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RESUMO

SANT’ANA, A. M. S. Resposta proliferativa e inflamatoria em diferentes modelos
de lesdo e regeneracdo de glandula lacrimal. 2018. 83f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) - Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2018.

Este estudo avaliou as respostas da glandula lacrimal (GL) a cinco tipos de leséo
tecidual, a extensdo das lesdes/inflamacdo na GL, superficie ocular e ganglio
trigémeo (GT), e a expressao de potenciais moduladores de proliferacédo celular na
GL. A GL direita de ratos Wistar machos com oito semanas de idade foi submetida
aos seguintes tipos de lesdo: G1) ablacéo total da GL, G2) denervacao, G3) ablacéo
parcial de uma GL, G4) ablacao parcial e transplante consanguineo de uma GL, G5)
desafio inflamatério pela injecdo caudal de homogeneizado homoélogo de GL e
glandula salivar (n=7-10/grupo). As respostas foram comparadas ao grupo controle.
Apods 1 e 2 meses, 0s animais foram avaliados através da lampada de fenda e teste
do fenol vermelho. A sensibilidade da cérnea foi avaliada pela frequéncia do toque
pata-olho em trés minutos, apds estimulo com uma gota de Capsaicina a 10uM. Foi
avaliada a histologia da GL. A expressao de citocinas inflamatorias (IL-1B, IL-6,
MMP-9, TNF-a) na GL, cérnea e GT e de mediadores de proliferacdo (BMP-7, FGF-
10, SMAD-1, RUNX-1 e RUNX-3) na GL foi avaliada por PCR em tempo real. Houve
aumento da sensibilidade da cOrnea e aparecimento de neovasculariza¢cdo somente
no G1, no 2° més (p=0,0438 e 0,0025, respectivamente). Nao houve diferenca na
producao lacrimal ou na histologia da GL. Na cérnea, houve aumento na expressao
do RNAm de IL-1B de G1 e G2 (p=0,0310 e 0,0177, respectivamente), de IL-6 e
MMP-9 no G2 (p=0,0214 e 0,0210, respectivamente), e de TNF-a no G4 e G5 no 2°
més (p=0,0257 e 0,0028, respectivamente). No GT do G4 e G5, houve aumento do
RNAmM de IL-1B (p=0,0255 e 0,0296, respectivamente). Na GL, em G2 houve
aumento de RNAm de MMP-9 nos 1° e 2° meses (p=0,0047 e 0,0087,
respectivamente), no G3 houve aumento de IL-6 e de TNF-a (p=0,0379 e 0,0205,
respectivamente), em G4 e G5 houve aumento de RNAmM de MMP-9 apds 2 meses
(p=0,0061 e 0,0061, respectivamente). Na GL, Houve aumento na expressdo do
RNAmM de RUNX-3 no G2 (p=0,0012); no G3 houve aumento de FGF-10, RUNX-1 e
3 e de SMAD-1 (p= 0,0012; 0,0003; 0,0003, respectivamente) e diminuicdo para o



mesmo grupo e marcadores incluindo BMP-7 (p=0,0003; 0,0002; 0,0009; 0,002;
0,0098, respectivamente); no G4 de RUNX-1 aos 2 meses (p=0,0138) e RUNX-3
(p=0,0118); no G5, observou-se houve aumento da expressdo do RNAmM de RUNX-3
ao final de 2 meses (p=0,0149). Em nenhum dos modelos observou-se alteracao da
secrecdo lacrimal ou presenca de ceratite. A ablacdo total induziu significativa
alteracdo na cornea. Os mediadores inflamatérios e de proliferacdo indicam
alteracdes similares nos grupos onde houve ablacdo parcial ou tentativa de
transplante entre consanguineos tecidual, com alteracdes nao limitadas a GL
manipulada, mas também na cérnea e no GT, reforgcando a relevancia da unidade
funcional lacrimal. Os mediadores inflamatérios mais presentes foram o MMP-9 e IL-
1B e de proliferacédo celular foram RUNX-1 e RUNX-3. Esse estudo abre caminho
para compreender mecanismos e mediadores da regeneracao celular da GL frente
ao trauma e inflamagéo e das limitacdes do uso desses modelos em estudos de

tratamento.

Palavras-chave: Glandula lacrimal. Cérnea. Ganglio trigeminal. Citocinas
inflamatorias. Mediadores de proliferacao celular. Doenca do olho seco



ABSTRACT

SANT’ANA, A. M. S. Proliferative and inflammatory response in different models
of lesion and lacrimal gland regeneration. 2018. 83f. Dissertation (Master degree)

- Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2018.

This study evaluated lacrimal gland (LG) responses to five tissue injury types, and
potential modulators and extension of lesions/inflammation to tissues of the ocular
surface and trigeminal ganglion (TG), and the expression of potential cellular
proliferation modulators in LG. The LG from different groups of eight week old male
Wistar rats was subjected to the following experimental procedures: G1) total ablation
of LG, G2) denervation, G3) partial ablation of a LG, G4) partial ablation and
consanguineous transplantation of a LG and G5) inflammatory challenge by the
caudal injection of homologous homogenate of LG and salivary gland (n=5-
10/group). Responses were compared to the control group. After 1 and 2 months, the
animals were anesthetized and evaluated through the slit lamp and red phenol test.
Stimulation with a drop of 10uM Capsaicin evaluated the sensitivity of the cornea in
these groups by the frequency of the foot-eye touch during three minutes. The
histology of LG was evaluated. Real-time PCR (RT-PCR) compared the expression
of inflammatory mediators (IL-18, IL-6, MMP-9, TNF-a) in the LG, cornea and TG and
proliferation mediators (BMP-7, FGF-10, SMAD-1, RUNX-1 and RUNX-3) in LG.
There was an increase in the sensitivity of the cornea and in the appearance of
neovascularization only in G1, in the second month (p=0.0438 and 0.0025,
respectively). There was no difference in the red phenol test or LG histology. There
was an increase in the expression of IL-18 mMRNA in the G1 and G2 corneas
(p=0.0310 and 0.0177, respectively) and IL-6 and MMP-9 in G2 (p=0.0214 and
0.0210, respectively), and of TNF-a in G4 and G5 cornea in the second month
(p=0.0257 and 0.0028, respectively). In G4 and G5 TG, there was an increase of IL-
18 mRNA in G4 and G5 (p=0.0255 and 0.0296, respectively). In G2 LG there was an
increase in MMP-9 mRNA that remained at months 1 and 2 (p=0.0047 and 0.0087,
respectively), in G3 there was an increase in IL-6 and TNF-a (p=0.0379 and 0.0205,
respectively) G4 and G5 increased MMP-9 mRNA at the end of 2 months (p=0.0061
and 0.0061, respectively). There was an increase in the expression of RUNX-3
MRNA in G2 (p=0.0012), in G3 there was increase in FGF-10, RUNX-1 and 3 and



SMAD-1 (p=0.0012; 0.0003; 0.0003, respectively) and decrease for the same group
and markers including BMP-7 (p=0.0003; 0.0002; 0.0009; 0.002; 0.0098,
respectively). In G4 LG at 2 months of RUNX-1 (p=0.0138) and RUNX-3 (p=0.0118)
and finally in G5, there was an increase in expression of RUNX-3 mRNA in LG at the
end of 2 months (p=0.0149). None of the models altered lacrimal secretion or had
keratitis. Total ablation induced significant change in the cornea. The inflammatory
and proliferation mediators indicate similar alterations in the groups where there was
partial ablation or tissue grafting, with alterations of mediators that were not limited to
manipulated LG, but also to the cornea and TG, reinforcing the relevance of FLU.
The inflammatory mediators more present were MMP-9 and IL-13 and cell
proliferation were RUNX-1 and RUNX-3. This study opens the way to understand the
mechanisms and mediators of LG cellular regeneration against trauma and

inflammation and the limitations of using these models in treatment studies

Keywords: Lacrimal gland. Cornea. Trigeminal ganglion. Inflammatory citocins.

