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INTRODUÇÃO
Degeneração macular relacionada à idade (DMRI) é uma das prin   

cipais causas de perda irreversível da visão na terceira idade(1). É uma 
doença complexa e multifatorial associada ao envelhecimento, alte
rações genéticas e ambientais(2). Estudos histopatológicos demons
tram que o epitélio pigmentário da retina (EPR), membrana de Bruch 
(MB) e coriocapilar estão envolvidos primariamente neste processo 
patológico(3). Sugerese que o envelhecimento induza a gradativa 
deposição anômala de lipídeos na MB(3), levando ao aumento de sua 

espessura(4). A MB é um tecido conectivo fino e semipermeável que 
permite a passagem de nutrientes da coriocapilar para o EPR e cama
das externas da retina sensorial. Esta estrutura também dá passagem 
aos metabólitos produzidos pelas células do EPR para a coriocapilar. 
Sendo assim, a modificação da MB interfere na nutrição das células 
do EPR conduzindoas a gradativo processo de atrofia(3,5,6). Uma vez 
estabelecido o processo atrófico do EPR, há redução da necessidade 
de suprimento sanguíneo para esta camada, provocando atrofia se 
cundária da coriocapilar(4,7,8). Desta forma, as camadas externas da 
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RESUMO
Objetivo: O objetivo deste trabalho é investigar a expressão do fator de cres
cimento vascular endotelial (VEGF) na coroide e esclera, utilizando um modelo 
experimental de hipercolesterolemia. 
Método: Coelhos New Zealand foram organizados em dois grupos: O grupo dieta 
normal (GN), composto por 8 coelhos (8 olhos), recebeu ração padrão para coelhos, 
durante 4 semanas; e o grupo hipercolesterolêmico (GH), composto por 13 coelhos 
(13 olhos), recebeu dieta rica em colesterol a 1% por 8 semanas. Foi realizada a 
dosagem sérica de colesterol total, triglicerídeos, HDL colesterol, glicemia de jejum 
no início do experimento e no momento da eutanásia. Ao final da 8a semana para 
o GH e 4a semana para o GN foi realizada a eutanásia dos animais e os olhos foram 
submetidos à análise imunohistoquímica com os anticorpos RAM11 e VEGFR1. 
Resultados: Observouse significativo aumento do colesterol total e triglicerídeos 
do GH em relação ao GN (p<0,001). Houve significativo aumento da expressão 
da RAM11 e VEGFR1 na coroide e esclera dos animais do GH em relação ao GN 
(p≤0,001). 
Conclusão: Este estudo demonstra que a dieta hipercolesterolêmica em coelhos 
induz ao aumento da concentração de macrófagos e da imunorreatividade ao 
VEGFR1 na coroide e esclera, expressando similaridade com a degeneração ma  
cular relacionada à idade (DMRI) humana.

Descritores: Fator A de crescimento do endotélio vascular; Degeneração macular; 
Macrófagos; Colesterol; Coroide; Esclera; Animais; Coelhos

ABSTRACT 
Purpose: The aim of this study is to investigate the expression of vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) in the choroid and sclera using hypercholesterolemia 
experimental model. 
Methods: New Zealand rabbits were divided into two groups: 8 rabbits (8 eyes), in 
the normal diet group (NG), were fed by a standard diet for 4 weeks; and 13 rabbits (13 
eyes), in the hypercholesterolemic group (HG), were fed by a 1% cholesterol-enriched 
diet for 8 weeks. Total serum cholesterol, triglyceride, HDL cholesterol and fasting 
blood glucose exams were performed at the initiation of the experiment and at the 
euthanasia time. After hypercholesterolemic group 8th week and NG 4th week, animals 
were euthanized and their eyes underwent immunohistochemical analysis with the 
RAM-11 and VEGFR-1). 
Results: The diet has induced a significant increase in total cholesterol and triglyceride 
levels in HG when compared with NG (p<0.001). There was a significant increase in the 
RAM-11 and VEGFR-1 expressions in hypercholesterolemic group choroid and sclera 
in relation to NG (p≤0,001). 
Conclusion: This study has revealed that the hypercholesterolemic diet in rabbits in-
duces an increase in the macrophage concentration and immunoreactivity to VEGFR-1 
in the choroid and sclera, resembling human age-related macular degeneration (ARMD). 

