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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste trabalho € investigar a expressdo 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 ragéo padréo para coelhos,
durante 4 semanas; e o grupo hipercolesterolémico (GH), composto por 13 coelhos
(13 olhos), recebeu dieta rica em colesterol a 1% por 8 semanas. Foi realizada a
dosagem séricade colesterol total, triglicerideos, HDL colesterol, glicemia de jejum
no inicio do experimento e no momento da eutandsia. Ao final da 8 semana para
0 GH e 42semana para o GN foi realizada a eutanasia dos animais e os olhos foram
submetidos a anélise imuno-histoquimica com os anticorpos RAM-11 e VEGFR-1.

Resultados: Observou-se significativoaumento do colesterol total e triglicerideos
do GH em relacdo ao GN (p<0,001). Houve significativo aumento da expressdo
da RAM-11 e VEGFR-1 na coroide e esclera dos animais do GH em relacado ao GN
(p<0,001).

Conclusao: Este estudo demonstra que a dieta hipercolesterolémica em coelhos
induz ao aumento da concentragdo de macréfagos e da imunorreatividade ao
VEGFR-1 na coroide e esclera, expressando similaridade com a degeneragao ma-
cular relacionada a idade (DMRI) humana.

Descritores: Fator A de crescimento do endotélio vascular; Degeneracao macular;
Macroéfagos; 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 8" week and NG 4" week, animals
were euthanized and their eyes underwent immunohistochemical analysis with the
RAM-11 and VEGFR-1).

Results: The diet hasinduced asignificantincreasein total cholesterol and triglyceride
levelsin 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-
ducesanincrease inthe macrophage concentration andimmunoreactivity to VEGFR-1
inthechoroidandsclera, resembling human age-related macular degeneration (ARMD).

Keywords: Vascularendothelial growth factor A; Macular degeneration; Macrophages;
Cholesterol; Choroid; Sclera; Animals; Rabbits

INTRODUGAO

Degeneracao macularrelacionada aidade (DMRI) é uma das prin-
cipais causas de perda irreversivel da viséo na terceira idade®. £ uma
doenca complexa e multifatorial associada ao envelhecimento, alte-
racoes genéticas e ambientais®?. Estudos histopatolégicos demons-
tram que o epitélio pigmentério da retina (EPR), membrana de Bruch
(MB) e coriocapilar estdo envolvidos primariamente neste processo
patoldgico®. Sugere-se que o envelhecimento induza a gradativa
deposicdo anbmala de lipideos na MB®, levando ao aumento de sua

espessura®. A MB é um tecido conectivo fino e semipermedvel que
permite a passagem de nutrientes da coriocapilar para o EPR e cama-
das externas da retina sensorial. Esta estrutura também da passagem
aos metabdlitos produzidos pelas células do EPR para a coriocapilar.
Sendo assim, a modificacdo da MB interfere na nutricdo das células
do EPR conduzindo-as a gradativo processo de atrofia®>®. Uma vez
estabelecido o processo atrofico do EPR, héd reducéo da necessidade
de suprimento sanguineo para esta camada, provocando atrofia se-
cundaria da coriocapilar®’®. Desta forma, as camadas externas da
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retina sensorial, 0 EPR e a coriocapilar entram em hipdxia®'?. Sabe-se
que a hipdxia é o principal estimulo para liberacao do fator de cres-
cimento endotelial vascular (VEGF)", responsavel pela formacédo de
neovasos sub-retinianos®.

Clinicamente, a perda da visdo central na DMRI pode ocorrer
pela atrofia geogréafica de coroide, denominada DMRI seca, e/ou
pelo desenvolvimento de membrana neovascular sub-retiniana, de-
nominada DMRI umida. A DMRI seca reduz progressivamente e len-
tamente a acuidade visual (AV). Até 0 momento, preconiza-se 0 uso
de antioxidantes sintéticos, dieta antioxidante e mudanca de hébitos
de vida para estabilizar ou atenuar o avanco da atrofia geogréfica da
coroide'™. Por outro lado, a DMRI Umida pode provocar metamorfop-
sia e queda abrupta da visédo. Atualmente, o principal alvo terapéutico
da DMRI Umida é o VEGF, maior estimulador de neovascularizagdo
ocular'® Varias drogas tém sido utilizadas para neutralizar este fator
de crescimento angiogénico com o intuito de promover a regressao
da neovascularizacdo sub-retiniana e manter a visdo central, porém
o progndstico visual permanece ruim.