Cellular regeneration mediators. Dry eye disease
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1. INTRODUCAO

A unidade funcional lacrimal (UFL) € composta pelas glandulas lacrimais (GL),
superficie ocular (SO) (coérnea, conjuntiva e glandula de Meibomius) e nervos
motores e sensoriais associados. A UFL controla a secregcdo, manutencdo da
estabilidade do filme lacrimal (muco, &gua e lipideo), transparéncia da cérnea e a
gualidade de sua imagem projetada para retina. O filme lacrimal é composto por trés
camadas, sendo elas: a camada interna, composta por muco que reveste a cornea e
a conjuntiva; a camada intermediaria, composta principalmente por agua, mas que
também contém proteinas e muco soluvel; e finalmente, a camada externa composta
por lipideos, que flutua na camada aquosa. Cada camada do filme lacrimal é
secretada por um conjunto diferente de GL principais e acessoérias: a camada
mucosa (interna) é secretada pelas células da cornea e conjuntiva, incluindo as
células caliciformes, que produzem mucina para compor essa camada; a camada
aguosa (intermediaria e muitas vezes inseparavel da camada mucosa) € secretada
pelas GL principais e acessorias, e contém eletrolitos, agua e proteinas, incluindo
imunoglobulinas, entre centenas de outros componentes; e por fim a camada lipidica
(externa) é secretada pelas glandulas meibomianas (GM) embutidas nas palpebras
superior e inferior, e se compde de iniUmeras moléculas lipidicas com variadas
caracteristicas de hidrofobia (Stern, Gao et al. 2004, Butovich, Millar et al. 2008,
Pflugfelder 2011). Qualquer perturbacdo causada na estabilidade ou funcionamento
das glandulas lacrimais conduz a uma desestabilizagdo do filme lacrimal e
consequentemente na superficie ocular o que, ao longo do tempo, pode levar a
doenca do olho seco (DOS) (Nguyen, Vadlamudi et al. 2006, Zoukhri 2010). Por
serem muitas as formas de lesé@o possiveis a esse sistema, estima-se que o impacto
dos danos e capacidade de regeneragdo sejam igualmente varidveis na forma de

apresentacao, manifestacoes e possibilidades de recuperacao espontanea.

1.1 Conceitos relacionados a glandula lacrimal e ao olho seco

A GL é uma glandula tabulo-acinar composta por acinos, ductos, nervos e
células mioepiteliais e plasmaticas (Zoukhri 2010). Cerca de 80% da GL é composta
por acinos, que secretam eletrolitos, agua e proteinas para formacgédo do fluido

primario. As principais fungbes da GL sdo a sintese e a secrecao de substéancias
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para o filme lacrimal que protegem, nutrem e lubrificam a SO, sob demanda ou de
forma constitutiva (Mircheff 1989). A insuficiéncia ou inadequagé&o do filme lacrimal
levam a sintomas de olho seco e a GL pode demonstrar alteracdes que explicam
essa funcéo alterada (Bron, de Paiva et al. 2017).

A disfung&o da GL ocorre em casos de idade avancada, doengas autoimunes,
radioterapia, baixa quantidade de andrégenos, entre outros (Craig, Nichols et al.
2017, Stapleton, Alves et al. 2017). As disfungbes lacrimais causam
hiperosmolaridade do filme lacrimal resultando em um circulo vicioso, o qual
ocasiona inflamacédo na superficie ocular que pode resultar em dano ao epitélio da
cornea, levando a ulceracéo e eventual declinio da acuidade visual (Bron, de Paiva
et al. 2017, Stapleton, Alves et al. 2017, Sullivan, Rocha et al. 2017).

Atualmente a terapia para DOS é paliativa na maioria dos casos em que 0
paciente faz uso de lubrificantes ou umidificadores oculares ao longo da sua vida, e
as terapias antiinflamatérias possuem resposta em um limitado conjunto de casos
(Alves, Fonseca et al. 2013, Jones, Downie et al. 2017).

O aumento na producdo de citocinas pro-inflamatérias € muito comum em
doencas inflamatérias da GL, incluindo casos de pacientes com Sindrome de
Sjogren (SS), doenca do enxerto versus hospedeiro (GVHD), ou sarcoidose, e em
idosos (Solomon, Dursun et al. 2001, VanDerMeid, Su et al. 2012). Estudos em
animais modelos mostraram que citocinas pro-inflamatérias estdo aumentadas nas
GL e devem atuar inibindo a liberacdo de neurotransmissores, o que leva a secrecéo
insuficiente da GL (Rocha, Wickham et al. 1998, Zoukhri, Hodges et al. 2002).

A presenca de citocinas pro-inflamatorias (IL-1a e B, IL-6, IL-8, TGF-f1 e
TNF-a) foi observada no epitélio da conjuntiva, em condigdes normais, como parte
da defesa inata e de forma aumentada em inflamacg@es crénicas da superficie ocular
(Luo, Li et al. 2004, Benito, Calder et al. 2013). Essas citocinas promovem a atracao
de leucécitos e, os infiltrados de leucocitos e também as células epiteliais da SO,
produzem mais citocinas e metaloproteinases de matriz extracelular (MMPSs)
perpetuando a inflamacado ou encaminhando o tecido ou regido para a resolucéao
dessa inflamacdo e regeneracéo tecidual, através de mediadores pro-mitéticos e
anti-apoptéticos, como Fibroblast Growth Factor (FGF) e Bone Marrow Protein-7
(BMP-7) que agem modulados por inervacdo parassimpatica e hormdnios
(Makarenkova, Ito et al. 2000, Agrawal and Tsai 2003, Dean, Ito et al. 2004, Conboy,
Conboy et al. 2005, Knox, Lombaert et al. 2010, Lee, Kim et al. 2010)
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Estimulos ambientais e doencas podem alterar a composicao do filme lacrimal
e induzir inflamacgéo na SO, uma vez que modificages térmicas, tateis, quimicas e a
hiperosmolaridade da lagrima ocasionam a ativacdo de proteinas quinases nas
membranas das células da SO, através de modificacdes de canais ibnicos sensiveis,
gue por sua vez ativam neurdnios que, interligados a reguladores e efetores, dentro
dessa ULF, sé@o capazes de estimular a producao de citocinas pré-inflamatoérias (IL-1
e TNF-a) e MMPs. Esse processo pode resultar em uma cascata inflamatéria na SO,
com desequilibrio funcional das glandulas secretoras de lagrimas e uma reacéo
positiva ou uma doenca da SO, dependendo das varidveis em questdo (Stern, Gao
et al. 2004, Reinach and Pokorny 2008, Bron, de Paiva et al. 2017).

