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RESUMO 

 

 
Souza RG. Papel do estresse oxidativo no envelhecimento das glândulas 
lacrimais [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São 
Paulo, 2021. 

INTRODUÇÃO: O envelhecimento desempenha um fator relevante no 
processo de alterações oftalmológicas, sendo um agente contribuinte para o 
surgimento de inúmeras patologias. O estresse oxidativo e a diminuição da 
capacidade de reparo e degradação celular contribuem para acentuar as 
alterações do envelhecimento. Por meio do fator nuclear eritroide 2 (NRF2) o 
organismo expressa proteínas antioxidantes que atuam como fatores 
protetores. A glândula lacrimal representa uma estrutura fundamental na 
compreensão das alterações imunológicas e estruturais que ocorrem no 
decorrer da vida e seu estudo contribui de forma significativa para um melhor 
conhecimento sobre o olho e suas estruturas na senilidade. Com este estudo 
poderemos entender melhor os mecanismos envolvidos no estresse oxidativo 
da glândula lacrimal e compreender suas alterações, além de discutirmos o 
potencial uso de uma dieta antioxidante como adjuvante neste processo. 
JUSTIFICATIVA: Os resultados deste estudo contribuem para um melhor 
conhecimento sobre a intersecção entre estresse oxidativo e envelhecimento 
da glândula lacrimal. Auxiliam para as respostas de vários questionamentos 
envolvidos neste processo, além de propor eventuais opções de tratamento 
por meio da modulação da via do estresse oxidativo. MÉTODOS: 
Camundongos knock-out para o fator nuclear eritroide 2 (Nrf2)-/- e do tipo 
selvagem (WT) foram usados com 2-3 meses (2-3M) e 12-13 meses (12-13M). 
Um grupo separado de camundongos C57BL/6 (B6) com 15,5-17 meses de 
idade recebeu uma dieta contendo um indutor Nrf2 (Oltipraz) por 8 semanas. 
As GL foram excisadas e coletadas para análise histológica, imunocoloração, 
expressão gênica, western blot e citometria de fluxo. Lâminas histológicas 
foram usadas para medir o focus score da GL. RESULTADOS: GL de 
camundongos B6 idosos apresentaram infiltração linfocítica significativamente 

maior, níveis mais altos de transcrição de mRNA de MHC II, IFN-, IL-1β, TNF-
α e catepsina, além de maior expressão proteica de nitrotirosina (NT) e 4-
hidroxinonenal (4-HNE). Os camundongos jovens Nrf2-/- mostraram um 

aumento nos níveis de transcrição de mRNA de IL-1β, IFN-, MHC II e Ctss 
em comparação aos camundongos WT jovens, e maiores alterações 
relacionadas à idade foram observadas aos 12-13M de idade. A dieta com 
Oltipraz diminuiu significativamente a expressão de nitrotirosina e 4-HNE, 
diminuiu os níveis de mRNA de IL-1β e TNF-α, além de reduzir a frequência 
de células CD45+CD4+ na GL, aumentando significativamente a densidade de 
células caliciformes em comparação com a dieta padrão. CONCLUSÃO: O 
aumento dos marcadores de estresse oxidativo e inflamatórios foi constatado 
com o envelhecimento da glândula lacrimal. A administração da dieta 
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antioxidante Oltipraz® (OTZ) mostrou melhora desses marcadores e do olho 
seco relacionado à idade.  

Descritores: Aparelho lacrimal; Síndromes do olho seco; Estresse oxidativo; 
Envelhecimento; Interferon gama; Catepsina S; Inflamação. 
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ABSTRACT 

 

 

Souza RG. Role of oxidative stress in aging of the lacrimal glands [thesis]. São 
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”, 2021. 
 
INTRODUCTION: Aging contributes as a relevant factor to ophthalmologic 
changes over time, being an important agent associated with many ocular 
pathologies. Oxidative stress and the decreased mechanisms of cell repair and 
degradation contribute to accentuate the aging modifications. Through 
erythroid nuclear factor 2 (NRF2) the body expresses anti-oxidant proteins that 
act as protective factors. The lacrimal gland is an important structure for the 
understanding of immunological and structural changes that happen 
throughout life and its study contributes significantly to a better comprehension 
about the behavior of the eye in senility. Through this study we can better 
interpret the mechanisms involved in the oxidative stress in the aging of 
lacrimal gland, besides discuss the potential use of an antioxidant diet as an 
adjuvant component in this process. PURPOSE: The outcomes of this study 
contribute to a better understanding of the intersection between oxidative 
stress and aging of lacrimal gland. They contribute to answer many questions 
associated with this process, besides proposing possible treatment options 
through modulation of the oxidative stress pathway. METHODS: Nuclear 
factor erythroid derived-2-related factor 2 (Nrf2)-/- and their corresponding wild-
type (WT) mice were used at 2-3M and 12-13M. A separate group of 15.5-17M 
C57BL/6 (B6) mice received a diet containing an Nrf2 inducer (Oltipraz) for 8 
weeks.  LGs were excised and collected for histology, immunostaining, gene 
expression, western blot, and flow cytometry analysis. Histology slides were 
used to measure the LG focus score. RESULTS: Aged B6 LGs showed 

significantly greater lymphocitic infiltration,  higher levels of MHC II, IFN-, IL-
1β, TNF-α, and Cathepsin S (Ctss) mRNA transcripts, and greater nitrotyrosine 
(NT) and 4-hydroxyneal (4-HNE) protein. Young Nrf2-/- mice showed an 

increase in IL-1β, IFN- and MHC II and Ctss mRNA transcripts compared to 
young WT mice, and greater age-related changes at 12-13M of age. Oltipraz 
diet significantly decreased nitrotyrosine and 4-HNE, decreased the 
expression of IL-1β and TNF-α mRNA transcripts, while decreasing the 
frequency of CD45+CD4+ cells in LGs and significantly increasing conjunctival 
goblet cell density compared to a standard diet. CONCLUSION: Increased 
inflammatory and oxidative stress marks have been found with aging of the 
lacrimal gland. The administration of an antioxidant diet Oltipraz® (OTZ) is 
associated with an improvement of age-related dry eye. 
 
Descriptors: Lacrimal apparatus; Dry eye syndromes; Oxidative stress; 
Aging; Interferon-gamma; Cathepsin s; Inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A capacidade do organismo em metabolizar e eliminar substâncias 

tóxicas diminui com a idade. O aumento na expressão de marcadores de 

estresse oxidativo foi evidenciado no filme lacrimal e na superfície ocular de 

pacientes com olho seco e seu estudo pode contribuir não apenas para 

compreender melhor a intensidade da doença, como também para esclarecer 

sua patogênese 1, 2. 

O estresse oxidativo está diretamente relacionado com o 

envelhecimento ocular e moléculas produzidas durante esse processo têm 

sido relatadas como componentes de sinalização celular 3. O aumento 

relacionado à idade na quantidade de espécies reativas de oxigênio (ERO), 

assim como uma diminuição nos mecanismos de reparo e degradação celular, 

contribuem para o acúmulo de proteínas oxidadas e à consequente formação 

de proteínas amiloides 4. 

A glândula lacrimal, apesar de não ser constantemente agredida pelas 

alterações ambientais como a superfície ocular, também reflete em suas 

estruturas alterações relacionadas ao envelhecimento, tais como fibrose, 

infiltração e proliferação ductal, formação cística e diminuição de sua 

capacidade secretora 5, 6.. No decorrer da vida, a exposição a numerosos 

agentes externos e um sistema imunológico que começa a diminuir sua 

eficácia contribuem para que a glândula não consiga lidar de maneira 

adequada contra agentes estressores, podendo gerar inflamação e 
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modificações estruturais. Uchino et al. 7 demonstraram que o estresse 

oxidativo na glândula lacrimal acarreta disfunções no filme lacrimal que 

contribuem para o surgimento do olho seco, dentre outras alterações. 