Sendo assim, o conhecimento de fatores que estimulam a pro-
dugao do VEGF é importante para a prevencao da doenga macular
degenerativa. Desta forma, a criacdo de modelos experimentais
que possam induzir a liberacao deste fator de crescimento vascular
aprimora o conhecimento fisiopatogénico desta temivel doenca e
propicia pesquisas terapéuticas experimentais que podem ser Uteis
futuramente no combate a DMRI.

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

METODOS

Para a realizacdo deste estudo, o protocolo foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Pontificia Univer-
sidade Catdlica do Parand, seguindo os principios da Declaragéo de
Helsinque (1964).

AMBIENTE DE EXPERIMENTAGAO

Os procedimentos deste estudo foram realizados nas depen-
déncias do laboratério de Técnica Operatéria da PUC-PR e do Centro
de Estudos do Hospital Angelina Caron (HAC). Os animais foram
mantidos no biotério em macroambiente com ciclos de iluminagao
12/12 horas, com trocas de ar e temperatura controlada de 19 a 23°C
e receberam durante o experimento dgua e racdo especifica 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 Pontificia Universidade Catdlica do Parand, 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 racéo padréo para coelhos de laboratério Nuvital® (Nu-
vital, Colombo, Brasil) e foi submetido a eutanasia em quatro semanas.
O GH, ou grupo hipercolesterolémico, recebeu racdo padrdo para
coelhos de laboratorio Nuvital® (Nuvital, Colombo, Brasil), acrescida
de colesterol a 1%, em todo o periodo do estudo (ragédo suplementar).
Este grupo foi submetido a eutandsia ao final de oito semanas.

Cada coelho foi submetido a dosagem sérica de colesterol total,
triglicerideos, HDL colesterol, glicemia de jejum no inicio do experi-
mento e no momento da eutandsia. As coletas das amostras sangui-
neas foram realizadas através de puncdo da veia marginal auricular
magna sob anestesia geral com injecdo intramuscular de ketamina
5 mg/kg e xylazina 35 mg/kg. As dosagens plasmaticas de glicemia,
colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos foram realizados pelo
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método enzimatico colorimétrico automatizado (Architec® - Abbott).
Uma soroteca com 500 microlitros de cada animal foi congelada para
andlises futuras. O peso dos coelhos foi aferido em rotina semanal.

Os animais foram sacrificados com injecdo endovenosa de 5 ml
de pentobarbital e os olhos imediatamente fixados em paraformal-
defido a 4% (Merck, Darmstadt, Germany),em 0,1 M fosfato/pH 7,4 por
4 horas, para analise imuno-histoquimica.

PREPARO DA RAGAO SUPLEMENTAR

Aracéo hipercolesterolémica a 1%, utilizada nas oito semanas do
experimento, apresentava 200 gramas de colesterol (Sigma-Aldrich
a 95%®) dissolvido em 800 mililitros de cloroférmio (Biotec®), distri-
buidos homogeneamente em 20 quilogramas de racdo Nuvital®
(Nuvital, Colombo, Brasil). Antes de administrar a racdo aos coelhos,
esperou-se um periodo minimo de 24 horas para adequada evapo-
racdo do cloroférmio. A quantidade diéria ofertada para cada animal
foi de 600 gramas ao dia".

PREPARAGAO DO TECIDO E ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os dois olhos de cada animal (total de 42) foram removidos e sub-
metidos a fixacdo, porém somente um foi escolhido para o estudo,
de forma aleatdria. Depois da fixagdo os espécimes foram avaliados
macroscopicamente, sendo feito uma secgdo axial ao nivel do nervo
optico, dividindo os bulbos oculares em duas metades iguais (supe-
rior e inferior). A metade inferior foi estocada para estudos posterio-
res. Ja a metade superior foi submetida a desidratacao, diafanizacéo
e impregnagdo em parafina, com histotécnico da marca Leica® (Leica,
Wetzlar, Germany), modelo TP 1020. Para a confec¢do dos blocos de
parafina utilizou-se o inclusor Leica® modelo EG1160. Estes blocos fo-
ram cortados com micrétomo, marca Leica® modelo RM2145 (Leica,
Wetzlar, Germany), a 5 | para obtencdo dos cortes histoldgicos (total
de 42). Estes cortes foram pescados em lamina de vidro com albumi-
na, corados com hematoxilina-eosina e montados com laminula de
vidro de 24x90 mm Entellan, Merck® (Merck, Darmstadt, Germany).