Keywords: Vascular endothelial growth factor A; Macular degeneration; Macropha   ges; 
Cholesterol; Choroid; Sclera; Animals; Rabbits
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retina sensorial, o EPR e a coriocapilar entram em hipóxia(9,10). Sabese 
que a hipóxia é o principal estímulo para liberação do fator de cres
cimento endotelial vascular (VEGF)(11), responsável pela formação de 
neovasos subretinianos(2).

Clinicamente, a perda da visão central na DMRI pode ocorrer 
pela atrofia geográfica de coroide, denominada DMRI seca, e/ou 
pe   lo desenvolvimento de membrana neovascular subretiniana, de
nominada DMRI úmida. A DMRI seca reduz progressivamente e len
tamente a acuidade visual (AV). Até o momento, preconizase o uso 
de antioxidantes sintéticos, dieta antioxidante e mudança de hábitos 
de vida para estabilizar ou atenuar o avanço da atrofia geográfica da 
coroide(12). Por outro lado, a DMRI úmida pode provocar metamorfop
sia e queda abrupta da visão. Atualmente, o principal alvo terapêutico 
da DMRI úmida é o VEGF, maior estimulador de neovascularização 
ocular(2,13). Várias drogas têm sido utilizadas para neutralizar este fator 
de crescimento angiogênico com o intuito de promover a regressão 
da neovascularização subretiniana e manter a visão central, porém 
o prognóstico visual permanece ruim(14).

Sendo assim, o conhecimento de fatores que estimulam a pro
dução do VEGF é importante para a prevenção da doença macular 
degenerativa. Desta forma, a criação de modelos experimentais 
que possam induzir a liberação deste fator de crescimento vascular 
aprimora o conhecimento fisiopatogênico desta temível doença e 
propicia pesquisas terapêuticas experimentais que podem ser úteis 
futuramente no combate à DMRI.

O objetivo deste trabalho é investigar a expressão do VEGF na 
coroide e esclera, utilizando um modelo experimental de hiperco
lesterolemia.

MÉTODOS
Para a realização deste estudo, o protocolo foi aprovado pela 

Co   missão de Ética em Experimentação Animal da Pontifícia Univer
sidade Católica do Paraná, seguindo os princípios da Declaração de 
Helsinque (1964).

Ambiente de experimentAção 
Os procedimentos deste estudo foram realizados nas depen

dências do laboratório de Técnica Operatória da PUCPR e do Centro 
de Estudos do Hospital Angelina Caron (HAC). Os animais foram 
mantidos no biotério em macroambiente com ciclos de iluminação 
12/12 horas, com trocas de ar e temperatura controlada de 19 a 23ºC 
e receberam durante o experimento água e ração específica para a 
espécie Nuvital® (Nuvital, Colombo, Brasil) de forma ad libitum. 

AnimAis utilizAdos e delineAmento experimentAl 
Foram utilizados 21 coelhos machos albinos (Oryctolagus cuni-

cullus), da linhagem New Zealand, procedentes do Biotério Central 
da Pontifícia Universidade Católica do Paraná, com idade média apro
ximada de 110 dias e peso médio de 2.770 gramas. Os animais foram 
divididos em dois grupos: grupo 1 (GN), composto por 8 coelhos, e 
grupo 2 (GH) composto por 13 coelhos. O GN, ou grupo de deita nor  
mal, recebeu ração padrão para coelhos de laboratório Nuvital® (Nu
vital, Colombo, Brasil) e foi submetido à eutanásia em quatro sema    nas. 
O GH, ou grupo hipercolesterolêmico, recebeu ração padrão para 
coelhos de laboratório Nuvital® (Nuvital, Colombo, Brasil), acrescida 
de colesterol a 1%, em todo o período do estudo (ração suplementar). 
Este grupo foi submetido à eutanásia ao final de oito semanas. 