Doencas relacionadas a destruicdo traumatica, lesdo de nervo da GL, e
manipulacbes programadas de transplantes entre consanguineos sao conhecidas,
mas os detalhes de seus mecanismos sao pouco conhecidos (Kumar, Macleod et al.
1990, MacLeod and Robbins 1992, Bhandare, Moiseenko et al. 2012). Da mesma
forma, o estudo com modelos animais tem sido feito, mas a sua aplicabilidade para
testes terapéuticos pode ter efeitos diversos (Scherz and Dohlman 1975, Maitchouk,
Beuerman et al. 2000, Nguyen, Vadlamudi et al. 2006, Nemet, Belkin et al. 2007,
Mathes, Paige Carmichael et al. 2011).

1.2 Mecanismos inflamatérios e proliferativos relacionados a SO e GL

Véarios mecanismos inflamatérios, incluindo a infiltracdo linfocitaria da GL,
podem levar a disfuncdo secretora da glandula, o que pode resultar em
desorganizacdo da arquitetura da mesma, perda ou disfuncdo dos acinos
secretorios, fibrose e dialtacdo ductal com formacdo de ilhas remanescentes,
separadas por infiltrados inflamatérios que progressivamente dao lugar a areas de
fiborose (Damato, Allan et al. 1984, Pflugfelder 2011). Em estudos anteriores
observou-se o efeito da deficiéncia hormonal e dos mecanismos autoimunes sobre a
estrutura e funcionamento da GL (Sullivan 1997, Toda, Wickham et al. 1998, Alves,
Calegari et al. 2005, Dias, Modulo et al. 2007). Em casos de lesdo extensa e
disfuncéo persistente da GL, propostas no sentido da reconstrucédo da GL tem sido
usadas clinica e experimentalmente e isso pode se tornar uma alternativa
terapéutica no restabelecimento do tecido e do conforto e fungéo visual (Liu, Hsu et
al. 2004, Hirayama, Ogawa et al. 2013, Tiwari, Ali et al. 2014).
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Para melhor compreender a resposta tecidual a ablacéo da GL, a denervacao
e ao implante e tolerancia de um transplante da GL entre consanguineos, 0S
marcadores de proliferacdo epitelial PCNA e de inflamacéo e morte celular como
invasao linfocitaria e expressédo de Caspase3 ativada foram medidos nos tecidos em
um estudo anterior. As respostas foram variaveis para apoptose, mas nenhuma
elevacdo na expresséo proteica de mediador de proliferacdo PCNA foi observado
(Machado Filho 2013).

Mediadores inflamatérios e promotores de morfogénese da GL podem
determinar a evolugéo para reconstituicéo tecidual ou fibrose tecidual. Assim, como
marcadores de inflamacao da GL e SO conhecidos sé&o: IL-183, IL-6, TNF-a e MMP-
9 (Pelegrino, Pflugfelder et al. 2012, de Paiva and Rocha 2015). Da mesma forma,
marcadores de embriogénese e regeneracdo da GL foram descritos, entre eles
BMP-6, FGF-10, RUNX-1 e 3, HRI e elF 2 quinase (Nguyen, Beuerman et al. 2006,
Zoukhri 2010, Voronov, Gromova et al. 2013). Porém esses mediadores nunca foram
investigados nos modelos de leséo direta e grave da GL.

No processo de trauma regional do olho ou GL, seja pela ablagéo e tentativa
de reconstituicdo da GL, a repercussao na SO pode ser notada, com a inflamacao
das glandulas de Meibomius, epiteliopatia da cérnea e até hiperestesia ou
hipoestesia e inflamacéo do ganglio trigémeo (GT), dependendo do modelo de lesao
(Ferrari, Bignami et al. 2014, Stevenson, Chen et al. 2014, Aicher, Hermes et al.
2015, Meng, Barton et al. 2015).

Em diferentes lesdes os mecanismos detalhados da mediacdo e resposta
tardia, nesses processos traumaticos ndo sdo bem conhecidos. A hipétese desse
estudo é que diferentes formas de agressdo a GL, passam por repostas
inflamatorias que se estendem a superficie ocular e ao GT, perpetuam a inflamacéo
e as tentativas de promover a regeneracao espontanea nao tem efeito porque o0s
mediadores estabelecidos sao inibidos pelo processo inflamatorio.

Esse estudo permitira identificar a associagdo entre marcadores moleculares
de inflamacgéo e proliferacdo com achados clinicos do filme lacrimal e da SO em
cinco modelos de lesédo de GL. Os resultados possibilitaréo a identificacdo de um
possivel marcador para diagnostico, dos mecanismos que levam as manifestacoes e
de correlacdo desses parametros nos modelos de lesdo. Além da utilizacdo dessas

informacdes em estudos futuros sobre estratégias terapéuticas nesta area.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este projeto investigou 0s impactos clinicos e moleculares da leséo
programada da GL exorbitaria do rato sobre essa GL e também sobre a SO e
ganglio trigémeo (GT) ipsilateral.

O objetivo geral do presente estudo foi investigar a morfologia das GL
exorbitarias, SO e GT além da sensibilidade e funcionamento da secrecao lacrimal
de ratos, apdés um e dois meses, em resposta & ablacdo parcial e total da GL,
transplante livre de GL entre consanguineos, denervacdo da GL e inducdo de auto-

imunidade com injecéo de tecido entre consanguineos.

2.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:
1. Observar a sensibilidade da cérnea, a secrecao lacrimal e a resposta tecidual a
remocdo da GL extraorbitaria, sua denervacdo ou inducdo auto-imune;
2. Avaliar a tolerancia ao transplante entre consanguineos livre de tecido substituto
da GL;
3. Avaliar a expressao de mediadores inflamatérios na GL, SO e no GT;

4. Avaliar a expressao dos mediadores de proliferacdo na regeneracao da GL.
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3. Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo € do tipo experimental / intervencional

3.1 Modelo Animal

Para este estudo foram utilizados 60 ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos,
com peso entre 200 e 300 gramas, fornecidos pelo Biotério Central do Campus da
USP de Ribeirdo Preto. Os animais foram acondicionados em caixas adequadas,
com racéo e agua ad libitum. Todos os protocolos de estudo seguiram 0s principios
de cuidados com animais de laboratério (NIH publicacdo n°® 85-23) e as diretrizes da
Associationof Research in Vision and Ophthalmology - ARVO e foram aprovados
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (Processo n° 109/2008)

3.2 Inducédo dos modelos

No grupo experimental ablag&o total (G1), o lado direito foi submetido a uma
cirurgia para a retirada da glandula lacrimal extraorbitaria. Foi feita uma incisédo
vertical de 1,5 cm entre a orelha e o olho.

No grupo experimental denervacdo da GL (G2), o lado direito foi submetido a
uma cirurgia para o reconhecimento do feixe vasculo-nervoso da glandula lacrimal e
ablacéo do nervo da glandula lacrimal extraorbitaria.

No grupo experimental inducdo autoimune (G3), foi preparado um
homogenado de glandula lacrimal (6,25mg) e glandula salivar (6,25mg) extraidos de
ratos ndo aparentados, o qual foi macerado usando politron e diluido em 2,5ml de
PBS 1x. Em seguida foi feita nova diluicdo de 1,6ml do homogenado em 1,6ml de
Adjuvante de Freund (Freund’sAdjuvant, Complete F5881). Por fim, 200ul da solucao
final na concentracdo de 0,5mg foram injetados na base da cauda dos ratos do
grupo experimental (n=10 ratos) sob anestesia por isoflurano inalatorio.