O estresse oxidativo ocorre quando os antioxidantes presentes no 

organismo são incapazes de neutralizar as ERO geradas habitualmente pelos 

processos metabólicos 4. A manutenção de um nível fisiológico do processo 

de oxidação-redução é fundamental para o desempenho adequado do 

organismo, enquanto em excesso pode causar dano celular 8. Em jovens 

saudáveis, por exemplo, baixos níveis de ERO são neutralizados por enzimas 

antioxidantes. Dessa forma, embora as ERO sejam tradicionalmente vistas 

como nocivas, a produção controlada de oxidantes em olhos normais é 

importante na coordenação das vias de sinalização 8, 9. Níveis elevados de 

ERO, marcadores de estresse oxidativo e células inflamatórias foram 

encontradas na conjuntiva e filme lacrimal de pacientes com Síndrome de 

Sjögren e em diferentes modelos animais de olho seco, assim como em outras 

disfunções oculares, tais como alterações de superfície, catarata, glaucoma, 

retinopatia diabética, retinose pigmentar, neuropatias tóxicas, uveítes e 

degeneração macular relacionada a idade 1, 3. 

O fator nuclear eritroide 2 (NRF2) representa o fator de transcrição que 

regula a expressão de proteínas antioxidantes que protegem contra o estresse 

oxidativo, causado por lesões ou processos inflamatórios. A sua ativação é 

nitidamente uma atuação protetora do organismo e seu estímulo representa 

uma das respostas primárias contra agentes estressores e tóxicos, 

protegendo os principais órgãos e sistemas 8, 10, 11. Sob condições normais, 
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ele é mantido no citoplasma por um aglomerado de proteínas que podem 

degradá-lo rapidamente. Sob condições de estresse oxidativo, não é 

degradado, se dirige ao núcleo da célula e se liga a um DNA promoter, um 

segmento do ácido desoxirribonucleico que leva à iniciação da transcrição de 

um determinado gene e suas proteínas que atuam em processos 

antioxidativos 10, 12.  

Muitas drogas que estimulam a via NFR2 têm sido estudadas para o 

tratamento de doenças causadas pelo estresse oxidativo. O tratamento ocular 

tópico com medicamentos antioxidantes mostrou melhora dos sinais clínicos, 

além de diminuir processos inflamatórios, marcadores de estresse oxidativo e 

produção de ERO na superfície ocular 13. Oltipraz®, que representa uma dieta 

antioxidante, tem sido associado como um indutor de enzimas metabólicas e 

do fator NRF2 14. 

Este projeto baseia-se na hipótese de que há um aumento patológico 

de marcadores celulares de estresse oxidativo com o envelhecimento da 

glândula lacrimal, comprometendo o seu funcionamento fisiológico e 

predispondo a eventuais alterações oftalmológicas. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

• Identificar se marcadores inflamatórios e de estresse oxidativo 

aumentam com o envelhecimento da glândula lacrimal. 

• Verificar se as glândulas lacrimais de camundongos knock-out para 

NRF2 são mais suscetíveis ao estresse oxidativo. 

 

2.2 Objetivo específico 

 

• Verificar se a dieta com um potente agente indutor de NRF2 

(Oltipraz®), oferecida por 2 meses a um grupo de camundongos, é 

eficaz na prevenção do aparecimento de anormalidades 

decorrentes do estresse oxidativo na glândula lacrimal. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

Alterações oftalmológicas decorrentes do envelhecimento têm sido 

bastante estudadas nos últimos anos, como as proposições listadas abaixo: 

 

a. O envelhecimento é responsável por inúmeras alterações 

oftalmológicas na população idosa, sendo o olho seco uma das mais 

frequentes 

 

O olho seco representa uma das doenças mais prevalentes na 

população idosa. Outras importantes alterações oculares incluem a 

degeneração macular relacionada à idade, a frouxidão palpebral, a atrofia e 

metaplasia da glândula meibomiana, a diminuição do volume lacrimal 

associado à redução do tempo de ruptura do filme lacrimal e o olho seco. 

Grandes estudos epidemiológicos do Women's Health Study e Physician's 

Health observaram que a prevalência de olho seco aumenta em mulheres e 

homens a cada 5 anos após os 50 anos, com maior prevalência em mulheres 

em comparação com homens. Assim, idade e gênero feminino representam 

os maiores fatores de risco para o olho seco 15, 16. Além disso, achados clínicos 

da diminuição da produção lacrimal em mulheres durante a 6ª década de vida 

contribuem para essa afirmativa 17, 18. A irregularidade da superfície corneana 

no olho seco degrada a função visual, diminuindo a sensibilidade ao contraste 

e a acuidade visual 19. O comprometimento visual é um das 10 deficiências 
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mais comuns, com impactos não apenas relacionados à visão, como também 

na mobilidade, independência e qualidade de vida. Verificou-se que a 

presença de olho seco afetou significativamente a capacidade de realizar 

atividades diárias, como leitura, uso de computador e condução de 

automóveis 20. Deficiências visuais relacionadas ao olho seco foram 

associadas a quedas em pessoas idosas 21, sendo as complicações desses 

acidentes as principais causas de morte por lesões em idosos com idade 

superior a 65 anos 1. Usando técnicas de trade-off, Schifman, dentre outras, 

calculou-se que o olho seco intenso tem o mesmo impacto na qualidade de 

vida que a angina moderada a grave 22. 

 

b. O sistema imunológico muda com o envelhecimento 

 

Imunossenescência é um declínio na função imunológica com 

diminuição na população de células T naïve, acompanhada por inflamação 

crônica, hiperimunoglobulinemia, autoimunidade, má resposta a vacinas e 

aumento da suscetibilidade a infecções. Uma característica típica do 

envelhecimento é o estado inflamatório crônico de baixo grau, caracterizado 

por um aumento geral na produção de citocinas pró-inflamatórias 23. Os 

mediadores inflamatórios séricos aumentados foram associados à doença de 

Alzheimer, demência, doença de Parkinson e diabetes tipo 2 13, 24, 25. Os 

leucócitos de pessoas idosas produzem quantidades maiores de IL-1, IL-6, IL-

8 e fator de necrose tumoral (TNF-α) após serem induzidos por 

lipopolisacarídeos, quando comparados a leucócitos de doadores jovens 26. 
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Embora o aumento dos níveis séricos de TGF-β em pessoas que alcançaram 

os 100 anos de idade possa ser considerado um biomarcador de boa saúde 

27, o aumento dos níveis séricos de IL-6 e TNF-α são preditores de morbidade 

e mortalidade em pessoas de 80 a 100 anos 28, 29, 30. As diferenças individuais 

na regulação das citocinas pró e anti-inflamatórias talvez sejam críticas no 

resultado final da resposta imune e inflamatória relacionada à idade 31. As 

mudanças no sistema imunológico têm profundas consequências para a 

sobrevida e são preditores confiáveis de morbidade e mortalidade em idosos 

32. 
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4 MÉTODOS 

 

 

O desenvolvimento deste projeto foi possível mediante financiamento 

do National Eye Institute e National Health Institute (NEI/NIH EY026893). O 

protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Animais Experimentais do Baylor College of Medicine Center for Comparative 

Medicine (Protocolo AN-7342) e na Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (CEUA-FMUSP) 

n°1148/2018. Os experimentos foram efetuados no Ocular Surface Center, 

Departamento de Oftalmologia, Baylor College of Medicine, Houston, Texas. 

 

4.1 Modelo experimental 

 

Casais de camundongos C57BL/6J com 6-8 semanas de idade foram 

adquiridos no The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) para estabelecer 

colônias de reprodutores. Camundongos idosos fêmeas C57BL/6 foram 

mantidos em viveiros livres de patógenos e utilizados com 2 a 3 meses (n = 

20), 12 meses (n = 18), 15,5-17 meses (n = 30), 18 -19 meses (n = 8) ou 24 

meses de idade (n = 24). Camundongos jovens (2 a 3 meses de idade, n = 8) 

e com 12 a 13 meses de idade Nrf2-/- (n = 12) foram comparados a 

camundongos do tipo selvagem (wild-type) da mesma idade (jovens, n = 8 e 

meia-idade, n = 4). Os camundongos Nrf2-/- e do tipo selvagem foram 

inicialmente um presente do Dr. Jiyang Cai (Oklahoma City, OK), seguidos 
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pela transferência de casais para acasalamento e estabelecimento de 

colônias de reprodução no Baylor College of Medicine. Os camundongos  

Nrf2-/- homozigotos têm um fundo genético misto de C57BL/6/SV129. Os 

camundongos foram mantidos em instalações específicas livres de patógenos 

no Baylor College of Medicine, com ciclos diurnos de 12 horas de luz e 12 

horas de escuro, com livre acesso a comida e água. Como o olho seco é mais 

frequente em mulheres 15, 28 e camundongos machos idosos não desenvolvem 

ruptura da barreira corneana (uma característica do olho seco) 31, apenas 

fêmeas foram utilizadas neste estudo. 