Os cortes histologicos foram desparafinizados e re-hidratados,
sendo feito posteriormente o blogueio da peroxidase enddgena. Pos-
teriormente foram lavados em dgua deionizada sendo incubados em
camara Umida a 95°C por 20 minutos para recuperacao antigénica.
Apos esta fase, foi realizado novo bloqueio da peroxidase enddgena.
Os cortes foram cobertos pelo anticorpo primario monoclonal pro-
duzido em camundongo VEGF receptor 1 (VEGFR 1), da marca THER-
MOscientific® (diluicdo 1:100) e pelo anticorpo monoclonal primario
RAM-11, da marca Dako® (DakoCytomation, Carpinteria, CA, EUA), na
diluicdo 1/400. Posteriormente, foi recoberto com anticorpo secun-
dario, polimero marcado-HRP anti-camundongo advance® System
(DakoCytomation, Inc., Carpinteria, CA) e incubados, a 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 contra-corados com hematoxilina de Mayer e depois
montados.

Controles positivos e negativos foram usados em todas as mar-
cacbes e as laminas foram primeiramente analisadas por um
observador, sem conhecimento prévio do grupo de identificacdo
(anélise mascarada). Nesta analise, foi anotada a presenca ou néo de
positividade para os marcadores VEGFR 1 e RAM 11. As &reas positivas
adquiriram coloracdo 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 camera Olympus BX50, modelo
DXC-107A e o software Image Pré Plus. Tal software permitiu que as
dreas positivas fossem selecionadas e coloridas por um observador.
A drea imunorreativa foi automaticamente calculada pelo software
e expressa em micrometros®. Estes dados foram registrados no pro-
grama Microsoft Excel (Redmond, WA) em forma de planilhas para



andlise estatistica. A varidvel drea imunorreativa refere-se a somatoria
de todas as dreas positivas em cada um dos cinco campos analisados.

ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacao dos grupos definidos pelo tratamento em
relacdo as varidveis quantitativas, foi considerado o teste t de Student
para amostras independentes. Para a comparacao entre as avaliacdes
infcio e eutandsia dentro de cada grupo, foi usado o teste t de Student
para amostras pareadas. A condicédo de normalidade foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilks. Varidveis que ndo apresentaram a condicao de
simetria foram submetidas a uma transformacao logaritmica. Valores
de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram anali-
sados com o programa computacional Statistica v.8.0.

RESULTADOS

COMPARAGAO DOS GRUPOS EM RELAGAO AS VARIAVEIS:
GLICOSE, COLESTEROL TOTAL, HDL E TRIGLICERIDEOS

O grupo dieta normal (GN) manteve as varidveis laboratoriais
estaveis e normais do inicio ao fim do experimento. Por outro lado,
os animais do GH (grupo dieta hipercolesterolémica) manifestaram
expressivo aumento do colesterol total na eutandsia. No momento
basal, a média do colesterol total dos grupos era de aproximada-
mente 41,3 mg/dL e ao final observou-se significativa elevacao
para 2146,8 mg/dL (p<0,001), no GH. Outra varidvel laboratorial que
demonstrou importante variacdo no GH foram os triglicerideos. No
momento basal, a média dos triglicerideos dos grupos foi de apro-
ximadamente 46,5 mg/dL, enquanto que na eutandsia chegou a
168,5 mg/dL (p=0,001), no GH. A glicemia e o HDL colesterol ndo
manifestaram variacdes significativas ao final do experimento neste
grupo.

COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELACAO A AREA TOTAL IMUNORREATIVA
Ao RAM-11

Houve aumento significativo da expressao do RAM-11 na coroide
e esclera dos animais do GH (Tabela 1), indicando grande concen-
tracdo de macréfagos nestas estruturas. A figura 1 demonstra o
significativo aumento da espessura da coroide e esclera do GH (A)
em relacéo ao GN (B). E possivel verificar também que a imunorrea-
tividade coroidal e escleral ao RAM-11 do GH foi superior ao GN. As
areas imunorreativas adquiriram colora¢do acastanhada.

COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELAGAO A AREA TOTAL IMUNORREATIVA
Ao VEGFR-1

Houve aumento significativo da expressdo do “vascular endothe-
lial growth factor receptor” (VEGFR-1) 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 relacdo ao GN (B). E
possivel verificar também que a imunorreatividade coroidal e escleral
ao VEGFR-1 do GH foi superior ao GN. As dreas imunorreativas adqui-
riram coloracdo acastanhada.