Cada coelho foi submetido à dosagem sérica de colesterol total, 
triglicerídeos, HDL colesterol, glicemia de jejum no início do experi
mento e no momento da eutanásia. As coletas das amostras sanguí
neas foram realizadas através de punção da veia marginal auricular 
magna sob anestesia geral com injeção intramuscular de ketamina 
5 mg/kg e xylazina 35 mg/kg. As dosagens plasmáticas de glicemia, 
colesterol total, colesterol HDL e triglicerídeos foram realizados pelo 

método enzimático colorimétrico automatizado (Architec®  Abbott). 
Uma soroteca com 500 microlitros de cada animal foi congelada para 
análises futuras. O peso dos coelhos foi aferido em rotina semanal. 

Os animais foram sacrificados com injeção endovenosa de 5 ml 
de pentobarbital e os olhos imediatamente fixados em paraformal
deído a 4% (Merck, Darmstadt, Germany), em 0,1 M fosfato/pH 7,4 por 
4 horas, para análise imunohistoquímica. 

prepAro dA rAção suplementAr 
A ração hipercolesterolêmica a 1%, utilizada nas oito semanas do 

experimento, apresentava 200 gramas de colesterol (SigmaAldrich 
à 95%®) dissolvido em 800 mililitros de clorofórmio (Biotec®), distri
buídos homogeneamente em 20 quilogramas de ração Nuvital® 
(Nuvital, Colombo, Brasil). Antes de administrar a ração aos coelhos, 
esperouse um período mínimo de 24 horas para adequada evapo
ração do clorofórmio. A quantidade diária ofertada para cada animal 
foi de 600 gramas ao dia(15). 

prepArAção do tecido e Análise imuno-histoquímicA

Os dois olhos de cada animal (total de 42) foram removidos e sub
metidos à fixação, porém somente um foi escolhido para o estudo, 
de forma aleatória. Depois da fixação os espécimes foram avaliados 
macroscopicamente, sendo feito uma secção axial ao nível do nervo 
óptico, dividindo os bulbos oculares em duas metades iguais (supe
rior e inferior). A metade inferior foi estocada para estudos posterio
res. Já a metade superior foi submetida à desidratação, diafanização 
e impregnação em parafina, com histotécnico da marca Leica® (Leica, 
Wetzlar, Germany), modelo TP 1020. Para a confecção dos blocos de 
parafina utilizouse o inclusor Leica®, modelo EG1160. Estes blocos fo
ram cortados com micrótomo, marca Leica® modelo RM2145 (Leica, 
Wetzlar, Germany), a 5 µ para obtenção dos cortes histológicos (total 
de 42). Estes cortes foram pescados em lâmina de vidro com albumi
na, corados com hematoxilinaeosina e montados com lamínula de 
vidro de 24x90 mm Entellan, Merck® (Merck, Darmstadt, Germany). 

Os cortes histológicos foram desparafinizados e rehidratados, 
sen   do feito posteriormente o bloqueio da peroxidase endógena. Pos
teriormente foram lavados em água deionizada sendo incubados em 
câmara úmida a 95ºC por 20 minutos para recuperação antigênica. 
Após esta fase, foi realizado novo bloqueio da peroxidase endóge  na. 
Os cortes foram cobertos pelo anticorpo primário monoclonal pro   
duzido em camundongo VEGF receptor 1 (VEGFR 1), da marca THER
MOscientific® (diluição 1:100) e pelo anticorpo monoclonal pri    mário 
RAM11, da marca Dako® (DakoCytomation, Carpinteria, CA, EUA), na 
diluição 1/400. Posteriormente, foi recoberto com anticorpo secun
dário, polímero marcadoHRP anticamundongo advance® System 
(DakoCytomation, Inc., Carpinteria, CA) e incubados, à temperatura 
ambiente, por 30 minutos. A seguir foram submetidos ao goteja
mento de substrato misto recém preparado DAB (DakoCytomation, 
Inc., CA, USA). Novamente foram incubados por 3 até 5 minutos. Os 
cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer e depois 
montados. 