 

4.2 Dieta com Oltipraz®  

 

Para este projeto, 30 camundongos idosos fêmeas C57BL/6, com 

idades entre 15,5-17 meses foram divididos entre duas dietas: submetidos a 

dieta standard (ou padrão), foram comparados a camundongos com a mesma 

idade submetidos a uma dieta contendo 0,1% de Oltipraz® (Toronto Research 

Chemicals, Toronto, Canadá), feita sob encomenda, por um período de 8 

semanas (n = 15 por dieta). Oltipraz® é um composto organosulfurado 

pertencente à classe das ditioletionas, correspondendo a uma dieta 

antioxidante, com relatos em diversos estudos de  sua capacidade em inibir 

o crescimento de tumores em camundongos, assim como diminuir danos ao 

DNA hepático e induzir enzimas a mediar processos de desintoxicação 14, 33. 

Os tecidos foram coletados após a eutanásia dos animais e analisados via 
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western-blot, histologia e imunohistoquímica 10. Os camundongos foram 

pesados semanalmente. 

 

 
 
Esquema das dietas usadas 
 

 

4.3 Isolamento de RNA e PCR em tempo real 

 

O RNA total das glândulas lacrimais foi extraído usando o kit de 

isolamento de RNA QIAGEN RNeasy Plus Mini (Qiagen), seguindo o protocolo 

do fabricante. Após o isolamento, a concentração de RNA foi medida e o 

cDNA foi sintetizado usando o kit Ready-To-Go™ You-Prime First-Strand (GE 

Healthcare). PCR em tempo real (reação de polimerase em cadeia em tempo 

real) foi realizada utilizando sondas MGB Taqman específicas para IL-1β (Il1b, 

Mm00434228), complexo principal de histocompatibilidade classe II (MHC-II, 

Mm00482914), IFN- (Ifng, Mm00801778), TNF-α (TNFα, Mm00443258), 

Catepsina S (Ctss, Mm00457902), glutationa S-transferase P (GST-P1, 

Mm04213618) e Taqman Universal PCR Master Mix AmpErase UNG em um 

sistema de termociclagem comercial (sistema de PCR em tempo real 

StepOnePlus™, Applied Biosystems), de acordo com as recomendações do 

fabricante. O gene da hipoxantina fosforibosiltransferase 1 (HPRT1, 
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Mm00446968) foi utilizado como referência endógena para cada reação. Os 

resultados do PCR quantitativo foram analisados pelo método comparativo de 

Ct e normalizados pelo valor de Ct de HPRT1 34. O grupo jovem serviu como 

calibrador. 

 

4.4  Histologia, coloração PAS, imunofluorescência, imuno-

histoquímica e quantificação do focus score 

 

Os olhos e anexos oculares foram excisados, fixados em formalina a 

10%, embebidos em parafina e cortados em seções de 5 µm usando um 

micrótomo (Microm HM 340E, ThermoScientific Wilmington, DE). As secções 

foram coradas com o reagente Periodic Acid Schiff (PAS). A densidade das 

células caliciformes foi medida na conjuntiva bulbar e tarsal superior e inferior 

usando o software NIS-Elements e expressa o número de células positivas 

por milímetro 33. 

A imunofluorescência foi realizada para detectar anticorpos de 

nitrotirosina (1: 100, Cat # 306507, RD Systems, Minneapolis, MN) e fator 

fosfonuclear kappa beta (NFκB) p65 (1: 100, Abcam, Cambridge, MA, Cat # 

ab106129), usando para fixação acetona gelada e como solução de bloqueio 

goat serum a 20%. Como anticorpos secundários, utilizou-se anticorpos IgG 

conjugados Alexa-Fluor 488 de goat anti-rabbit, como descrito anteriormente 

35. As imagens foram capturadas e fotografadas por um microscópio de 

fluorescência Nikon (Nikon, Eclipse E400 equipado com uma câmera digital 

DS-F1). 
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A imuno-histoquímica foi realizada para detectar IL-1β (1:100, rabbit 

monoclonal D4T2D, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, Cat # 12426S) 

e MHC II (1:100, IA/IE, clone M5 / 114.15.2, BD Pharmingen, San Diego, CA, 

Cat # 556999), TNF-α (1:100, rabbit monoclonal antibody, clone D2D4, Cell 

Signaling, Cat # 11948) ou Catepsina S (1:100, Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, TX, Cat # 271619), usando anticorpos secundários biotinilados 

apropriados (BD Biosciences) e um kit Vectastain Elite ABC usando reagentes 

NovaRed (Vector Laboratories, Burlingame, CA) como descrito  

anteriormente 33, 36. 

O focus score foi contado nas seções de glândula lacrimal coradas com 

hematoxilina e eosina em um microscópio de luz padrão usando uma objetiva 

10X (Nikon, Eclipse E400) por dois observadores mascarados. Os focos 

compostos por um mínimo de 50 células mononucleares foram contados e 

registrados. As lâminas foram digitalizadas para obter imagens digitais usando 

o PathScan Enabler V (Meyer Instruments, Houston, TX). As áreas de tecido 

foram medidas usando o software Nikon Elements. Os escores de foco foram 

quantificados como o número de focos de células inflamatórias por área de 

tecido de 4 mm2. 
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4.5 Avaliação da função da barreira corneana 

 

A função da barreira corneana foi avaliada pela quantificação da 

permeabilidade do epitélio corneano a Oregon Green Dextran-488 70-kDa 

(Invitrogen, Carlsbad, CA), de acordo com protocolo previamente publicado 

37. Brevemente, 1uL de uma solução de 50 mg/mL de Oregon Green Dextran-

488 foi instilado na superfície ocular 1 minuto antes da eutanásia. As córneas 

foram enxaguadas com 2 mL de solução salina de tampão fosfato 

fotografadas com microscópio de aumento (modelo SMZ 1500; Nikon), sob 

fluorescência a 470 nm. As imagens foram adquiridas com uma fonte LED de 

luz Lumecor, uma câmara de alta velocidade e sensibilidade (Andor, Oxford 

Instrument, Abingdon, UK) e um filtro de 488 nm. A intensidade da coloração 

de Oregon Green Dextran-488 foi graduada em imagens digitais pela medida 

da fluorescência média dentro de um círculo de 2 mm de diâmetro na córnea 

central usando o software NIS Elements versão AR, 5.20.02, avaliada por 2 

observadores mascarados. A intensidade média dos olhos direito e esquerdo 

foi calculada. 

 

4.6 Medição dos níveis de NFκB 

 

As glândulas lacrimais foram coletadas e lisadas para extração de 

proteínas citoplasmáticas e nucleares com um kit de extração nuclear (Cat# 

40596, Active Motif, Carlsbad, CA), e armazenadas a -80 °C até serem 

utilizadas. A ativação de NFκB p65 foi medida quantitativamente por um 
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TransAM NFκB p65 que quantifica especificamente NFκB p65 fosforilado e 

NFκB p65 total, de acordo com o protocolo do fabricante. Lisados proteicos 

de células nucleares ou de células inteiras de jovens e idosos (50 μg) foram 

adicionados a uma placa de 96 poços, nos quais um oligonucleotídeo 

contendo o local de NFκB, havia sido bloqueado. A forma ativa de NFκB 

contida no extrato nuclear de células inteiras se liga explicitamente a esse 

oligonucleotídeo. Após a incubação com um anticorpo secundário conjugado 

com HRP e solução de desenvolvimento colorimétrico, a absorbância foi lida 

a 450 nm com um comprimento de onda de referência de 655 nm, usando um 

leitor de placas colorimétrico (Tecan Infinite M200, software Magellan V6.55; 

Tecan, Männedorf, Suíça). Os resultados estão presentes como a razão de 

NFκB p65 fosforilada em Serina 536 / total de NFκB p65. 

