 48h 3 Fumantes 5625 10000 6250 9375 6250
E48-14E 48h 4 Fumantes 4375 11250 5000 8125 7500
E48-14E 48h 5 Fumantes 3750 9375 6250 8750 5000
E48-14E 48h 6 Fumantes 3750 10625 5000 7500 6875
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Anexo 2 — Estimativas plasmaticas da carboxihemoglobina (HbCO), e da cotinina dos

subgrupos Controles Oh, Fumantes Oh, Fumantes 24h e Fumantes 48h

Identificagdo  Grupo Subgrupo HbCO (%) Cotinina (ng/mL)
CO-11E Oh Controles 0 0
C0-12 Oh Controles 0 0
C0-13E Oh Controles 0 0
CO0-14E Oh Controles 0 0
EO0-11D Oh Fumantes 3 20
EO0-12E Oh Fumantes 3 20
EO0-13E Oh Fumantes 3 12
EO-14E Oh Fumantes 3 16
E24-11E 24h Fumantes 0 0
E24-12 24h Fumantes 0 1
E24-13E 24h Fumantes 0 1
E24-14 24h Fumantes 0 0
E48-11E 48h Fumantes 0 0
E48-12E 48h Fumantes 1 2
E48-13E 48h Fumantes 0 1
E48-14E 48h Fumantes 0 0
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