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RESUMO

Souza RG. Papel do estresse oxidativo no envelhecimento das glandulas
lacrimais [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo, 2021.

INTRODUCAOQO: O envelhecimento desempenha um fator relevante no
processo de alteragdes oftalmoldgicas, sendo um agente contribuinte para o
surgimento de inUmeras patologias. O estresse oxidativo e a diminuicdo da
capacidade de reparo e degradacédo celular contribuem para acentuar as
alteracdes do envelhecimento. Por meio do fator nuclear eritroide 2 (NRF2) o
organismo expressa proteinas antioxidantes que atuam como fatores
protetores. A glandula lacrimal representa uma estrutura fundamental na
compreensdo das alteracfes imunoldgicas 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 glandula lacrimal e compreender suas alteracdes, 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 interseccdo entre estresse oxidativo e envelhecimento
da glandula lacrimal. Auxiliam para as respostas de varios questionamentos
envolvidos neste processo, além de propor eventuais opc¢des de tratamento
por meio da modulagdo da via do estresse oxidativo. METODOS:
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 analise histoldgica, imunocoloracao,
expressao génica, western blot e citometria de fluxo. LAminas histologicas
foram usadas para medir o focus score da GL. RESULTADOS: GL de
camundongos B6 idosos apresentaram infiltrac&o linfocitica significativamente
maior, niveis mais altos de transcricdo de mRNA de MHC Il, IFN-y, IL-18, TNF-
a e catepsina, além de maior expressao proteica de nitrotirosina (NT) e 4-
hidroxinonenal (4-HNE). Os camundongos jovens Nrf2”- mostraram um
aumento nos niveis de transcricdo de mRNA de IL-1B3, IFN-y, MHC Il e Ctss
em comparagcdo aos camundongos WT jovens, e maiores alteracdes
relacionadas a idade foram observadas aos 12-13M de idade. A dieta com
Oltipraz diminuiu significativamente a expressao de nitrotirosina e 4-HNE,
diminuiu os niveis de mMRNA de IL-1B e TNF-qa, além de reduzir a frequéncia
de células CD45*CD4* na GL, aumentando significativamente a densidade de
células caliciformes em comparacdo com a dieta padrdo. CONCLUSAO: O
aumento dos marcadores de estresse oxidativo e inflamatorios foi constatado
com o envelhecimento da glandula lacrimal. A administragdo da dieta



antioxidante Oltipraz® (OTZ) mostrou melhora desses marcadores e do olho
seco relacionado a idade.

Descritores: Aparelho lacrimal; Sindromes do olho seco; Estresse oxidativo;
Envelhecimento; Interferon gama; Catepsina S; Inflamacéao.

Xi



ABSTRACT

Souza RG. Role of oxidative stress in aging of the lacrimal glands [thesis]. Sao
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo 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 I, IFN-y, IL-
18, TNF-a, and Cathepsin S (Ctss) mRNA transcripts, and greater nitrotyrosine
(NT) and 4-hydroxyneal (4-HNE) protein. Young Nrf2”- mice showed an
increase in IL-18, IFN-y and MHC Il 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-718 and TNF-a 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 INTRODUCAO

A capacidade do organismo em metabolizar e eliminar substancias
toxicas diminui com a idade. O aumento na expressdao de marcadores de
estresse oxidativo foi evidenciado no filme lacrimal e na superficie ocular de
pacientes com olho seco e seu estudo pode contribuir ndo apenas para
compreender melhor a intensidade da doenca, como também para esclarecer
sua patogénese 1 2.

O estresse oxidativo estad diretamente relacionado com o
envelhecimento ocular e moléculas produzidas durante esse processo tém
sido relatadas como componentes de sinalizacdo celular 3. O aumento
relacionado a idade na quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO),
assim como uma diminuicdo nos mecanismos de reparo e degradacao celular,
contribuem para o acumulo de proteinas oxidadas e a consequente formacéao
de proteinas amiloides 4.