Controles positivos e negativos foram usados em todas as mar   
cações e as lâminas foram primeiramente analisadas por um 
observador, sem conhecimento prévio do grupo de identificação 
(análise mascarada). Nesta análise, foi anotada a presença ou não de 
positividade para os marcadores VEGFR 1 e RAM 11. As áreas positivas 
adquiriram coloração acastanhada e foram analisadas pelo método 
da morfometria de cores. Para tanto, foram capturadas imagens de 
cinco campos consecutivos, de pars plana a pars plana contralateral, 
em objetiva de 40x, utilizando a câmera Olympus BX50, modelo 
DXC107A e o software Image Pró Plus. Tal software permitiu que as 
áreas positivas fossem selecionadas e coloridas por um observador. 
A área imunorreativa foi automaticamente calculada pelo software 
e expressa em micrômetros². Estes dados foram registrados no pro
grama Microsoft Excel (Redmond, WA) em forma de planilhas para 
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análise estatística. A variável área imunorreativa referese à somatória 
de todas as áreas positivas em cada um dos cinco campos analisados. 

Análise estAtísticA 
Para a comparação dos grupos definidos pelo tratamento em 

relação às variáveis quantitativas, foi considerado o teste t de Student 
para amostras independentes. Para a comparação entre as avaliações 
início e eutanásia dentro de cada grupo, foi usado o teste t de Student 
para amostras pareadas. A condição de normalidade foi avaliada pelo 
teste de ShapiroWilks. Variáveis que não apresentaram a condição de 
simetria foram submetidas a uma transformação logarítmica. Valores 
de p<0,05 indicaram significância estatística. Os dados foram anali
sados com o programa computacional Statistica v.8.0. 

RESULTADOS
compArAção dos grupos em relAção às vAriáveis:  
glicose, colesterol totAl, hdl e triglicerídeos

O grupo dieta normal (GN) manteve as variáveis laboratoriais 
es    táveis e normais do início ao fim do experimento. Por outro lado, 
os animais do GH (grupo dieta hipercolesterolêmica) manifestaram 
expressivo aumento do colesterol total na eutanásia. No momento 
basal, a média do colesterol total dos grupos era de aproximada
mente 41,3 mg/dL e ao final observouse significativa elevação 
para 2146,8 mg/dL (p<0,001), no GH. Outra variável laboratorial que 
demonstrou importante variação no GH foram os triglicerídeos. No 
momento basal, a média dos triglicerídeos dos grupos foi de apro
ximadamente 46,5 mg/dL, enquanto que na eutanásia chegou a 
168,5 mg/dL (p=0,001), no GH. A glicemia e o HDL colesterol não 
manifestaram variações significativas ao final do experimento neste 
grupo. 

compArAção dos grupos em relAção à áreA totAl imunorreAtivA 
Ao rAm-11

Houve aumento significativo da expressão do RAM11 na coroide 
e esclera dos animais do GH (Tabela 1), indicando grande concen
tração de macrófagos nestas estruturas. A figura 1 demonstra o 
significativo aumento da espessura da coroide e esclera do GH (A) 
em relação ao GN (B). É possível verificar também que a imunorrea
tividade coroidal e escleral ao RAM11 do GH foi superior ao GN. As 
áreas imunorreativas adquiriram coloração acastanhada.

compArAção dos grupos em relAção à áreA totAl imunorreAtivA 
Ao vegFr-1

Houve aumento significativo da expressão do “vascular endothe
lial growth factor receptor” (VEGFR1) na coroide e esclera dos ani
mais do GH (Tabela 2). A figura 2 demonstra o significativo aumento 
da espessura da coroide e esclera do GH (A) em relação ao GN (B). É 
possível verificar também que a imunorreatividade coroidal e escleral 
ao VEGFR1 do GH foi superior ao GN. As áreas imunorreativas adqui
riram coloração acastanhada.