 

4.7 Coleta de lágrimas e ensaio de citocinas multiplex  

 

As lágrimas foram coletadas de camundongos vivos de 2 a 3, 12 e 24 

meses 38, 39. Em resumo, instilou-se 1,5 μL de PBS + BSA a 0,1% no saco 

conjuntival. O fluido lacrimal e o tampão foram coletados com um tubo capilar 

de vidro de volume de 1 μL (Drummond Scientific Co., Broomhall, PA) por 

ação capilar do menisco lacrimal no canto lateral e armazenados a -80 °C 

até a realização do ensaio. Uma amostra consistiu em lavagens lacrimais de 

ambos os olhos de dois camundongos reunidas (4 μL) em PBS + albumina 

sérica bovina a 0,1% (BSA) (6 μL). Havia 7-18 amostras por grupo, divididas 

em 4 experimentos independentes. 
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As amostras foram adicionadas aos poços contendo a mistura 

apropriada de esferas de citocinas que incluía anticorpos monoclonais de 

camundongo específicos para IFN-, IL-17, IL-13, IL-12p70, VEGF, IL-1β, 

TNF-α, CCL-2 (Millipore, Burlington, MA, Cat #: MCYTOMAG-70K), como 

relatado anteriormente 38. As reações foram detectadas com estreptavidina-

fitoeritrina usando um sistema Luminex 100 IS 2.3 (Austin, TX, EUA). O limite 

mínimo de detecção para este ensaio foi de 0,3 pg/ml para VEGF, 0,5 pg/ml 

para IL-17, 1,1 pg/ml para IFN-, 2,3 pg/ml para TNF-α, 4,8 pg/ml para IL- 

12p70, 5,4 pg/ml para IL-1β, 6,7 pg/ml para CCL2, 7,8 pg/ml para IL-13 e 12,8 

pg/ml para IL-13. Os resultados são apresentados como média e desvio 

padrão (DP) (pg/ml). 

 

4.8 Análise por citometria de fluxo (Flow Cytometry) 

 

As glândulas lacrimais foram excisadas e incubadas com 0,1% de 

colagenase IV, como descrito anteriormente 40. Linfonodos foram excisados e 

preparados como descritos previamente 41. Suspensões de células únicas de 

glândulas lacrimais jovens e envelhecidas foram incubadas com anti-CD16/32 

(4°C, 10 minutos) e subsequentemente coradas em três painéis diferentes: 

painel 1) CD45 (clone 30F11, BD Biosciences) e MHC II (clone IA/IE, BD 

Pharmingen); painel 2) CD45 e IFN- (clone XMG1.2, Biolegend) e painel 3) 

CD45 e CD4 (clone GK1.5, BD Bioscience). 

Para coloração intracelular de IFN-, foram obtidas suspensões 

unicelulares e as células foram incubadas por cinco horas na presença de 5% 
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de CO2 com 0,5 µL de Golgi Stop ™ (BD Bioscience), 0,5 µL de Golgi Plug ™ 

(BD Bioscience), PMA (0,5 µg) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), ionomicina (0,5 

µg) (Sigma) em 1 mL em RPMI 1640 completo. As células foram coradas com 

um corante de viabilidade fluorescente infravermelha (Life Technologies, 

Grand Island, NY) antes da incubação com uma solução de 

Fixação/Permeabilização (eBioscience) por 18 horas, seguida de incubação 

com anti-IFN-_Pacific Blue e anti-CD45_Alexa Fluor®700, conforme descrito 

anteriormente 42. 

Utilizou-se a seguinte estratégia de gating: os linfócitos foram 

identificados por propriedades de dispersão direta e lateral, células únicas 

foram identificadas, células mortas foram excluídas e células CD45+ foram 

bloqueadas e seguidas pela identificação de CD45+MHCII+ ou CD45+IFN-+ 

ou Células CD45+CD4+. Os controles negativos consistiram em fluorescência 

menos um esplenócito. 

As células foram adquiridas com o citômetro BD LSR II ou BD Canto II 

Benchtop com o software BD Diva versão 6.7 (BD Biosciences). Pelo menos 

100.000 eventos ou mais foram coletados. Os dados finais foram analisados 

usando o software FlowJo versão 10 (Tree Star Inc., Ashland, OR). 

  

4.9 Western Blot  

 

Glândulas lacrimais foram excisadas cirurgicamente e lisadas em 

tampão de lise RIPA (Thermo Fisher, Waltham, MA, Cat# 89900) e em um 

coquetel com inibidores de protéase (SIGMA, St. Louis, MO, Cat# P8340). A 
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concentração de proteína foi medida usando um kit específico para para 

micro-proteína BCA (Thermo Fisher, Waltham, MA, Cat# 23235). Os extratos 

das glândulas lacrimais (50 µg) foram ressuspensos em tampão e separadas 

por eletroforese num gel TGX 4-15% pré moldado (Bio-Rad, Hercules, CA, 

Cat# 4568084). As proteínas foram transferidas para membranas de difluoreto 

de polivinilideno (Bio-Rad, Hercules, CA, Cat# 170-4157), usando como 

sondas os anticorpos anti-nitrotirosina (2 ug/ml, ThermoFisher, Waltham, MA, 

Cat# A21285), anti-4-hidroxinonenal (4-HNE, 0.5 ug/ml, Abcam, Cambridge, 

MA, Cat# ab48506) ou anti-β actina (SIGMA, St. Louis, MO, Cat# A5441), e 

incubadas durante a noite a 4°C. A proteína actina é constitutivamente 

expressa nas formas celulares, sendo por isso usada para a normalização de 

proteínas. Os complexos antígeno-anticorpos foram detectados pelo sistema 

ECL Western Blotting (ECL™, GE Healthcare, Chicago, IL, Cat# RPN2106), 

usando IgG anti-camundongo conjugado com peroxidase como anticorpo 

secundário. As imagens foram tiradas pela ChemiDoc Touch Imaging 

Systems (ChemiDoc Touch Imaging Systems; Bio-Rad), e as densidades de 

banda medidas pelo software Bio-rad (Bio-Rad, Hercules, CA, Image lab 6.0). 

 

4.10 Análise Estatística 

 

O tamanho da amostra foi calculado com o StatMate2 Software 

(GraphPad Software, San Diego, CA) com base em estudos piloto. As análises 

estatísticas foram realizadas com o software Graph Pad Prism (GraphPad 

Software, San Diego, CA, versão 8). Os dados foram avaliados primeiro 
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quanto à normalidade com o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. 

Testes estatísticos paramétricos (teste t) ou não paramétricos (Mann-Whitney) 

foram utilizados para fazer comparações entre dois grupos etários. Sempre 

que adequado, foram utilizados ANOVA unidirecional ou bidirecional ou 

Kruskal-Wallis, seguidos de testes post hoc. A amostra final por cada desfecho 

é mostrada nas legendas das figuras. 

 

 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 RESULTADOS 

 
 

  



Resultados 24 
   

 

5 RESULTADOS 

 

 

Inflamação aumentada na glândula lacrimal envelhecida 

 

O envelhecimento é um fator de risco significativo para o surgimento do 

olho seco 43, sendo relatado um estado inflamatório de baixo grau em 

humanos com idade aumentada 44. Foi mostrado anteriormente que 

camundongos C57BL/6J idosos desenvolvem espontaneamente olho seco, 

assim como em humanos 45, 46. No presente estudo, coletamos glândulas 

lacrimais de camundongos C57BL/6J com idades entre 2 e 3, 12, 20 e 24 

meses, ou mais velhos. A avaliação histológica das glândulas lacrimais 

envelhecidas mostrou infiltração periductal frequente e presença de infiltrados 

linfocitários, muitas vezes organizados em características concêntricas, 

semelhante aos centros germinativos (Figura 1A). Em aproximadamente 20 a 

30% dos casos, ductos epiteliais aumentados e destruição tecidual moderada 

a extensa foram observados, confirmando relatos anteriores 47, 48. A infiltração 

linfocítica da glândula lacrimal foi quantificada usando o focus score nas 

seções histológicas de H&E, evidenciando um aumento significativo em 

camundongos com 24 meses de idade, em comparação com os jovens (Figura 

1A). A perda de células caliciformes é uma das características da doença do 

olho seco e a quantidade destas células na conjuntiva foi investigada em 

animais de diferentes idades (Figura 1B). Houve uma diminuição significativa 
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na densidade das células caliciformes à medida que os camundongos 

envelheciam, observados a partir dos 12 meses de idade.  