A glandula lacrimal, apesar de ndo ser constantemente agredida pelas
alteracdes ambientais como a superficie ocular, também reflete em suas
estruturas alteracbes relacionadas ao envelhecimento, tais como fibrose,
infiltracdo e proliferacdo ductal, formacéo cistica e diminuicdo de sua
capacidade secretora > 8. No decorrer da vida, a exposicdo a numerosos
agentes externos e um sistema imunolégico que comeca a diminuir sua
eficacia contribuem para que a glandula ndo consiga lidar de maneira

adequada contra agentes estressores, podendo gerar inflamagdo e
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modificagGes estruturais. Uchino et al. 7 demonstraram que o estresse
oxidativo na glandula lacrimal acarreta disfuncdes no filme lacrimal que
contribuem para o surgimento do olho seco, dentre outras alteracdes.

O estresse oxidativo ocorre quando os antioxidantes presentes no
organismo sao incapazes de neutralizar as ERO geradas habitualmente pelos
processos metabdlicos 4. A manutencdo de um nivel fisiolégico do processo
de oxidacdo-reducdo € fundamental para o desempenho adequado do
organismo, enquanto em excesso pode causar dano celular 8 Em jovens
saudaveis, por exemplo, baixos niveis de ERO sdo neutralizados por enzimas
antioxidantes. Dessa forma, embora as ERO sejam tradicionalmente vistas
como nocivas, a producdo controlada de oxidantes em olhos normais é
importante na coordenacdo das vias de sinalizacédo & °. Niveis elevados de
ERO, marcadores de estresse oxidativo e células inflamatorias foram
encontradas na conjuntiva e filme lacrimal de pacientes com Sindrome de
Sjogren e em diferentes modelos animais de olho seco, assim como em outras
disfuncbes oculares, tais como alteracdes de superficie, catarata, glaucoma,
retinopatia diabética, retinose pigmentar, neuropatias toxicas, uveites e
degeneracédo macular relacionada a idade % 3.

O fator nuclear eritroide 2 (NRF2) representa o fator de transcricao que
regula a expressao de proteinas antioxidantes que protegem contra o estresse
oxidativo, causado por lesdes ou processos inflamatorios. A sua ativacao é
nitidamente uma atuacéo protetora do organismo e seu estimulo representa
uma das respostas primarias contra agentes estressores e toxicos,

protegendo os principais 6rgéos e sistemas & 1% 11, Sob condi¢ées normais,
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ele € mantido no citoplasma por um aglomerado de proteinas que podem
degrada-lo rapidamente. Sob condicbes de estresse oxidativo, ndo é
degradado, se dirige ao nucleo da célula e se liga a um DNA promoter, um
segmento do acido desoxirribonucleico que leva a iniciacao da transcricédo de
um determinado gene e suas proteinas que atuam em processos
antioxidativos 1% 12,

Muitas drogas que estimulam a via NFR2 tém sido estudadas para o
tratamento de doencas causadas pelo estresse oxidativo. O tratamento ocular
tépico com medicamentos antioxidantes mostrou melhora dos sinais clinicos,
além de diminuir processos inflamatorios, marcadores de estresse oxidativo e
producédo de ERO na superficie ocular 3. Oltipraz®, que representa uma dieta
antioxidante, tem sido associado como um indutor de enzimas metabdlicas e
do fator NRF2 4,

Este projeto baseia-se na hipotese de que ha um aumento patolégico
de marcadores celulares de estresse oxidativo com o envelhecimento da
glandula lacrimal, comprometendo o seu funcionamento fisiolégico e

predispondo a eventuais alteracfes oftalmoldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

e Identificar se marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo
aumentam com o envelhecimento da glandula lacrimal.
e Verificar se as glandulas lacrimais de camundongos knock-out para

NRF2 sdo mais suscetiveis ao estresse oxidativo.