No grupo experimental ablacdo parcial (G4), o lado direito foi submetido a
uma cirurgia para a retirada de metade da glandula lacrimal extraorbitaria. Foi feita
uma inciséo vertical de 1,5cm entre a orelha e o olho, e apo6s dissec¢édo da capsula

da GL a ablacao parcial foi realizada com tesoura.
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No grupo experimental ablacdo parcial com transplante da GL entre
consanguineos (G5), o lado direito foi submetido a uma cirurgia para a retirada de
metade da glandula lacrimal extraorbitaria. Foi feita uma incisdo vertical de 1,5cm
entre a orelha e o olho, a ablacdo parcial foi feita com tesoura, apds disseccédo da
capsula da GL. Metade da GL retirada de rato irméo (transplante entre
consanguineos) foi implantada no mesmo sitio intracapsular.

No grupo controle, ratos da mesma idade e sexo, sem intervencao foram
mantidos em acompanhamento paralelo para comparacdo dos achados e coleta de
dados (n=10 ratos).

Os animais, nos grupos G1, G2, G4 e G5, foram submetidos ao procedimento
cirdrgico sob anestesia intra-muscular com xilazina (15mg/kg) e quetamina
(150mg/kg) e apds o término do procedimento foi feito o controle homeostatico, a
ferida cirdrgica foi fechada com cola de cianoacrilato e coberta com pomada
antibiética e anti-infamatéria. Os grupos foram aleatoriamente distribuidos entre
animais observados pelos periodos de 1 més (n=5) e 2 meses (n=5) para cada
grupo.

As observacdes clinicas: teste de sensibilidade da cérnea com estimulo por
Capsaicina ocular topica 10uM, medida da lagrima através do teste do fenol
vermelho, e avaliacdo da presenca de ceratite e neovascularizacdo através da
lampada de fenda, foram feitas nos periodos de 1 e 2 meses apds a intervencao,
antes da eutanasia. Assim como as analises de PCR em tempo real para as

citocinas inflamatérias e mediadores de proliferagdo celular.

3.3 Sensibilidade ocular

A avaliacdo da sensibilidade ocular foi realizada pelo método do toque pata-
olho, no qual, apés o estimulo com Capsaicina 10uM (CAP) no olho direito, os
animais sdo observados e filmados por 3 minutos, para posterior contagem do
namero de movimentos. O experimento foi precedido de adaptagcdo do animal ao

ambiente com cupula acrilica transparente por uma hora.
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3.4 Avaliacéo do volume lacrimal

O teste do fenol vermelho (RPT ou Red Phenol Test) (ShowaYakuhinKakoCo;
Ltd, Tokyo, Japan&Menicon USA Inc., Clovis, CA, USA) usa barbantes impregnados
com vermelho de fenol, um indicador de pH, que muda de amarelo para vermelho
guando absorve a lagrima, a qual é ligeiramente alcalina (Hida, Nishiwaki-Dantas et
al. 2005). Este teste foi utilizado para quantificar em milimetros (mm) a producédo de
lagrima dos animais sob anestesia intra-muscular com xilazina (15mg/kg) e
guetamina (150mg/kg), com uso dos barbantes posicionados por 30seg na borda
palpebral inferior. Os barbantes tiveram sua borda dobrada a 3mm da extremidade

superior para facilitar sua fixacao na palpebra (Barabino 2005).

3.5 Avaliacédo da coérnea

Sob anestesia intra-muscular com xilazina (15mg/kg) e quetamina (150mg/kg),
foi instilada uma gota de colirio de fluoresceina sodica (1%) toépica (Allergan
Produtos Farmacéuticos, Ltda - Brasil). Em seguida o animal foi posicionado ao
microscopio de lampada de fenda (Carl Zeiss, Ltda - Alemanha) e fotografado para a
analise qualitativa da superficie cérneo-conjuntival, ceratite e neovascularizacdo em

ausente, leve e moderado (2007).

3.6 Histologia

A GL foi coletada, fixada em formalina tamponada a 10%, a 4°C por 24 horas,
desitradata em série crescente de etanol, diafinizada em xilol e embebidas em
banhos de parafina a 65°C para inclusdo em blocos. Foram realizados cortes de 6
micrometro (um) de espessura no micrétomo Leica Jung RM2065 (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha). Os cortes foram desparafinizados em xilol,
rehidratados em série decrescente de etanol, e lavados em agua destilada. A seguir,
foram corados com solucdo de Hematoxilina por 2min, lavados em agua corrente,
imersos em Eosina por 2min, e novamente lavados em agua corrente.
Posteriormente, as laminas foram desidratadas em série crescente de etanol,
diafanizadas em xilol e montadas em lamina de vidro com meio de montagem
TissueMount (TissueTek® Glas™ Mounting Media, Sakura, Finetek USA).
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As laminas foram analisadas e o registro fotogréfico realizado em um
microscépio 6ptico (DM4000 B LED, Leica Microsystems, Alemanha) equipado com

camera e conectado a um computador por meio do software Leica LAS V4.2.

3.7 PCR em tempo real

Para ensaio quantitativo de PCR em tempo real (RT-PCR), da GL, GT e
corneas do lado ipsilateral a lesdo foram coletados apds a eutanasia e preservados
em RNAlater. Os tecidos foram submetidos a extracdo do RNA pela técnica do trisol
(Rocha, Wickham et al. 1998). O RT-PCR foi realizado para quantificar a expressao
relativa do RNAmM das citocinas inflamatorios IL-6, IL-1B, TNF-a e MMP-9 (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) nos tecidos de GL, GT e cérnea de animais
controle e dos grupos tratados, e também dos mediadores de proliferagdo BMP-7,
SMAD-1 e FGF-10, RUNX-1 e 3 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), somente
na GL.

Como controle enddgeno foi usado a B-actina (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) para normalizacdo interna. O RNA total foi extraido utilizando o Kit
PureLinkTM RNA Mini kit (Ambionby Life Technologies, USA). Foi utilizado o Kit
DNA-Free DNase Treatment & Removal (Ambionby Life technologies, USA) para
retirar contaminacdo de DNA gendmico. As amostras contendo RNA total (1000ng
da GL, 500ng da cérnea e 350ng do GT) foram utilizadas para sintese de cDNA com
High Capacity — cDNA Reverse Transcripton Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA) em Thermal Cycler Veriti (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). Para a
reacdo de amplificacdo foram utilizados: cDNA, sondas de hidrdlise (TagMan),
iniciadores e TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA). A reacéo de amplificacdo ocorreu de acordo com a seguinte ciclagem: 1 ciclo
a 95°C por 20seg, 40 ciclos a 95°C por 1seg e 60°C por 20seg. Foi realizado o teste

de eficiéncia para todas as sondas de hidrdlise.

3.8 Analise estatistica

Os dados coletados foram comparados estatisticamente em diferentes

tempos (1 e 2 meses) e seus respectivos controles (GraphPad 5.0 software; Prism,
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San Diego, CA). Foram considerados estatisticamente significantes os valores de
P<0,05.

Valores densitométricos da sequéncia de RNAmM séo apresentados como a
razdo de B-actina para PCR em tempo real. As relacdes obtidas na unidade
arbitraria foram entdo submetidas a analise estatistica com o teste ANOVA para

varidveis continuas e teste de Fisher para varidveis categoricas.



41

4. Resultados
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4. RESULTADOS

4.1 Ensaio de sensibilidade da cdérnea, secrecdo lacrimal, ceratite e

neovascularizacao.