NFκB é um marcador dos processos de inflamação, sendo relatado 

previamente um aumento no NFκB p65 nas glândulas lacrimais envelhecidas 

de camundongos 49, 50. A partir de resultados anteriores, hipotetizamos que o 

NFκB poderia estar aumentado na glândula lacrimal envelhecida dos 

camundongos. Usando um anticorpo NFκB p65 específico, observamos 

translocação nuclear de p65 em células acinares da glândula lacrimal (Figura 

1C), que foi quantificada usando um kit TransAM NFκB. Houve um aumento 

da razão fosfo p65/total de NFκB p65 em 24 meses quando comparado aos 

lisados de glândula lacrimal dos jovens (Figura 1D) 

Citocinas inflamatórias e T helper (Th)-1 foram investigadas por 

imunohistoquímica, PCR em tempo real e citometria de fluxo, evidenciando 

um aumento significativo nos valores de IL-1β, TNF-α e catepsina S na 

glândula lacrimal envelhecida (Figura 1E). Curiosamente, a expressão da 

proteína IL-1β e TNF-α foi observada nas áreas de infiltração linfocítica, 

enquanto a catepsina S estava entre as células acinares (Figura 1E). Estes 

resultados foram confirmados por citometria de fluxo e imuno-histoquímica, 

demonstrando aumento da expressão proteica de MHC II, IFN-, IL-1β, TNF-

α e catepsina S no grupo de camundongos idosos em comparação aos jovens 

(Figura 2A). O aumento da expressão proteica de MHC II e IFN- também foi 

encontrado em lisados de glândulas lacrimais de camundongos envelhecidos 

(Figura 2B). 
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continua 

 

*P < 0.05, **P < 0.01, e ***P < 0.001. Barras de escala: 100 m (B e E); 25 m (C, E e F). 
Aumentos: 10x (E) e_40x (E e F). 

 
Figura 1 -  Aumento de marcadores inflamatórios na glândula lacrimal 
envelhecida 
 

A. Secções representativas da glândula lacrimal de camundongos C57BL/6 fêmeas 
[2-3 meses (2-3M)] e idosas [24 meses (24M)] coradas com hematoxilina e eosina 
(H&E), usadas para calcular o focus score no gráfico. Observe áreas evidentes de 
infiltração em 24M F #1. A dilatação ductal e a perda de células acinares estavam 
presentes em cerca de 20% dos casos (assim como 24M #2); estas glândulas não 
estão incluídas no gráfico acumulativo. n = 14 camundongos envelhecidos com 2-3, 
20-21 e 24 meses; n = 7 camundongos envelhecidos com 12 meses. O teste de 
Kruskal-Wallis foi utilizado, seguido pelo teste de comparação de Dunn. B. Imagens 
representativas de secções conjuntivais coradas com PAS de camundongos jovens 
e idosos. A demarcação dos quadrados representa uma ampliação maior da área. 
Gráfico acumulativo da densidade de células caliciformes na conjuntiva de 
camundongos em idades diferentes. n = 7 camundongos envelhecidos com 2-3 
meses; n = 10 camundongos envelhecidos com 12 meses; n = 9 camundongos 
envelhecidos com 18-19 meses; n = 6 camundongos envelhecidos com 24 meses. 
Teste U de Mann-Whitney. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado, seguido pelo teste 
de comparação de Dunn.  
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*P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. Barras de escala: 100 m (B e E); 25 m (C, E e F). 
Aumentos: 10x (E) e_40x (E e F). 

 
Figura 1 (continuação) - Aumento de marcadores inflamatórios na glândula 
lacrimal envelhecida 
 
C. Imagem representativa de imunofluorescência da glândula lacrimal jovem e 
envelhecida mostrando translocação aumentada de NFkB fosfo p65 (verde) e DAPI 
(azul – marcação nuclear) no tecido acinar envelhecido (representado pela 
demarcação dos quadrados). NC = controle negativo. D. Atividade de NFkB (fosfo 
p65/p65 total) medida em frações celulares de glândulas lacrimais usando um kit 
TransAM NFkB p65 (Active Motif); n = 4-5 por idade. Teste U de Mann-Whitney. E. 
Imagens de imuno-histoquímicas representativas coradas para IL-β, TNF-α e ctss 
(em vermelho) na glândula lacrimal jovem e envelhecida. Áreas de infiltração 
linfocítica em camundongos envelhecidos estão delimitadas. NC = controle negativo. 
F. Imagens representativas de glândulas lacrimais de camundongos idosos coradas 
para IL-β e TNF-α (vermelho), mostrando imunoreatividade em áreas com e sem 
infiltração linfocítica.   
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Pacientes com olho seco e indivíduos idosos saudáveis também 

apresentam um padrão inflamatório da lágrima 51-54. Para investigar se 

camundongos idosos teriam o mesmo fenótipo inflamatório nas lágrimas como 

descrito em humanos, medimos uma série de fatores inflamatórios e citocinas 

imunológicas (IFN-, IL-17, IL-13, IL-12p70, IL-1β, TNF-α, CCL2 e VEGF) em 

lágrimas de camundongos jovens, de meia-idade e envelhecidos. Os testes 

foram realizados em quatro conjuntos independentes de lágrimas, sendo 

considerada a média dos resultados. As concentrações medidas dessas 

citocinas são mostradas na Figura 2C. Houve um aumento progressivo no 

IFN- e IL-12p70 à medida que os ratos envelheciam, enquanto houve uma 

diminuição acentuada nos níveis de VEGF aos 12 e 24 meses (Figura 2A). Os 

níveis de IL-17A foram muito baixos e permaneceram constantes em todas as 

idades. Os resultados de IL-1β, TNF-α e IL-13 não foram mostrados, porém 

ficaram abaixo dos níveis de detecção. 

Estes resultados indicam que camundongos C57BL/6 idosos 

desenvolveram espontaneamente inflamação, um mecanismo que pode ser 

mediado pela ativação de NFκB na glândula lacrimal. Marcadores 

inflamatórios podem ser identificados em lágrimas de camundongos idosos, 

com o potencial de causar mais danos à superfície ocular. 
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*P < 0.05, **P < 0.01, e ****P < 0.0001.  

 
Figura 2 -  Alteração nas citocinas inflamatórias nas lágrimas de 
camundongos idosos 
 

A. Alterações relativas na expressão de MHC II, IFN-, IL-1β, TNF-α e catepsina S 
(ctss) nas glândulas lacrimais de camundongos com 2-3M e 24M; n = 5 glândulas 
lacrimais esquerdas/idade. Teste U de Mann-Whitney. B. Histogramas 
representativos de citometria de fluxo mostrando expressão aumentada de MHC II e 

IFN- em células CD45+ em lisados da glândula lacrimal. A estratégia de análise na 
citometria de fluxo foi a seguinte: os linfócitos foram identificados por áreas de 
dispersão frontal (FSC-A) e lateral (SSC-A), seguidas por duas áreas de “singlet” 
(altura FSC versus FSC-A, e altura SSC versus SSC-A), seguidas pela identificação 
de células live/dead usando iodeto de propídeo. As células vivas foram selecionadas 
para mostrar a expressão de MHC II ou seguidas pela demarcação da área de células 

CD4+ e identificação de células de CD45+IFN; n = 5 glândulas lacrimais 
direitas/idade. FMO = fluorescência menos um. MFI = intensidade média da 
fluorescência; * P<0,05, teste U de Mann-Whitney. C. Lágrimas coletadas de 
camundongos jovens (2-3 meses [2-3M]), meia-idade (12 meses [12M]) e idosos (24 
meses [24M]). As citocinas foram investigadas usando o teste multiplex. Resultados 

da concentração média de IFN-, IL12p70, VEGF, IL-17 e CCL2 são mostrados; n = 
7-18 amostras/idade. Uma amostra corresponde à coleta lacrimal de quatro olhos. 
Três a quatro experiências independentes foram reunidas. Teste U de Mann-Whitney. 
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Aumento do estresse oxidativo na glândula lacrimal envelhecida 

 