2.2 Objetivo especifico

e Verificar se a dieta com um potente agente indutor de NRF2
(Oltipraz®), oferecida por 2 meses a um grupo de camundongos, é
eficaz na prevencdo do aparecimento de anormalidades

decorrentes do estresse oxidativo na glandula lacrimal.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Alteracbes oftalmologicas decorrentes do envelhecimento tém sido

bastante estudadas nos ultimos anos, como as proposicdes listadas abaixo:

a O envelhecimento ¢é responsavel por inumeras alteracdes
oftalmoldgicas na populacéo idosa, sendo o olho seco uma das mais

frequentes

O olho seco representa uma das doencas mais prevalentes na
populacdo idosa. Outras importantes alteracbes oculares incluem a
degeneracdo macular relacionada a idade, a frouxidao palpebral, a atrofia e
metaplasia da glandula meibomiana, a diminuicdo do volume lacrimal
associado a reducéo do tempo de ruptura do filme lacrimal e o olho seco.
Grandes estudos epidemiolégicos do Women's Health Study e Physician's
Health observaram que a prevaléncia de olho seco aumenta em mulheres e
homens a cada 5 anos apds os 50 anos, com maior prevaléncia em mulheres
em comparagdo com homens. Assim, idade e género feminino representam
0s maiores fatores de risco para o olho seco > 16, Além disso, achados clinicos
da diminuicdo da producéo lacrimal em mulheres durante a 62 década de vida
contribuem para essa afirmativa 1 8, A irregularidade da superficie corneana
no olho seco degrada a fungéo visual, diminuindo a sensibilidade ao contraste

e a acuidade visual *°. O comprometimento visual € um das 10 deficiéncias
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mais comuns, com impactos nao apenas relacionados a visdo, como tambéem
na mobilidade, independéncia e qualidade de vida. Verificou-se que a
presenca de olho seco afetou significativamente a capacidade de realizar
atividades diarias, como leitura, uso de computador e conducdo de
automoveis 2°. Deficiéncias visuais relacionadas ao olho seco foram
associadas a quedas em pessoas idosas 2!, sendo as complicacGes desses
acidentes as principais causas de morte por lesées em idosos com idade
superior a 65 anos . 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 %2

b. O sistemaimunolégico muda com o envelhecimento

Imunossenescéncia € um declinio na funcdo imunoloégica com
diminuicdo na populacao de células T naive, acompanhada por inflamacéo
cronica, hiperimunoglobulinemia, autoimunidade, ma resposta a vacinas e
aumento da suscetibilidade a infec¢cdes. Uma caracteristica tipica do
envelhecimento é o estado inflamatério crénico de baixo grau, caracterizado
por um aumento geral na producdo de citocinas pré-inflamatérias 23. Os
mediadores inflamatorios séricos aumentados foram associados a doenca de
Alzheimer, deméncia, doenca de Parkinson e diabetes tipo 2 3 24 25 Os
leucdcitos de pessoas idosas produzem quantidades maiores de IL-1, IL-6, IL-
8 e fator de necrose tumoral (TNF-a) apdés serem induzidos por

lipopolisacarideos, quando comparados a leucécitos de doadores jovens 26,
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Embora o aumento dos niveis séricos de TGF-3 em pessoas que alcancaram
0s 100 anos de idade possa ser considerado um biomarcador de boa saude
27, 0 aumento dos niveis séricos de IL-6 e TNF-a sdo preditores de morbidade
e mortalidade em pessoas de 80 a 100 anos 28 2° 30, As diferencas individuais
na regulacao das citocinas pré e anti-inflamatoérias talvez sejam criticas no
resultado final da resposta imune e inflamatéria relacionada a idade 3. As
mudancas no sistema imunologico tém profundas consequéncias para a