4.1.1 Animais submetidos a ablagao total da GL (G1).

Os animais que foram submetidos a ablacdo total apresentaram maior
sensibilidade da coérnea ap6s 2 meses quando comparados a 1 més (Figura 1A). O
volume de secrecéo lacrimal e a presenca de ceratite foram semelhantes quando
comparados ao controle (Figuras 1B e C). Houve maior neovascularizacdo ao longo
dos 2 meses (p=0,0025) (Figura 1D).

Figura 1. Variagdo da sensibilidade da cérnea (A), Secrecdo lacrimal (B), Ceratite (C) e
Neovascularizacao (D) dos animais submetidos a ablacgao total.
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4.1.2 Animais submetidos a denervacdo da GL (G2)

Os animais que foram submetidos a denervacdo da GL exorbitaria foram
semelhantes para os testes de sensibilidade da cérnea, o volume de secrecao
lacrimal, a presenca de ceratite e de neovascularizacdo quando comparados ao
controle (Figuras 2A, B, C e D).

Figura 2. Variacdo da sensibilidade da coérnea (A), Secrecdo lacrimal (B), Ceratite (C) e
Neovascularizacédo (D) dos animais submetidos a denervacéao.
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4.1.3 Animais submetidos a indugcéo autoimune (G3)

Os animais que foram submetidos a inducdo autoimune foram semelhantes
aos controles, para os testes de sensibilidade da cérnea, o volume de secrecao

lacrimal, a presenca de ceratite e de neovascularizagéo (Figuras 3A, B, C e D).

Figura 3. Variagdo da sensibilidade da cérnea (A), Secrecdo lacrimal (B), Ceratite (C) e
Neovascularizacédo (D) dos animais submetidos a indugdo autoimune.

=
S 0
© 357 A o 251 B
— O
o @ 30- 1S
2830 £ E 20
° £ 5 30
© S © -
® N € 7 154 ] A
o ¢ 204 T o -
2 . s S
g o A o £ 107 A
€S 10 ° ST oo
—_ 3 - 1
= % Lo 5 —E an" _E
o £ b
ST 54 % 85 ° n aat
o 4 n < °
5 0 * e *k 8 0 T T
< 2 o A 2 o %
K . N & &
3 S & @‘bﬁ@ N o &
& & v < & i
& &
C D
& 10- 8 10-
[%] (]
£ £
o~ 81 ] S~ 8 ]
On
o e 5 3 Controle N 2 . 3 Controle
Z o O G3imes Z CJ G31més
%S 4 @l G3 2 meses § 5 4- Bl G3 2 meses
O € S
> .=
o 27
S z2 2
=} >
: M :
= o . . = o . —
o Ausente/Leve Moderada o Ausente Leve/Moderada



45

4.1.4 Animais submetidos a ablacao parcial da GL (G4)

Os animais submetidos a ablacdo parcial da GL exorbitaria foram
semelhantes para os testes de sensibilidade da cérnea, o volume de secrecao
lacrimal, a presenca de ceratite e de neovascularizagdo, quando comparados ao

controle (Figuras 4A, B, C e D).

Figura 4. Variagdo da sensibilidade da cérnea (A), Secrecdo lacrimal (B), Ceratite (C) e
Neovascularizacao (D) dos animais submetidos a ablagéo parcial.
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4.1.5 Animais submetidos ao transplante entre consanguineos de metade
da GL (Gb5)

Os animais que foram submetidos ao transplante entre consanguineos foram
semelhantes aos controles para os testes de sensibilidade da cérnea, o volume de
secrecao lacrimal, a presenca de ceratite e de neovascularizagéo (Figuras 5A, B, C e
D).

Figura 5. Variacdo da sensibilidade da coérnea (A), Secrecdo lacrimal (B), Ceratite (C) e
Neovascularizacdo (D) dos animais submetidos ao transplante entre consanguineos da
metade da glandula lacrimal.
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4.2 Histologia da glandula lacrimal.

Nos animais controle observou-se a estrutura acinar ductal preservada, vasos
e intersticios sem alteracfes, e leve perda da polaridade dos nucleos das células
acinares (Fig. 6A).

As GL exorbitais dos ratos subetidos a ablacao total ndo passaram por essa
analise, uma vez que foram removidas completamente no inicio do experimento e
dessa forma nédo havia tecido para analise ao final de 01 e 02 meses.

De maneira geral ndo houve grande diferenca entre os aspectos histolégicos
dos grupos submetidos a intervencdo e o0s controles, porém alguns achados
merecem destaque.

Nos animais submetidos a denervacdo, foram observadas éareas de
neovascularizacdo, focos de infiltrados, nucleos atipicos e dilatacdo ductal ap6s 1 e
2 meses (Figura 6B).

Nos animais submetidos a ablacdo parcial, apés 1 més, observou-se
presenca de vacuolos no citoplasma das células acinares, aumento da celularidade
intersticial sugestiva de infiltrado leucocitario leve, e variacdo na estrutura do nucleo
das células acinares sugestiva de atividade mitdtica e/ou apoptose. Apds 2 meses
houve menor frequéncia de células acinares vacuoladas, menor celularidade e
espacamento intersticial, caracteristicas sugestivas de reorganizacdo dos tecidos
ductal e acinar (Figura 6C).

Nos animais submetidos ao transplante entre consanguineos, apés 1 e 2
meses observou-se manutencdo da arquitetura glandular, presenca recorrente de
citoplasma vacuolados e algumas atipias nucleares (Figura 6D).

A estrutura glandular estava preservada nos animais submetidos a inducao
autoimune apés 1 e 2 meses, assim como nos animais controle. Em algumas
amostras observou-se aumento discreto da celularidade intersticial, e presenca
moderada de ndcleos atipicos nas células acinares, sugestivos de infiltrado
leucocitario e apoptose e/ou mitose, respectivamente. Também houve a presenca de

células acinares com citoplasma vacuolado e ductos dilatados (Figura 6E).
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Figura 6. Fotomicrografias da glandula lacrimal (A) controle (B) denervacdo (C) autoimune (D)
ablacao parcial (E) transplante entre consanguineos da metade da glandula lacrimal.
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4.3 Expresséo relativa do RNAmde citocinas inflamatérias na GL
4.3.1 Inflamacéo da GL de animais submetidos a denervacao da GL (G2)

Na analise do ensaio de PCR em tempo real para RNAm do grupo Denervado
(G2), ndo houve alteracdo da expressao relativa para as citocinas inflamatorias, IL-
1B, IL-6, e TNF-a quando comparados ao controle (Figuras 7A, B e D). Ja a citocina
inflamatoria MMP-9 teve aumento da expressdo relativa para 1 e 2 meses

comparados ao controle (Figura 7C).

Figura 7. Expresséo relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, das citocinas
inflamatérias, IL-1B (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) na glandula lacrimal dos animais

denervados.
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4.3.2 Proliferacédo da GL de animais submetidos a denervacéo da GL (G2)

Na analise do ensaio de PCR em tempo real para RNAm de G2, ndo houve
alteracdo da expressao relativa para os mediadores de proliferacdo, FGF-10, BMP-7,
e RUNX-1 e SMAD-1 quando comparados ao controle (Figuras 8A, B, C e E). Ja
para o mediador de proliferacdo RUNX-3 houve aumento da expresséo relativa para

1 més comparado ao controle (p=0,012) (Figura 8D).
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mediadores de proliferacao, FGF-10 (A), BMP-7 (B),RUNX-1 (C), RUNX-3 (D) e SMAD-1-1

Figura 8. Expressao relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, dos
(E) na glandula lacrimal dos animais denervados.
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4.3.3 Inflamac¢éo da GL de animais submetidos a inducéo autoimune (G3)

Na analise do ensaio de PCR em tempo real para RNAm de G3, ndo houve
alteracdo da expressado relativa para as citocinas inflamatorias, IL-18 € MMP-9,
guando comparadas ao controle (Figuras 9A e C). J4 para IL-6 houve diminui¢cdo da
expressado relativa do RNAmM em 2 meses comparado a 1 més (p=0,0379) e para

TNF-a, houve aumento em 1 més comparado ao controle (p=0,0205) (Figura 9B e D).