DISCUSSAO

Sabe-se que a hipodxia provoca crescimento de vasos pela sina-
lizacdo de fatores de transcricao, sendo a regulagdo do VEGF a mais
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notavel, aumentando até 30 vezes em minutos''®. O VEGF estimula
células endoteliais a degradar a matriz extracelular, proliferar, migrar
e formar condutos, agindo como fator de sobrevivéncia”. A acéo
principal do VEGF se d& nos capilares venosos, conduzindo-os ao
aumento da permeabilidade!®. Os membros desta familia atuam
através de interacdes com uma familia de trés receptores de VEGF
e dois correceptores conhecidos como neurofilinas. As diferentes
combinac¢des dos membros da familia com seus correceptores de-
terminam efeitos especificos. No presente estudo foi utilizado o mar-
cador VGFR-1 para avaliar o complexo coroido-escleral de coelhos
hipercolesterolémicos. Sabe-se que o VEGFR-1 estd primariamente
envolvido na angiogénese'?, localizando-se na superficie de células
hematopoiéticas, macréfagos, mondcitos e no endotélio vascular!”.

Relatos a respeito do mecanismo molecular responsavel pela
formacdo de neovasos sub-retinianos demonstram a fundamental
importancia da participacdo do VEGF na fisiopatogenia da DMRI Umi-
da®t3 Sabe-se que 0 VEGF é secretado fisiologicamente pela super-
ficie basal das células do EPR de forma polarizada para a membrana
de Bruch, sendo fundamental para manutencao da integridade dos
vasos da coriocapilar??. Vale lembrar que os vasos da coriocapilar séo
fenestrados e permedéveis o que possibilita a difusao de nutrientes da
corrente sanguinea para as camadas externas da retina®?. Em condi-
¢oes patologicas, supde-se que o VEGF seja secretado pelo dpice das
células do EPR chegando mais facilmente ao espago sub-retiniano.
Este fato associado a alteracdes da MB conduzem a formacao da
membrana neovascular sub-retiniana (MNSR)®@".

J& foi demonstrado de forma experimental que o aumento do
colesterol sérico provoca espessamento da MB, reducao da fenes-
tracdo, estreitamento do IUmen e atrofia dos vasos da coriocapilar. O
acumulo de lipideos na MB foi considerado responsavel pelas modi-
ficagdes anatdmicas destas estruturas, hipdxia e pelo consequente
aumento da expressdo do VEGF na coriocapilar®”. Outro estudo
experimental também atribuiu a deposicao de particulas lipidicas na
MB o aumento da imunorreatividade do VEGF na membrana basal
das células do EPR, camada plexiforme externa e segmentos internos
dos fotorrecepetores. No presente estudo, observou-se significa-
tiva imunorreatividade ao VEGFR-1 do complexo coroido-escleral

C= coroide; E= esclera
Figura 1.Imunorreatividade do complexo coroido-escleralao RAM-11. A) Complexo co-
roido-escleral de coelho do GH. Predominio da coloracdo acastanhada que indica a alta
imunorreatividade ao RAM-11.Grande quantidade de macréfagos na esclera (E). Coroide
e esclera espessadas. B) Complexo coroido-escleral de coelho do GN. Predominio da co-
loracdoazul queindicaabaixaimunorreatividade ao RAM-11.Coroide e escleradelgadas

Tabela 1. Area total imunorreativa ao anticorpo RAM-11, em micrometros?, obtida com a técnica de morfometria de cores

Variavel Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio padréao Valor de p*
RAM-11 GH 13 15835,6 15565,2 36183 30073,7 6924,9
GN 8 2407,6 25149 3859 37619 1094,8 <0,001

GH= grupo dieta rica em colesterol; GN= grupo dieta normal.
*=teste t de Student para amostras independentes, p<0,05.
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Tabela 2. Area total imunorreativa ao anticorpo VEFGR-1, em micrometros?, obtida com a técnica de morfometria de cores

Variavel Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrao Valor de p
VEGFR-1 GH 13 61559406 58728731 35881479 94418194 17402678
GN 8 28770288 24866275 18942711 52270525 13368328 0,002

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 2.Imunorreatividade do complexo coroido-escleralaoVGFR-1. A) Fotomicrografia
de segmento coroido-escleral de animal do grupo hipercolesterolémico (GH). As areas
de imunopositividade para o anti-VEGFR-1 coram-se em castanho e estdo localizadas
no citoplasma de histiécitos espumosos agrupados na esclera. B) Fotomicrografia de
segmento coroido-escleral deanimal do grupo dietanormal (GN). Observam-se minimas
areas de imunopositividade para o anti-VEGFR-1. Predominio da coloragéo azulada.