sobrevida e séo preditores confiaveis de morbidade e mortalidade em idosos

32
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4 METODOS

O desenvolvimento deste projeto foi possivel mediante financiamento
do National Eye Institute e National Health Institute (NEI/NIH EY026893). O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais Experimentais do Baylor College of Medicine Center for Comparative
Medicine (Protocolo AN-7342) e na Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séao 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
colénias de reprodutores. Camundongos idosos fémeas C57BL/6 foram
mantidos em viveiros livres de patdgenos 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 transferéncia de casais para acasalamento e estabelecimento de
colénias de reproducdo no Baylor College of Medicine. Os camundongos
Nrf2-/- homozigotos tém um fundo genético misto de C57BL/6/SV129. Os
camundongos foram mantidos em instalacdes especificas livres de patégenos
no Baylor College of Medicine, com ciclos diurnos de 12 horas de luz e 12
horas de escuro, com livre acesso a comida e agua. Como o olho seco é mais
frequente em mulheres 1> 28 e camundongos machos idosos ndo desenvolvem
ruptura da barreira corneana (uma caracteristica do olho seco) 3!, apenas

fémeas foram utilizadas neste estudo.

4.2 Dieta com Oltipraz®

Para este projeto, 30 camundongos idosos fémeas C57BL/6, com
idades entre 15,5-17 meses foram divididos entre duas dietas: submetidos a
dieta standard (ou padréo), foram comparados a camundongos com a mesma
idade submetidos a uma dieta contendo 0,1% de Oltipraz® (Toronto Research
Chemicals, Toronto, Canada), feita sob encomenda, por um periodo de 8
semanas (n = 15 por dieta). Oltipraz® € um composto organosulfurado
pertencente a classe das ditioletionas, correspondendo a uma dieta
antioxidante, com relatos em diversos estudos de sua capacidade em inibir
0 crescimento de tumores em camundongos, assim como diminuir danos ao

DNA hepético e induzir enzimas a mediar processos de desintoxicacdo 4 33,

Os tecidos foram coletados ap6s a eutanasia dos animais e analisados via
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western-blot, histologia e imunohistoquimica °. Os camundongos foram

pesados semanalmente.

Dieta standard  Dieta standard  ou dieta Oltipraz

| X | X m{%&ﬁﬂﬂ Fim do estudo
|

I I
Nascimento 15,5-17 meses  17,5-19 meses (idade)

Esquema das dietas usadas

4.3 Isolamento de RNA e PCR em tempo real

O RNA total das glandulas lacrimais foi extraido usando o kit de
isolamento de RNA QIAGEN RNeasy Plus Mini (Qiagen), seguindo o protocolo
do fabricante. Apds o isolamento, a concentracdo 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 (reacdo de polimerase em cadeia em tempo
real) foi realizada utilizando sondas MGB Tagman especificas para IL-13 (lI1b,
Mm00434228), complexo principal de histocompatibilidade classe Il (MHC-II,
MmO00482914), IFN-y (Ifng, MmMO00801778), TNF-a (TNFa, Mm00443258),
Catepsina S (Ctss, Mm00457902), glutationa S-transferase P (GST-P1,
MmO04213618) e Tagman 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 recomendagdes do

fabricante. O gene da hipoxantina fosforibosiltransferase 1 (HPRTL1,
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Mm00446968) foi utilizado como referéncia endogena para cada reacéo. 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, coloracdo PAS, imunofluorescéncia, imuno-

histoquimica e quantificacdo do focus score

Os olhos e anexos oculares foram excisados, fixados em formalina a
10%, embebidos em parafina e cortados em se¢des de 5 pm usando um
micrétomo (Microm HM 340E, ThermoScientific Wilmington, DE). As seccdes
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 numero de células positivas
por milimetro 33,

A imunofluorescéncia foi realizada para detectar anticorpos de
nitrotirosina (1: 100, Cat # 306507, RD Systems, Minneapolis, MN) e fator
fosfonuclear kappa beta (NFkB) p65 (1: 100, Abcam, Cambridge, MA, Cat #
ab106129), usando para fixagdo acetona gelada e como solugao de bloqueio
goat serum a 20%. Como anticorpos secundarios, utilizou-se anticorpos IgG
conjugados Alexa-Fluor 488 de goat anti-rabbit, como descrito anteriormente
35 As imagens foram capturadas e fotografadas por um microscépio de
fluorescéncia Nikon (Nikon, Eclipse E400 equipado com uma camera digital