Figura 9. Expresséo relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, das citocinas
inflamatérias, IL-18 (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) na glandula lacrimal do grupo
autoimune.
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4.3.4 Proliferacéo da GL de animais submetidos ainducdo autoimune (G3)

Na andlise do ensaio de PCR em tempo real para RNAm de G3, houve
aumento na expressao relativa dos mediadores de proliferacdo FGF-10, RUNX-1,
RUNX-3 e SMAD-1 em 1 més quando comparado ao controle (p=0,0012, p=0,0003,
p=0,0003 e p=0,0002, respectivamente) e diminuicdo em 2 meses quando
comparado a 1 més (p=0,0003, p=0,0009, p=0,0003 e p=0,0002, respectivamente)
(Figuras 10A, C, D e E). Ja para o mediador de proliferacdo BMP-7 houve aumento
da expresséo relativa em 2 meses quando comparado a 1 més (p=0,0098) (Figura
10B).
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Figura 10. Expressédo relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, dos
mediadores de proliferacdo, FGF-10 (A), BMP-7 (B), RUNX-1 (C), RUNX-3 (D) e SMAD-1-
1 (E) na glandula lacrimal do grupo autoimune.
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4.3.5 Inflamagdo da GL de animais submetidos a ablacdo parcial da GL
(G4)

Na analise do ensaio de PCR em tempo real para RNAm de (G4), ndo houve
alteracdo da expressao relativa do RNAm das citocinas inflamatorias, IL-1(3, IL-6 e
TNF-a, quando comparados ao controle e aos tempos de estudo (Figuras 11A, B e
D). Ja para a citocina inflamatoria MMP-9, houve aumento da expressao relativa em
1 e 2 meses comparados ao controle (p=0,0242 e p=0,0061 respectivamente)
(Figura 11C).

Figura 11. Expresséo relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, das citocinas
inflamatérias, IL-1B (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) na glandula lacrimal dos animais
submetidos a ablac&o parcial.
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4.3.6 Proliferacdo da GL de animais submetidos a ablacdo parcial da GL
(G4)

Na analise do ensaio de PCR em tempo real para RNAmM de G4, ndo houve
alteracdo da expressao relativa para os mediadores de proliferacdo, FGF-10 e BMP-
7, quando comparados ao controle e aos tempos de estudo (Figuras 12A, B e E). J&
para os mediadores de proliferacdo RUNX-1 e RUNX-3, houve aumento da
expressao relativa para 2 meses em relacdo ao controle e a 1 més (p=0,0138 e
p=0,0286 respectivamente) e para 1 més comparado ao controle (p=0,0118)
(Figuras 12C e D).
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mediadores de proliferacdo, FGF-10 (A), BMP-7 (B), RUNX-1 (C), RUNX-3 (D) e SMAD-1-

Figura 12. Expressao relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, dos
1 (E) na glandula lacrimal dos animais submetidos a ablagao parcial.
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4.3.7 Inflamacédo da GL de animais submetidos ao transplante entre
consanguineos da metade da GL (G5)

Na analise do ensaio de PCR em tempo real para RNAmM de G5, ndo houve
alteracdo da expressao relativa para as citocinas inflamatérias, IL-1B, IL-6 e TNF-q,
guando comparados ao controle e aos tempos de estudo (Figuras 13A, B e D). Ja
para a MMP-9, houve aumento da expressao relativa em 1 e 2 meses em relacédo ao

controle (p=0,0051 e p=0,0061 respectivamente) (Figura 13C).

Figura 13. Expresséo relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, das citocinas
inflamatérias, IL-1B (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) na glandula lacrimal dos animais
submetidos ao transplante entre consanguineos.
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4.3.8 Proliferagcdao da GL de animais submetidos ao transplante entre

consanguineos da metade da GL (G5)

Na analise do ensaio de PCR em tempo real para RNAmM de G5, ndo houve
alteracdo da expressao relativa para os mediadores de proliferagdo FGF-10, BMP-7,
RUNX-1 e SMAD-1-1, quando comparados ao controle (Figuras 14A, B, C e E). Ja
para o mediador de proliferacdo RUNX-3, houve aumento da expressao relativa em

2 meses em comparacao ao controle (p=0,0149) (Figura 4D).
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mediadores de proliferacdo, FGF10 (A), BMP-7 (B), RUNX-1 (C), RUNX-3 (D) e SMAD-1
(E) na glandula lacrimal dos animais submetidos ao transplante entre consanguineos.

Figura 14. Expressdo relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, dos
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4.4 Expresséo relativa do RNAm de citocinas inflamatérias na cérnea

4.4.1 Inflamacéo da cérnea em animais submetidos a ablacéo total da GL
(G1)

Na andlise do ensaio de PCR em tempo real para RNAmM de G2, houve
aumento da expressdo relativa para a citocina inflamatoria, IL-1B, quando
comparada ao controle (p=0,0310) (Figura 15A). Ja para IL-6, MMP-9 e TNF-a néo
houve alteracdo da expressdo relativa quando comparados ao controle e aos

tempos de estudo (Figuras 15B, C e D).

Figura 15. Expresséo relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, das citocinas
inflamatérias, IL-1B (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) na cérnea dos animais
submetidos a ablacéo total.
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4.4.2 Inflamacéo da cérnea em animais submetidos a denervagdo da GL
(G2)

Na andlise do ensaio de PCR em tempo real para RNAm de G2, houve
aumento da expressao relativa para as citocinas inflamatorias, IL-1(3, IL-6 e, MMP-9
em dois meses quando comparados a um més (p=0,0177, p=0,0214 e p=0,0210
respectivamente) (Figuras 16A, B e C). Ja para TNF-a,ndo houve alteragdo da
expressao relativa quando comparados ao controle e aos tempos de estudo (Figura
16D).

Figura 16. Expressao relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, das citocinas
inflamatérias, IL-1B (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) na cérnea dos animais
denervados.
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4.4.3 Inflamagdo da cornea em animais submetidos a indu¢cédo autoimune
(G3)

Na analise do ensaio de PCR em tempo real para RNAmM de G3, ndo houve
alteracéo da expressdo relativa para nenhuma das citocinas inflamatorias, IL-13, IL-6,
MMP-9 e TNF-a quando comparadas ao controle e aos tempos de estudo (Figuras
17A, B, C e D).

Figura 17. Expressao relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, das citocinas
inflamatérias, IL-1B (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) na cornea do grupo autoimune.
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4.4.4 Inflamacao da cérnea em animais submetidos a ablacéo parcial da
GL (G4)

Na analise do ensaio de PCR em tempo real para RNAmM de G4, ndo houve
alteracdo da expressao relativa para as citocinas inflamatérias, IL-183, IL-6 e MMP-9
em relacdo ao controle e aos tempos de estudo (Figuras 18A, B e C). J& para TNF-a
houve aumento da expressdo relativa em dois meses quando comparado ao
controle (p=0,0257) (Figura 18D).