Danos causados pelo estresse oxidativo ocorrem quando os níveis de 

antioxidantes não estão em equilíbrio com a formação de ERO. Níveis 

elevados de estresse oxidativo foram relatados na conjuntiva de pacientes 

com Síndrome de Sjögren 55, 56. Em nosso estudo, os níveis de estresse 

oxidativo nas glândulas lacrimais foram investigados usando marcadores de 

proteínas de nitração (nitrotirosina) e peroxidação lipídica (4-hidroxinonenal, 

4- HNE) por imunocoloração e Western Blot. A imunorreatividade à 

nitrotirosina foi negativa nas áreas de infiltração linfocítica, mas estava 

concentrada nas células acinares da glândula lacrimal envelhecida (Figura 

3A). As glândulas lacrimais de camundongos jovens apresentaram 

imunorreatividade mínima à nitrotirosina. Western Blot de lisados celulares 

totais da glândula lacrimal envelhecida apresentaram níveis aumentados da 

banda de nitrotirosina e 4-HNE na idade de 24 meses, quando comparados 

ao grupo jovem (P <0,05; Figura 3B-C). Esses resultados confirmam que os 

níveis de estresse oxidativo são elevados na glândula lacrimal envelhecida. 
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*P < 0.05. Barra da escala = 50 m. 

 
Figura 3 - Aumento nos marcadores de estresse oxidativo na glândula 
lacrimal envelhecida 
 
A. Imagens representativas de glândulas lacrimais de camundongos C57BL/6 
fêmeas [2-3 meses (2-3M)] e envelhecidas [24 meses (24M)] coradas para 
nitrotirosina (verde) e DAPI (azul, marcação nuclear), mostrando seções de dois 
animais diferentes (F1 e F2). B. Western blot para nitrotirosina, 4-hidroxinonenal (4-
HNE) e β-actina em três lisados biológicos diferentes da glândula lacrimal de 2-3M e 
24M. C. Densitometria mostrando razões nitrotirosina/β-actina ou 4-HNE/β-actina. 
Teste U de Mann-Whitney. 
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Aumento do olho seco relacionado à idade em camundongos Nrf2-/- 

 

Existem muitas defesas anti-oxidantes, como a superóxido dismutase 

(SOD) e os sistemas anti-oxidantes Nrf2. Evidências na literatura mostram que 

camundongos SOD1-/- desenvolvem infiltração da glândula lacrimal e 

apoptose acinar por volta de 1 ano de idade 57, 58. Em nosso estudo, 

procuramos investigar os efeitos da deleção do Nrf2 na glândula lacrimal 

envelhecida e na superfície ocular. Os camundongos Nrf2-/- têm um fundo 

misto e foram comparados aos animais do tipo selvagem da mesma ninhada. 

Camundongos fêmeas foram estudados com 2 a 3 e 12 a 13 meses de idade. 

A avaliação histológica da glândula lacrimal mostrou escores de dacrioadenite 

significativamente maiores nas glândulas lacrimais Nrf2-/- de camundongos 

jovens e de meia-idade, quando comparadas ao tipo selvagem da mesma 

idade (Figura 4A). Além disso, níveis aumentados no focus score, uma medida 

de infiltração da glândula lacrimal, foram encontrados em camundongos Nrf2-

/- de meia idade. A avaliação da densidade de células caliciformes evidenciou 

que camundongos Nrf2-/- apresentaram perda destas células no 

envelhecimento semelhante a camundongos do tipo selvagem (Figura 4B). 

Não houve diferença no focus score entre camundongos reprodutores e não-

reprodutores de meia idade (dados não mostrados). Isso indica que o acúmulo 

progressivo de ERO tem um efeito deletério e acentuado na glândula lacrimal. 

Em seguida, a absorção de um corante fluorescente foi investigada como uma 

medida da permeabilidade corneana, uma característica importante da 

doença do olho seco em humanos. Dados na Figura 4C mostram um aumento 
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significativo na permeabilidade corneana com o envelhecimento nos 

camundongos das linhagens selvagem e Nrf2-/- de 12 a 13 meses de idade. 

No entanto, camundongos Nrf2-/- apresentaram um aumento significativo na 

ruptura da barreira corneana. 

Observou-se também que níveis de mRNA de IL-1β, MHC II e IFN- 

estavam aumentados em camundongos jovens Nrf2-/- em comparação com o 

tipo selvagem da mesma idade, e níveis maiores de mRNA de IL-1β, MHC II, 

TNF-α, IFN- e catepsina S foram observados em camundongos Nrf2-/- de 

meia idade em comparação com camundongos do tipo selvagem da mesma 

idade (Figura 4D). Estes resultados indicam que a falta de equilíbrio e 

aumento das vias oxidativas podem alterar profundamente a saúde da 

glândula lacrimal com o envelhecimento, promovendo aumento da inflamação 

e infiltração tecidual. Além disso, também indica que o Nrf2 é uma via crucial 

para controlar o estresse oxidativo com o envelhecimento nas glândulas 

lacrimais. 
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* P <0,05, ** P <0,01, **** P <0,0001, comparando-se a idade na mesma linhagem. ++ P <0,01, 
+++ P <0,001 e ++++P <0,0001, comparando-se linhagens distintas.   

 

Figura 4 - Aumento da dacrioadenite e olho seco com o envelhecimento em 
camundongos Nrf2-/- 
 
A. Secções representativas da glândula lacrimal coradas com hematoxilina e eosina 
(H&E) mostrando aumento da densidade do focus score em camundongos Nrf2-/-, em 
comparação com camundongos do tipo selvagem (WT) da mesma idade; n = 4-
5/idade/linhagem. Teste 2-Way ANOVA, seguido pelo teste de comparação de Sidak. 
B. Densidade de células caliciformes medida na conjuntiva de camundongos WT e 
Nrf2-/-. Cada ponto representa um animal. Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste 
de comparação de Dunn. C. Imagens representativas de córneas coradas com 
Oregon Green Dextran-488 (OGD) em camundongos WT e Nrf2-/- jovens e de meia-
idade. Dados acumulados no gráfico. Cada ponto representa um animal (média entre 
os olhos direito e esquerdo). Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de 

comparação de Dunn. Barra da escala = 500 m. D. Expressão de IL-1β, TNF-α, IFN-

, MHC II e catepsina S após transcrição do mRNA em glândulas lacrimais de 
camundongos WT e Nrf2-/- com 2-3 meses e 12-13 meses de idade; n = 4-5/grupo. 
Teste 2-Way ANOVA, seguido pelo teste de comparação de Sidak.  
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Uma dieta indutora de Nrf2 melhora o olho seco relacionado à idade 

 

Já mostramos anteriormente que o componente pterostilbene da fruta 

blueberry protegia as células epiteliais da córnea do estresse oxidativo 

induzido pela hiperosmolaridade 59. Portanto, testamos se a administração de 

uma dieta antioxidante poderia alterar a inflamação e o estresse oxidativo 

relacionados à idade e melhorar o olho seco. Camundongos C57BL/6 com 

15,5 a 17 meses de idade foram randomizados para receber uma dieta padrão 

ou uma dieta contendo 0,1% de Oltipraz® por oito semanas (Figura 5A). Uma 

dieta com a mesma concentração de Oltipraz® administrada a camundongos 

com 18 meses de idade durante as 2 semanas melhorou o estresse oxidativo 

relacionado à idade no fígado 60. 

Os tecidos foram coletados após a eutanásia quando os camundongos 

tinham 17,5-19 meses de idade. Os camundongos foram pesados 

semanalmente; não houve diferença na massa corporal no início ou no final 

do estudo (dados não mostrados). Western Blot de lisados das glândulas 

lacrimais coletadas após o tratamento mostraram que os níveis de nitrotirosina 

e 4-HNE foram reduzidos no grupo da dieta Oltipraz, confirmando seu efeito 

antioxidante (Figura 5B). A dieta anti-oxidante produziu um número 

significativamente menor no focus score (Figura 5C), acompanhado por uma 

diminuição significativa na expressão das citocinas inflamatórias IL-1β e níveis 

de mRNA de TNF-α em comparação à dieta regular. Não houve alteração nos 

níveis de MHC II, IFN- e cathespin S. Houve um aumento significativo em 

glutationa S-transferase P (GST-P1) nas glândulas lacrimais do grupo da dieta 
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Oltipraz®, um gene que foi demonstrado ser regulado positivamente por 

Oltipraz® (Figura 5D). Uma diminuição nas células T CD45+CD4+ que se 

infiltravam nas glândulas lacrimais foi observada através da análise de 

citometria de fluxo no grupo com a dieta Oltipraz® (Figura 5E). A infiltração de 

células B foi investigada a nível genético usando sondas específicas de CD19, 

observando uma diminuição significativa no mRNA nas células CD19 em 

camundongos submetidos à dieta Oltipraz® (Figura D). A avaliação das células 

caliciformes na conjuntiva mostrou que o tratamento com a dieta antioxidante 

melhorou significativamente a perda de células caliciformes que acontece no 

envelhecimento (Figura 5F). 