DS-F1).
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A imuno-histoquimica foi realizada para detectar IL-1B (1:100, rabbit
monoclonal D4T2D, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, Cat # 12426S)
e MHC 1l (1:100, IA/IE, clone M5/ 114.15.2, BD Pharmingen, San Diego, CA,
Cat # 556999), TNF-a (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 secundarios 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 secdes de glandula lacrimal coradas com
hematoxilina e eosina em um microscopio de luz padréo usando uma objetiva
10X (Nikon, Eclipse E400) por dois observadores mascarados. Os focos
compostos por um minimo de 50 células mononucleares foram contados e
registrados. As laminas foram digitalizadas para obter imagens digitais usando
o PathScan Enabler V (Meyer Instruments, Houston, TX). As areas de tecido
foram medidas usando o software Nikon Elements. Os escores de foco foram
qguantificados como o numero de focos de células inflamatérias por area de

tecido de 4 mm?.



Métodos 17

4.5 Avaliacao da funcao da barreira corneana

A funcdo da barreira corneana foi avaliada pela quantificacdo 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 solugdo de 50 mg/mL de Oregon Green Dextran-
488 foi instilado na superficie ocular 1 minuto antes da eutanasia. As corneas
foram enxaguadas com 2 mL de solucdo salina de tampao fosfato
fotografadas com microscépio de aumento (modelo SMZ 1500; Nikon), sob
fluorescéncia a 470 nm. As imagens foram adquiridas com uma fonte LED de
luz Lumecor, uma camara de alta velocidade e sensibilidade (Andor, Oxford
Instrument, Abingdon, UK) e um filtro de 488 nm. A intensidade da coloracéo
de Oregon Green Dextran-488 foi graduada em imagens digitais pela medida
da fluorescéncia média dentro de um circulo de 2 mm de didmetro na cérnea
central usando o software NIS Elements versdo AR, 5.20.02, avaliada por 2
observadores mascarados. A intensidade média dos olhos direito e esquerdo

foi calculada.

4.6 Medicao dos niveis de NFkB

As glandulas lacrimais foram coletadas e lisadas para extragdo de
proteinas citoplasmaticas e nucleares com um kit de extracdo nuclear (Cat#
40596, Active Motif, Carlsbad, CA), e armazenadas a -80 °C até serem

utilizadas. A ativagdo de NFkB p65 foi medida quantitativamente por um
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TransAM NFkB p65 que quantifica especificamente NFkB p65 fosforilado e
NFkB p65 total, de acordo com o protocolo do fabricante. Lisados proteicos
de células nucleares ou de células inteiras de jovens e idosos (50 ug) foram
adicionados a uma placa de 96 pocos, nos quais um oligonucleotideo
contendo o local de NFkB, havia sido bloqueado. A forma ativa de NFkB
contida no extrato nuclear de células inteiras se liga explicitamente a esse
oligonucleotideo. Apos a incubacdo com um anticorpo secundario conjugado
com HRP e solucdo de desenvolvimento colorimétrico, a absorbancia foi lida
a 450 nm com um comprimento de onda de referéncia de 655 nm, usando um
leitor de placas colorimétrico (Tecan Infinite M200, software Magellan V6.55;
Tecan, Mannedorf, Suica). Os resultados estdo presentes como a razao de