do grupo que recebeu a dieta hipercolesterolémica em relacdo ao
GN (p<0,001). Sabe-se que além das células do EPR, os macréfagos
infiltrados na MNSR secretam grande quantidade de VEGF?*, Estudos
experimentais demonstraram que o aumento do colesterol sérico
provoca aumento da concentracdo de macréfagos no complexo
coroido-escleral®?9. No presente estudo observou-se significativo
aumento da imunorreatividade ao RAM-11 do complexo coroido-es-
cleral dos animais do GH em relagao ao GN (p<0,001). RAM-11 é um
anticorpo monoclonal, marcador de macréfagos tecidual. Este fato
indica que a elevacdo do colesterol sérico provocou aumento da
concentracdo de macréfagos nestas estruturas oculares, coincidindo
com outros relatos®>?%. Sendo assim, a significativa imunorreativida-
de ao VEGFR-1 observada no complexo coroido-escleral do GH pode
estar relacionada também com a grande quantidade de macréfagos
presente nestas estruturas.

J& foi relatada na literatura a elevacdo do VEGF plasmético em
pacientes hipercolesterolémicos, sendo que o tratamento da disli-
pidemia provocou a sua reducao®. Este estudo fortalece a idéia de
que a DMRI e a aterosclerose compartilham mecanismos fisiopatogé-
nicos similares, e que a hipercolesterolemia é uma fator modificavel
da DMRI®'2, Adicionalmente, os estudos experimentais, incluindo o
presente relato, que visaram simular a DMRI humana, utilizaram o
aumento do colesterol sérico para provocar deposicao lipidica na MB
e aumento da expressdo do VEGF©#223:28),

Ao escolher coelhos para esta pesquisa, foram ponderadas as
vantagens desse animal sobre os demais, que incluem mais disponi-
bilidade, baixo custo (em relacdo a camundongos transgénicos defi-
cientes dos receptores para o colesterol LDL ou apoliproteina E) e a
caracterizagdo genética mais definida®. Do ponto de vista arterial, a
dieta hipercolesterolémica induz rapidamente a disfuncéo endotelial
e aresposta semelhante a aterogénese, servindo como bom modelo
para as doencas cardiovasculares'. Por isto, a utilizacdo de coelho
neste estudo ganhou preferéncia em relacdo a outros animais. Sabe-
se também que niveis séricos normais de colesterol variam de 25 a
60 mg% em contraste com o ser humano, que apresenta variacao de
100 a 200 mg%. Sendo assim, o sistema metabdlico do coelho pode
ser facilmente sobrecarregado com simples dieta diéria hipercoles-

4 Arq Bras Oftalmol. 2013;76(1):1-5

terolémica, tornando os experimentos mais viaveis e reprodutiveis!®.
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 eutandsia.

Em relacdo a pesquisas oftalmoldgicas, vérios estudos experi-
mentais foram realizados em coelhos com o objetivo de demonstrar
que a dieta rica em colesterol provoca anormalidades da esclera,
coroide e retina. Tais estudos caracterizaram-se pela administracdo
de dieta rica em colesterol a 0,5% durante o periodo minimo de
seis meses'” No presente experimento, a dosagem de colesterol
administrada foi mais alta que em outros relatos (colesterol 1%). Essa
dosagem de colesterol permitiu obter alteracdes imuno-histoquimi-
cas do complexo coroido-escleral nesse periodo (oito semanas). Esse
fato ganha importancia em nosso meio cientifico, pois ficou eviden-
ciado que as alteracbes na parede ocular de coelhos, assim como nas
artérias"’, podem ser obtidas em curto espago de tempo, facilitando
0s experimentos e reduzindo os custos das pesquisas. E importante
ressaltar que o GN foi submetido a eutandsia em quatro semanas.
Este curto periodo foi suficiente para demonstrar que os exames
laboratoriais (colesterol total, triglicerideos, HDL colesterol e glicemia
de jejum) mantiveram-se estaveis, nao interferindo na condicao de
normalidade da anélise imuno-histoquimica da coroide e esclera
destes animais. Esta deciséo foi baseada em estudo anterior®.

CONCLUSAO

E importante frisar que, assim como a aterosclerose, a DMRI
em humanos difere nos modelos animais. Desta forma, os achados
histopatolégicos, imuno-histoquimicos assim como as respostas
terapéuticas realcadas em experimento animal muitas vezes néo
s&o transponiveis para humanos, devido as peculiaridades fisiopato-
génicas como, por exemplos, fenédmenos trombogénicos, atividade
inflamatoria e proliferativa do vaso, assim como caracteristicas gené-
ticas e fenotipicas.
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