Esses resultados indicam que a dieta com Oltipraz® melhorou o olho 

seco relacionado à idade, diminuindo os marcadores de estresse oxidativo, a 

infiltração linfocítica, os marcadores inflamatórios e a densidade celular. 
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Figura 5 -  Uma dieta indutora de Nrf2 melhora o olho seco relacionado à 
idade 
 
A. Esquema das dietas utilizadas. Os camundongos C57BL/6 com idades entre 15,5 
e 17 meses foram randomizados para receber dieta padrão (SD) ou dieta contendo 
0,1% de Oltipraz® (OTZ) por 2 meses. B. Western Blot para nitrotirosina, 4-HNE e β-
actina em lisados da glândula lacrimal comparando as dietas SD e OTZ e 
densitometria mostrando razões WB após 2 meses; n = 4/grupo. Teste U de Mann-
Whitney. C. Seções representativas de LG coradas com H&E mostrando focus score 
diminuído após a dieta OTZ; dados acumulados mostrados no gráfico à direita. As áreas 
de infiltração são demarcadas; n = 6-7/grupo. Teste U de Mann-Whitney. D. Análise da 
expressão gênica de citocinas inflamatórias e glutationa S-transferase P (GST-P1) 
mostrando diminuição do mRNA inflamatório na LG após a dieta com OTZ; n = 4-
5/grupo. Teste 2-Way ANOVA, seguido pelo teste de comparação de Sidak.  
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Figura 5 (continuação) - Uma dieta indutora de Nrf2 melhora o olho seco 
relacionado à idade 
 

E. Gráficos de pontos representativos mostrando a estratégia de gating de glândulas 
lacrimais digeridas por colagenases e coradas com corante live/dead, CD45 e 
anticorpos CD4 para a citometria de fluxo. O gráfico acumulativo à direita mostra a 
frequência de células T CD45+CD4+; n = 6/grupo. Teste U de Mann-Whitney. F. 
Imagens representativas de secções conjuntivas coradas com PAS mostrando 
aumento da densidade de células caliciformes com a dieta OTZ. A demarcação dos 
quadrados à esquerda representa uma ampliação maior da área, com o gráfico 
acumulativo à direita; n = 6/grupo; Teste U de Mann-Whitney. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Com o aumento da expectativa de vida, também ocorre o aumento das 

doenças relacionadas à idade. Há um grande esforço para encontrar novas 

terapias, não apenas para melhorar a qualidade de vida, mas também para 

prevenir doenças frequentemente encontradas na população idosa. O 

estresse oxidativo foi reconhecido como parte do processo de 

envelhecimento. Muitas das perguntas deste estudo abordam lacunas no 

conhecimento relacionado ao envelhecimento, com especial atenção à 

glândula lacrimal e à superfície ocular. Nosso estudo mostrou que o 

envelhecimento está associado ao aumento de marcadores inflamatórios e de 

estresse oxidativo. Uma dieta antioxidante com um indutor Nrf2 melhorou o 

olho seco relacionado à idade, enquanto os camundongos Nrf2-/- tiveram pior 

dacrioadenite com o envelhecimento. 

As glândulas lacrimais envelhecidas apresentaram considerável 

infiltração linfocítica, semelhante à infiltração observada em outros modelos 

animais da síndrome de Sjögren 61. A infiltração em algumas glândulas foi 

organizada em áreas concêntricas, semelhante aos centros germinativos 

(Figura 1). Estudos em biópsias de glândulas lacrimais também identificaram 

considerável infiltração imune e perda de parênquima acinar em 

camundongos mais velhos e cadáveres 62, 63. Draper et al. 64 mostraram uma 

diminuição significativa no conteúdo total de proteínas e secreção de 

peroxidase na estimulação basal e após estímulo agonista. Outros estudos 
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demonstram um aumento paradoxal no volume de lágrimas em camundongos 

idosos B6, avaliado por meio da análise do menisco lacrimal 65, 66. Os níveis 

de certas imunoglobulinas nas lágrimas também são alterados em 

camundongos idosos 67. 

A avaliação das citocinas lacrimais em nosso estudo mostrou um 

aumento progressivo no IFN- e IL-12p70, o que foi acompanhado por uma 

queda acentuada nos níveis de VEGF já aos 12 meses de idade. O IFN- e a 

IL-13 têm efeitos opostos na superfície ocular, promovendo apoptose das 

células caliciformes e manutenção homeostática, respectivamente 33, 38. 

Indivíduos saudáveis apresentam um aumento dos sintomas oculares e piora 

do tempo de ruptura do filme lacrimal à medida que envelhecem 52, 53. Foi 

demonstrado que os níveis de concentração de IL-8, IL-6, TNF-α e a 

expressão e secreção de células T apresentaram correlação positiva 

(aumento) com a idade em indivíduos idosos que não apresentavam olho seco 

53. Ao mesmo tempo, lágrimas de idosos apresentaram níveis diminuídos de 

fatores de crescimento específicos, como fator de crescimento semelhante à 

insulina tipo 1 68. O resultado são lágrimas pró-inflamatórias, como observado 

em nosso estudo. 

Observamos um aumento significativo nos níveis de MHC II, IFN-, IL-

1β, TNF-α e catepsina S nos níveis de mRNA e de proteínas, assim como um 

aumento na fosforilação de p65 da via NFκB na glândula lacrimal envelhecida. 

Uma característica típica do envelhecimento é um estado inflamatório crônico 

de baixo grau denominado inflammaging 24, caracterizado por um aumento 

geral na produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, TNF-α e IL-1β. 
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Mediadores inflamatórios séricos aumentados estão associados a doenças 

relacionadas à idade 23-25. Níveis séricos aumentados de TGF-β em 

centenários podem ser considerados um biomarcador de boa saúde 26, 

enquanto níveis séricos aumentados de IL-6 e TNF- são preditores de 

incapacidade e mortalidade em octogenários e centenários 27, 29, 30. As 

diferenças individuais na regulação de citocinas pró e anti-inflamatórias 

podem ser críticas no resultado das respostas imunológica e inflamatória 

relacionadas à idade 44. A catepsina S é uma potente cisteína/protease 

expressa nos compartimentos lisossômicos das células com atividade 

fagocítica, como macrófagos e células apresentadoras de antígenos (APCs), 

também encontrada no compartimento lisossômico das glândulas lacrimais 69, 

70. NFκB é a principal via de sinalização da inflamação utilizada por células 

epiteliais dendríticas 71, 72. Foi demonstrado que o knock-out da subunidade 

reguladora negativa nfkb1 do fator de transcrição NFκB induz o 

envelhecimento prematuro em camundongos, devido à ativação constitutiva 

da via NFkB 73, enquanto a modulação da via NFkB foi proposta como uma 

terapia antienvelhecimento 74. 