Figura 18. Expressao relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, das citocinas
inflamatérias, IL-1B (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) na cérnea dos animais

submetidos a ablacao parcial.
B
64
4-
O T T
@) ) o
@Q’ zez

S & > N
s w > W
o o

G4 - Coérnea

I
J

>

=

)
J

w
1
(o]
1

IL6/B-actina
(unidades arbitrarias)

IL1B/B-actina

[
1

(unidades arbitrarias)
N
1
Expresséo relativa de RNAm

Expresséo relativa de RNAm

o

p=0,0257

3 Iy

w
]

g
=]

N
1

MMP9/B-actina
(unidades arbitrérias)
TNFa/p-actina
(unidades arbitrarias)
N

=
1

.
|

Expresséo relativa de RNAm

Expresséo relativa de RNAm

o
o




65

4.45 Inflamacédo da cérnea em animais submetidos ao transplante entre

consanguineos da metade da GL (G5)

Na analise do ensaio de PCR em tempo real para RNAmM de G5, ndo houve
alteracdo da expressao relativa para as citocinas inflamatérias, IL-183, IL-6 e MMP-9
em comparagado ao controle e aos tempos de estudo (Figuras 19A, B e C). J4 para
TNF-a houve aumento da expressao relativa para dois meses em relagcdo a um més
(p=0,0028) (Figura 19D).

Figura 19. Expressao relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, das citocinas
inflamatérias, IL-1B (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) na cérnea dos animais
submetidos ao transplante entre consanguineos.
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4.5 Expresséo relativa do RNAm de citocinas inflamatérias no géanglio

trigémeo

4.5.1 Inflamacao do GT em animais submetidos a ablacéo total da GL (G1)

Na analise do ensaio de PCR em tempo real para RNAm de G1, ndo houve
alteracdo da expressao relativa para as citocinas inflamatérias, IL-1B, IL-6, MMP-9 e
TNF-a quando comparadas ao controle e aos tempos de estudo (Figuras 20A, B, C e
D).

Figura 20. Expressao relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, das citocinas
inflamatérias, IL-13 (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) no ganglio trigémeo dos animais
submetidos & ablacao total.
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4.5.2 Inflamac&o do GT em animais submetidos a denervacgao da GL (G2)

Na andlise do ensaio de PCR em tempo real para RNAm do grupo
denervacdo (G2), ndo houve alteracdo da expressdo relativa para as citocinas
inflamatorias, IL-1B, IL-6, MMP-9 e TNF-a quando comparadas ao controle e aos

tempos de estudo (Figura 21A, B, C e D).

Figura 21. Expresséo relativa do RNAm (unidades arbitrarias) por PCR em tempo real das citocinas
inflamatdrias, IL-1B (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) no ganglio trigémeo dos animais
denervados.
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4.5.3 Inflamac&do do GT em animais submetidos a indugcdo autoimune (G3)

Na andlise do ensaio de PCR em tempo real para RNAmM do grupo
autoimunes (G3), ndo houve alteracdo da expressao relativa para as citocinas
inflamatoérias, IL-1p3, IL-6, MMP-9 e TNF-a comparados ao controle e aos tempos de
estudo (Figuras 22A, B, C e D).

Figura 22. Expresséo relativa do RNAm (unidades arbitrarias) por PCR em tempo real das citocinas
inflamatdrias, IL-18 (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) no géanglio trigémeo do grupo
autoimune.

G3 - Ganglio trigémeo

A B

Le

N
J

N
J

w
1

w
1

IL6/B-actina

(unidades arbitrérias)
N

[y
1

o
o

Expresséo relativa de RNAm
IL1B/B-actina (unidades arbitrarias)
i i
Expressao relativa de RNAm

N
&)
]

N
o
1

MMPY/B-actina
(unidades arbitrérias)
TNF alfa/B-actina

o
ul
1

Expresséo relativa de RNAm
Expresséo relativa de RNAm

(unidades arbitrérias)
2R
g

o
=]



69

4.5.4 Inflamacdo do GT em animais submetidos a ablacdo parcial da GL
(G4)

Na analise do ensaio de PCR em tempo real para RNAm de G4, houve
aumentos da expressao relativa para a citocina inflamatoria IL-1B (p=0,0255). Nas
demais citocinas inflamatérias, IL-6, MMP-9 e TNF-a ndo houve alteracdo da
expressao relativa comparadas ao controle e aos tempos de estudo (Figuras 23A, B,
CeD).

Figura 23. Expresséo relativa do RNAm (unidades arbitrarias) por PCR em tempo real das citocinas
inflamatérias, IL-1B (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) no géanglio trigémeo dos animais
submetidos ablacédo parcial.
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455 Inflamagdo do GT em animais submetidos ao transplante entre

consanguineos da metade da GL (G5)

Na andlise do ensaio de PCR em tempo real para RNAm de G5, houve
aumentos da expressao relativa para a citocina inflamatéria IL-1B (p=0,0296). Nas
demais citocinas inflamatérias, IL-6, MMP-9 e TNF-a n&o houve alteracdo da
expressao relativa comparadas ao controle e aos tempos de estudo (Figuras 24A, B,
CeD).

Figura 24. Expressao relativa do RNAm (unidades arbitrarias), por PCR em tempo real, das citocinas
inflamatérias, IL-13 (A), IL-6 (B), MMP-9 (C) e TNF-a (D) no ganglio trigémeo dos animais
submetidos ao transplante entre consanguineos.
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5. Discussao
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5. DISCUSSAO

O estudo aplicou lesdes na GL de modelos animais para investigar as
repercussodes fisiopatologicas e moleculares na UFL. Dessa forma, a ablacao total
(G1), denervacao (G2), inducdo autoimune (G3), ablagdo parcial (G4) e ablacao
seguida de transplante entre consanglineos da metade da GL (G5) foram induzidas
em modelos de ratos. Com isso, observamos a magnitude das lesGes nos diferentes
modelos, a redundancia funcional nesses roedores e a propagacdo dos achados
para 6rgaos e tecidos relacionados, como GL, cérnea e GT.

O estudo mostrou que as lesbes estruturais na GL de ratos que sofrem
ablacao total ou mesmo parcial sdo incapazes de regeneracao tecidual até 2 meses
ap0s a lesdo, apesar da expressdo de fatores de proliferacdo tecidual no G4
(ablagéo parcial), principalmente RUNX-1 e 3. A maior expressao de diversos fatores
de proliferacdo no G3 (autoimune), que simula condi¢des clinicas como a Sindrome
de Sjogren, a sindrome de Stevens-Johnson e a doenca do enxerto versus
hospedeiro (Zhu, Stevenson et al. 2003, Trousdale, Zhu et al. 2005), entre eles o
FGF-10, o BMP-7, 0 SMAD-1 e 0os RUNX-1 e 3, pode indicar uma tentativa humoral
de regeneracdo, como apontada em estudos anteriores, bem como a atividade
proliferativa de células inflamatérias, no primeiro més, ndo detectada na histologia
(Zoukhri 2006, Zoukhri 2010, Machado Filho 2013). O transplante entre
consanguineos da GL nado funcionou como uma opc¢ao terapéutica, uma vez que
este procedimento ndo foi bem tolerado com base na observacdo de atrofia do
tecido transplantado e atividade inflamatéria observada por aumento do RNAm de
citocinas também na cornea e GT. Esse achado indica que é necessario explorar
mais 0s mecanismos que inibem a mitose das células remanescentes associado a
estratégias de imunossupressdao ou imunotolerancia, frente ao entusiasmo
propagado por técnicas de enxerto e transplante de glandulas (Geerling and Sieg
2008, Borrelli, Schroder et al. 2010, Jacobsen, Hakim et al. 2013).