DISCUSSÃO
Sabese que a hipóxia provoca crescimento de vasos pela sina

lização de fatores de transcrição, sendo a regulação do VEGF a mais 

notável, aumentando até 30 vezes em minutos(16). O VEGF estimula 
células endoteliais a degradar a matriz extracelular, proliferar, migrar 
e formar condutos, agindo como fator de sobrevivência(17). A ação 
prin   cipal do VEGF se dá nos capilares venosos, conduzindoos ao 
au    mento da permeabilidade(18). Os membros desta família atuam 
através de interações com uma família de três receptores de VEGF 
e dois correceptores conhecidos como neurofilinas. As diferentes 
combinações dos membros da família com seus correceptores de
terminam efeitos específicos. No presente estudo foi utilizado o mar
cador VGFR1 para avaliar o complexo coroidoescleral de coelhos 
hi   percolesterolêmicos. Sabese que o VEGFR1 está primariamente 
envolvido na angiogênese(19), localizandose na superfície de células 
hematopoiéticas, macrófagos, monócitos e no endotélio vascular(17). 

Relatos a respeito do mecanismo molecular responsável pela 
for   mação de neovasos subretinianos demonstram a fundamental 
importância da participação do VEGF na fisiopatogenia da DMRI úmi
da(5,13,14). Sabese que o VEGF é secretado fisiologicamente pela super
fície basal das células do EPR de forma polarizada para a membrana 
de Bruch, sendo fundamental para manutenção da integridade dos 
vasos da coriocapilar(20). Vale lembrar que os vasos da coriocapilar são 
fenestrados e permeáveis o que possibilita a difusão de nutrientes da 
corrente sanguinea para as camadas externas da retina(20). Em condi
ções patológicas, supõese que o VEGF seja secretado pelo ápice das 
células do EPR chegando mais facilmente ao espaço subretiniano. 
Este fato associado a alterações da MB conduzem a formação da 
membrana neovascular subretiniana (MNSR)(21). 

Já foi demonstrado de forma experimental que o aumento do 
colesterol sérico provoca espessamento da MB, redução da fenes
tração, estreitamento do lúmen e atrofia dos vasos da coriocapilar. O 
acúmulo de lipídeos na MB foi considerado responsável pelas modi
ficações anatômicas destas estruturas, hipóxia e pelo consequente 
aumento da expressão do VEGF na coriocapilar(22). Outro estudo 
experimental também atribuiu à deposição de partículas lipídicas na 
MB o aumento da imunorreatividade do VEGF na membrana basal 
das células do EPR, camada plexiforme externa e segmentos internos 
dos fotorrecepetores(23). No presente estudo, observouse significa
tiva imunorreatividade ao VEGFR1 do complexo coroidoescleral 

Tabela 1. Área total imunorreativa ao anticorpo RAM-11, em micrômetros², obtida com a técnica de morfometria de cores

Variável Grupo n Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão Valor de p*

 RAM11 GH 13 15835,6 15565,2 3618,3 30073,7 6924,9

GN 08 02407,6 02514,9 0385,9 03761,9 1094,8 <0,001

GH= grupo dieta rica em colesterol; GN= grupo dieta normal.
*= teste t de Student para amostras independentes, p<0,05.

C= coroide; E= esclera
Figura 1. Imunorreatividade do complexo coroido-escleral ao RAM-11. A) Complexo co  -
roido-escleral de coelho do GH. Predomínio da coloração acastanhada que indica a alta 
imunorreatividade ao RAM-11. Grande quantidade de macrófagos na esclera (E). Coroide 
e esclera espessadas. B) Complexo coroido-escleral de coelho do GN. Predomínio da co-
loração azul que indica a baixa imunorreatividade ao RAM-11. Coroide e esclera delgadas
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do grupo que recebeu a dieta hipercolesterolêmica em relação ao 
GN (p<0,001). Sabese que além das células do EPR, os macrófagos 
infiltrados na MNSR secretam grande quantidade de VEGF(24). Estudos 
experimentais demonstraram que o aumento do colesterol sérico 
provoca aumento da concentração de macrófagos no complexo 
coroidoescleral(25,26). No presente estudo observouse significativo 
aumento da imunorreatividade ao RAM11 do complexo coroidoes
cleral dos animais do GH em relação ao GN (p<0,001). RAM11 é um 
anticorpo monoclonal, marcador de macrófagos tecidual. Este fato 
indica que a elevação do colesterol sérico provocou aumento da 
concentração de macrófagos nestas estruturas oculares, coincidindo 
com outros relatos(25,26). Sendo assim, a significativa imunorreativida
de ao VEGFR1 observada no complexo coroidoescleral do GH pode 
estar relacionada também com a grande quantidade de macrófagos 
presente nestas estruturas. 