Existem muitas teorias que tentam explicar as causas do declínio e 

disfunção celular que acompanham a cronologia do envelhecimento. O 

conceito de estresse oxidativo levando ao envelhecimento foi proposto pela 

primeira vez em 1956 por Harman 75. Desde então, avançamos no 

entendimento de como o estresse oxidativo participa do processo de 

envelhecimento. A nitrotirosina foi identificada como um indicador de dano 

celular, inflamação e produção de óxido nítrico 3, enquanto o 4-HNE é um dos 
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principais produtos da peroxidação lipídica, intensificada no mecanismo do 

estresse oxidativo. Nossos resultados mostraram níveis elevados de ambos 

os marcadores, confirmando níveis aumentados de estresse oxidativo na 

glândula lacrimal envelhecida. Estudos anteriores demonstraram uma ligação 

entre o aumento dos níveis de estresse oxidativo e a doença da superfície 

ocular e inflamação da glândula lacrimal. Foi demonstrado que em 

camundongos com Tet-mev-1 induzível houve um aumento da infiltração da 

glândula lacrimal, inflamação e diminuição da secreção de lágrimas 76. Isso 

ocorre devido ao aumento dos níveis de ERO secundárias a uma maior cadeia 

de transporte de elétrons nas mitocôndrias 76. Os camundongos SOD1-/- 

apresentam mais rápido sinais de envelhecimento, assim como a disfunção 

mitocondrial e a infiltração da glândula lacrimal. Foram encontrados 

marcadores de oxidação lipídica e protéica aumentados na conjuntiva de 

pacientes com olho seco e síndrome de Sjögren 55, 56, 77, 78, 79. Há um interesse 

crescente em modular os danos do estresse oxidativo como terapia para o 

olho seco 2, 78, 80-86.  

Há evidências crescentes na literatura sobre o papel do Nrf2 no 

envelhecimento. Camundongos Nrf2-/- apresentaram um envelhecimento mais 

acelerado na retina e aumentaram as respostas inflamatórias ao LPS 87, 88. A 

síndrome de progeria de Hutchinson-Gilford, que apresenta o envelhecimento 

acelerado, apresenta a atividade transcricional de Nrf2 prejudicada e, 

consequentemente, aumento do estresse oxidativo crônico 89. Nossos 

achados mostrando que o envelhecimento é acompanhado por estresse 

oxidativo foram fornecidos pela avaliação dos camundongos Nrf2-/-, nos quais 
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o focus score e os marcadores inflamatórios da glândula lacrimal aumentaram 

a partir dos 2 meses de idade (Figura 4). O envelhecimento cronológico de 1 

ano aumentou os focos e a inflamação para níveis ainda mais altos do que os 

observados nos camundongos C57BL/6 com 24 meses de idade. Além disso, 

os camundongos Nrf2-/- exibiram altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, de 

acordo com a literatura 88, 90. Neste estudo, houve uma perda significativa de 

células caliciformes com o envelhecimento nos camundongos C57BL/6, 

embora não tenha diferença nas linhagens de camundongos Nrf2-/- e do tipo 

selvagem.  

Alguns estudos mostraram que o envelhecimento pode ser retardado. 

Estudos de restrição calórica sem desnutrição demonstraram que a vida útil 

pode ser aumentada em ratos e camundongos 91-95. Estudos demonstraram 

que a administração de dietas ricas em anti-oxidantes pode ser usada para 

retardar a atividade de radicais livres nas alterações fisiológicas associadas à 

idade e aumentar a vida útil do corpo 60, 75, 96-98. Nossos resultados mostraram 

que o uso de uma dieta indutora de Nrf2 (Oltipraz) por 8 semanas em 

camundongos com 19 meses de idade mostrou não apenas uma melhora nos 

níveis de estresse oxidativo e no focus score da glândula lacrimal, mas 

também uma redução na IL-1β e TNF-α, embora não tenha apresentado 

diminuição nos valores de MHC II, catepsina S e IFN-. Houve também um 

efeito benéfico na superfície ocular, observado através do aumento nas 

células caliciformes conjuntivais. Optamos por iniciar o tratamento em 15,5 a 

17 meses porque queríamos demonstrar efeitos terapêuticos em vez de 

preventivos. No entanto, não podemos excluir que um início mais cedo (antes 
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de 15 meses) ou tratamento prolongado (maior que 8 semanas) poderia 

modular ainda mais o aumento relacionado à idade no MHC II, IFN- e 

catepsina S. O Oltipraz® foi inicialmente usado para inibir o crescimento 

tumoral em diferentes órgãos de roedores e, recentemente, tem sido utilizado 

para terapia e prevenção do estresse oxidativo, tanto in vitro quanto in vivo 60, 

99-101. A dieta do Oltipraz® por 2 semanas em camundongos com 18 meses 

aumentou os níveis de glutationa no fígado 60. Na doença renal induzida por 

cisplatina, o Oltipraz® melhorou a sobrevivência celular e aumentou os genes 

anti-oxidantes GCLC e NQO1 in vitro 100. Gavagem oral de Oltipraz® também 

melhorou a função cardíaca e diminuiu os níveis de proteína IL-1β e TNF-α 

em um modelo de insuficiência cardíaca em ratos 101. A ativação sistêmica do 

Nrf2 demonstrou modular a autoimunidade no camundongo scurfy, uma 

linhagem autoimune desprovida de células T reguladoras; resultados 

impressionantes foram observados no fígado, pele e pulmão 102. Os autores 

mostraram uma diminuição significativa na produção de citocinas pelas 

células T CD4 e CD8+, além de um aumento da sobrevida. 

Enquanto progredimos no melhor entendimento sobre confluência 

entre o envelhecimento e doenças oculares, há uma falta de informações 

sobre como esses mecanismos podem ser associados entre si. Nossos 

estudos mostraram que direcionar o estresse oxidativo com terapias 

antioxidantes pode atrasar e modificar alterações relacionadas à idade, tanto 

na glândula lacrimal quanto na superfície ocular. Esses resultados lançam luz 

sobre a interseção entre inflamação, envelhecimento e saúde da superfície 

ocular. Novos tratamentos e abordagens terapêuticas podem surgir na 
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tentativa de reduzir doenças oculares que são acompanhadas pelo 

envelhecimento. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

A administração da dieta antioxidante Oltipraz® (OTZ) por 2 meses em 

camundongos com 15,5-17 meses de idade evidenciou melhora nos níveis de 

estresse oxidativo e de focos inflamatórios nas glândulas lacrimais. Este 

estudo identificou marcadores inflamatórios e de estresse oxidativo que 

aumentam com o envelhecimento da glândula lacrimal, além da constatação 

de que glândulas lacrimais de camundongos knock-out para NRF2 são mais 

suscetíveis ao estresse oxidativo. 

Os resultados deste estudo ajudam a entender como a biologia do 

estresse oxidativo relaciona-se com o envelhecimento das glândulas 

lacrimais, assim como um melhor conhecimento da intersecção entre a 

senilidade e a saúde da superfície ocular. 

O estudo propõe uma abordagem terapêutica que poderá contribuir 

para a diminuição de outras doenças oculares e alterações oftalmológicas 

durante o processo do envelhecimento. 
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8 ANEXOS 

Carta de aprovação do Comitê de Ética – Baylor College of Medicine 
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Carta de aprovação CEUA - FMUSP 
 
 

 
 
 
 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

Avenida Dr. Arnaldo, 455  
Pacaembu – São Paulo – SP 

Comissão de Ética no Uso de Animais da FMUSP  

e-mail: ceua@fm.usp.br  

COM I SSÃO DE ÉTI CA NO USO DE ANI M AI S 
 

         Certificamos que a proposta intitulada “Papel do Estresse Oxidativo 

no Envelhecimento das Glândulas Lacr imais”, registrada com o nº  

1148 / 20 18 , sob a responsabilidade de M ilton Ruiz Alves e Rodr igo Guimarães 

de Souza, apresentada pelo Departamento de Oftalmologia e Otorrinolaringologia - 

que envolve a produção, manutenção e/ou utilização de animais pertencentes ao filo 

Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa científica (ou 

ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei nº 11.794, de 8 de outubro 

de 2008, do Decreto nº 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas 

pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), e foi 

aprovada pela COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade 

de Medicina da USP em reunião de 12.09.18 

Finalidade (   ) Ensino   ( x ) Pesquisa Científica 

Vigência da autorização Início:  02-01-2017 Término:  31-12-2020 

Espécie/linhagem/raça Camundongo C57BL/6 e  Camundongo Knockout NFR2 

Nº de animais Não se aplica 

Peso/Idade Não se aplica 

Sexo Não se aplica 

Origem Baylor College of Medicine 

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatório com todas 
as atividades. 
 
       CEUA-FMUSP, 12 de Setembro de 2018 

 

 

 

   Dr. Eduardo Pompeu     
       Coordenador 
     Comissão de Ética no Uso de Animais               
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