A variabilidade entre espécies nessa capacidade de regeneracao fica clara ao
comparar a estudo com coelhos, onde a excisdo parcial da GL foi seguida de
aumento progressivo do peso da mesma, mais evidente apos receberem injecao do
horménio tiroxina, sugerindo que a GL € capaz de se regenerar em coelhos (Nover
1954). Por outro lado, uma ablacéo total da GL induziu leses locais irreversiveis

com diminuicdo da producédo de lagrima em ratos e macacos, sem ceratite em
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ambos os modelos (Maitchouk, Beuerman et al. 2000, Nemet, Belkin et al. 2007). A
ablacdo parcial é usada como modelo para avaliar estratégias terapéuticas para o
olho seco, incluindo transplante de GL de doador neonato, que nesse caso teria
maior capacidade proliferativa (Nemet, Belkin et al. 2007, Kurose and Meng 2013).

A andlise dos dados demonstra que nenhum dos modelos alterou a secrecdo
lacrimal ou induziu ceratite nos ratos seja com um ou dois meses apos a lesdo. A
reserva tecidual propiciada pelas GL intra e infra-orbitarias podem ter sido
suficientes para a manutencao funcional (Schechter, Warren et al. 2010). Por outro
lado, o modelo de ablacdo total (G1) produziu neovascularizagdo e
hipersensibilidade. Essas observacbes podem ser Uteis para adequacdo de
parametros de estudos experimentais, onde a ablacdo da GL tem sido usada como
modelo para inducdo de olho seco, visando comparacdes terapéuticas (Kurose and
Meng 2013). Essa observacdo no G1, em conjunto com achados de IL-1
aumentado no GT e na coOrnea confirmam observagfes anteriores da influéncia
dessas lesdes no SNC e repercussdes na SO (Ferrari, Bignami et al. 2014, Katagiri,
Thompson et al. 2015).

Os mediadores inflamatérios e de proliferacdo celular indicam alteracdes
distintas entre os érgaos, modelos e periodos de um ou dois meses. A observacéo
do RNAm na cérnea mostrou o IL-18, IL-6 e MMP-9 aumentado no G2 e TNF-a no
G4 e G5. No GT, os modelos de ablacdo parcial e transplante da GL entre
consanguineos (G4 e G5) tiveram aumento apenas de IL-18 e no autoimune (G3)
houve aumento de MMP-9. Isso pode ser devido ao espac¢o de tempo medido, que
teria permitido acomodacdo de outros fatores nesses e nos outros grupos ou
persisténcia de inflamacgcédo na UFL por essas duas intervencdes. Foi observado que
mesmo lesdes como queimadura alcalina da cérnea ativam inflamacdo do GT e
cirurgias da superficie ocular podem inflamar a retina e desencadear inflamacao no
olho contralateral (Ferrari, Bignami et al. 2014, Launay, Reboussin et al. 2016,
Dohiman, Cade et al. 2018). A GL teve aumento, principalmente de MMP-9 tanto na
denervacdo, como na ablacdo parcial e transplante da GL entre consanguineos de
GL, que se prolongou pelos dois meses de observacéo (G2, G4 e G5), como no IL-6
e TNF-a no grupo auto-imune, revelando similaridades e diferencas humorais nos
diferentes modelos. Essas alteracdes confirmam que os o6rgdos interligados pela

inervacao sensorial e autondmica da SO e autonémica da GL, conhecidos como UFL,
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respondem de maneira distinta e prolongada a agressdo da GL, podendo levar a
inflamacé&o e dor persistente (Humphreys-Beher, Brayer et al. 1999, Stern, Gao et al.
2004, Rosenthal and Borsook 2012).

Diversos modelos de dano e regeneracédo tém sido estudados com diferentes
parametros, dificultando assim a comparacgao entre eles. No estudo atual os achados
moleculares e histolégicos foram similares nos grupos onde houve ablagéo parcial e
a tentativa de transplante entre consanguineos tecidual de doador homdlogo,
indicando que a resposta tecidual ndo foi suficiente para confirmar regeneracdo em
nenhuma das situacdes. Esses dados devem servir de alerta para tentativas
terapéuticas usando transplante entre consanguineos de GL em olho seco grave no
gue se refere ao seu sucesso e persisténcia, podendo indicar que o aumento de
secrecdo seja relacionado a exsudacao tecidual no sitio manipulado(Sant' Anna,
Hazarbassanov et al. 2012, Hirayama, Ogawa et al. 2013).

O presente estudo nao investigou o sexo feminino onde sabidamente existem
mais doencas da GL (Sullivan, Rocha et al. 2017). Da mesma forma, tentativas mais
sofisticadas de intervencéo terapéutica envolvendo terapia celular ou microcirurgia
para o0s transplantes entre consanguineos ndo foram usados aqui. Essas
possibilidades dentro da modalidade de bioengenharia podem melhorar a
regeneracao tecidual (Hirayama, Ogawa et al. 2013, de Araujo and Gomes 2015).

Em conclusédo, os dados revelam que ocorre dano funcional ou estrutural
perceptivel clinicamente, em lesdes mais graves e extensas, como a ablacao total da
GL (G1) e estimulo autoimune (G3). Paradoxalmente, as lesbes parciais da GL,
ainda que nado tenham induzido lesé@o perceptivel da cérnea ou do GT, levaram ao
aumento de RNAm de mediadores inflamatorios e de proliferacdo tecidual nos
tecidos da UFL, em um processo que pode ser interpretado como de reacdo e
tentativa de reparo da GL. Mais estudos sdo necessarios para identificar os fatores
limitantes para reparacdo tecidual e prevenir a propagacdo do dano para outros
tecidos da UFL.
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6. Conclusao
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou as alteragcdes funcionais, histolégicas e no
RNAmM de proteinas relacionadas a inflamacao e proliferacdo tecidual em cinco
situacOes relacionadas a lesdo da GL em ratos. De maneira geral, a morfologia e a
funcdo secretora de lagrima basal foram preservadas. Alteracdes em mediadores
inflamatorios e de proliferacéo celular foram detectadas nas vérias partes da UFL e
de maneira varidvel dependendo da forma de leséo da GL.

Conclusbes especificas:

1. A ceratite e as alteracbes histoloégicas ndo foram proeminentes em
nenhum dos grupos, exceto aumento da neovascularizagdo da cornea e da
sensibilidade a dor no grupo ablacdo da GL (G1).

2. Nos quatro modelos em que foi possivel estudar a alteracdo de
mediadores de proliferacdo, esses mediadores foram alterados, com maior
efeito sobre 0 RUNX-1 e RUNX-3 e demais mediadores no modelo de
autoimunidade (G3).

3. O transplante entre consanguineos levou a aumento de mediadores
inflamatorios ndo sé na GL, mas também na cérnea e no GT.

4. A hipersensibilidade corneana em resposta a capsaicina foi observada
apos a ablacdo total da GL (G1) e o aumento do RNAm de citocinas pro-
inflamatdrias nos cinco modelos, com maior frequéncia para o MMP-9, IL-1B e
TNF-a.
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