Já foi relatada na literatura a elevação do VEGF plasmático em 
pacientes hipercolesterolêmicos, sendo que o tratamento da disli
pidemia provocou a sua redução(27). Este estudo fortalece a idéia de 
que a DMRI e a aterosclerose compartilham mecanismos fisiopatogê
nicos similares, e que a hipercolesterolemia é uma fator modificável 
da DMRI(9,12). Adicionalmente, os estudos experimentais, incluindo o 
presente relato, que visaram simular a DMRI humana, utilizaram o 
aumento do colesterol sérico para provocar deposição lipídica na MB 
e aumento da expressão do VEGF(22,23,28). 

Ao escolher coelhos para esta pesquisa, foram ponderadas as 
vantagens desse animal sobre os demais, que incluem mais disponi
bilidade, baixo custo (em relação a camundongos transgênicos defi
cientes dos receptores para o colesterol LDL ou apoliproteína E) e a 
caracterização genética mais definida(29). Do ponto de vista arterial, a 
dieta hipercolesterolêmica induz rapidamente a disfunção endotelial 
e a resposta semelhante à aterogênese, servindo como bom modelo 
para as doenças cardiovasculares(15). Por isto, a utilização de coelho 
neste estudo ganhou preferência em relação a outros animais. Sa be
se também que níveis séricos normais de colesterol variam de 25 a 
60 mg% em contraste com o ser humano, que apresenta variação de 
100 a 200 mg%. Sendo assim, o sistema metabólico do coelho pode 
ser facilmente sobrecarregado com simples dieta diária hipercoles

terolêmica, tornando os experimentos mais viáveis e reprodutíveis(15). 
Este fato foi constatado no presente relato. O colesterol do GH passou 
de 41,3 mg/dL para aproximadamente 2146,8 mg/dL mg% no mo
mento da eutanásia.

Em relação a pesquisas oftalmológicas, vários estudos experi
mentais foram realizados em coelhos com o objetivo de demonstrar 
que a dieta rica em colesterol provoca anormalidades da esclera, 
co   roide e retina. Tais estudos caracterizaramse pela administração 
de dieta rica em colesterol a 0,5% durante o período mínimo de 
seis meses(25,30). No presente experimento, a dosagem de colesterol 
administrada foi mais alta que em outros relatos (colesterol 1%). Essa 
dosagem de colesterol permitiu obter alterações imunohistoquí mi
cas do complexo coroidoescleral nesse período (oito semanas). Esse 
fato ganha importância em nosso meio científico, pois ficou eviden
ciado que as alterações na parede ocular de coelhos, assim como nas 
artérias(15), podem ser obtidas em curto espaço de tempo, facilitando 
os experimentos e reduzindo os custos das pesquisas. É importante 
ressaltar que o GN foi submetido à eutanásia em quatro semanas. 
Este curto período foi suficiente para demonstrar que os exames 
laboratoriais (colesterol total, triglicerídeos, HDL colesterol e glicemia 
de jejum) mantiveramse estáveis, não interferindo na condição de 
normalidade da análise imunohistoquímica da coroide e esclera 
destes animais. Esta decisão foi baseada em estudo anterior(26).

CONCLUSÃO
É importante frisar que, assim como a aterosclerose, a DMRI 

em humanos difere nos modelos animais. Desta forma, os achados 
histopatológicos, imunohistoquímicos assim como as respostas 
terapêuticas realçadas em experimento animal muitas vezes não 
são transponíveis para humanos, devido às peculiaridades fisiopato
gênicas como, por exemplos, fenômenos trombogênicos, atividade 
inflamatória e proliferativa do vaso, assim como características gené
ticas e fenotípicas.
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