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

4.7 Coleta de lagrimas e ensaio de citocinas multiplex

As lagrimas foram coletadas de camundongos vivos de 2 a 3,12 e 24
meses 3 3%, Em resumo, instilou-se 1,5 uL de PBS + BSA a 0,1% no saco
conjuntival. O fluido lacrimal e o tampéao foram coletados com um tubo capilar
de vidro de volume de 1 yL (Drummond Scientific Co., Broomhall, PA) por
acao capilar do menisco lacrimal no canto lateral e armazenados a -80 °C
até a realizacdo do ensaio. Uma amostra consistiu em lavagens lacrimais de
ambos os olhos de dois camundongos reunidas (4 uL) em PBS + albumina
sérica bovina a 0,1% (BSA) (6 yL). Havia 7-18 amostras por grupo, divididas

em 4 experimentos independentes.
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As amostras foram adicionadas aos pocos contendo a mistura
apropriada de esferas de citocinas que incluia anticorpos monoclonais de
camundongo especificos para IFN-y, IL-17, IL-13, IL-12p70, VEGF, IL-1,
TNF-a, CCL-2 (Millipore, Burlington, MA, Cat #: MCYTOMAG-70K), como
relatado anteriormente 3. As reacGes foram detectadas com estreptavidina-
fitoeritrina usando um sistema Luminex 100 IS 2.3 (Austin, TX, EUA). O limite
minimo de deteccado para este ensaio foi de 0,3 pg/ml para VEGF, 0,5 pg/ml
para IL-17, 1,1 pg/ml para IFN-y, 2,3 pg/ml para TNF-a, 4,8 pg/ml para IL-
12p70, 5,4 pg/ml para IL-1p3, 6,7 pg/ml para CCL2, 7,8 pg/ml para IL-13 e 12,8
pg/ml para IL-13. Os resultados sdo apresentados como média e desvio

padréao (DP) (pg/ml).

4.8 Analise por citometria de fluxo (Flow Cytometry)

As glandulas lacrimais foram excisadas e incubadas com 0,1% de
colagenase IV, como descrito anteriormente “°. Linfonodos foram excisados e
preparados como descritos previamente 4. Suspensdes de células Unicas de
glandulas lacrimais jovens e envelhecidas foram incubadas com anti-CD16/32
(4°C, 10 minutos) e subsequentemente coradas em trés painéis diferentes:
painel 1) CD45 (clone 30F11, BD Biosciences) e MHC Il (clone IA/IE, BD
Pharmingen); painel 2) CD45 e IFN-y (clone XMGL1.2, Biolegend) e painel 3)
CD45 e CD4 (clone GK1.5, BD Bioscience).

Para coloragao intracelular de IFN-y, foram obtidas suspensdes

unicelulares e as células foram incubadas por cinco horas na presenca de 5%
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de CO2 com 0,5 pL de Golgi Stop ™ (BD Bioscience), 0,5 pL de Golgi Plug ™
(BD Bioscience), PMA (0,5 ug) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), ionomicina (0,5
Hg) (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 incubacdo com uma solucdo de
Fixacdo/Permeabilizacdo (eBioscience) por 18 horas, seguida de incubacao
com anti-IFN-y_Pacific Blue e anti-CD45_Alexa Fluor®700, conforme descrito
anteriormente “2.

Utilizou-se a seguinte estratégia de gating: os linfocitos foram
identificados por propriedades de disperséo direta e lateral, células Unicas
foram identificadas, células mortas foram excluidas e células CD45* foram
bloqueadas e seguidas pela identificacdo de CD45*MHCII* ou CD45*IFN-y*
ou Células CD45*CD4*. Os controles negativos consistiram em fluorescéncia
menos um esplendcito.

As células foram adquiridas com o citbmetro BD LSR Il ou BD Canto Il
Benchtop com o software BD Diva versao 6.7 (BD Biosciences). Pelo menos
100.000 eventos ou mais foram coletados. Os dados finais foram analisados

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

4.9 Western Blot

Glandulas lacrimais foram excisadas cirurgicamente e lisadas em

tampéo 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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concentracdo de proteina foi medida usando um kit especifico para para
micro-proteina BCA (Thermo Fisher, Waltham, MA, Cat# 23235). Os extratos
das glandulas lacrimais (50 pg) foram ressuspensos em tampéao e separadas
por eletroforese num gel TGX 4-15% pré moldado (Bio-Rad, Hercules, CA,
Cat# 4568084). As proteinas 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-B actina (SIGMA, St. Louis, MO, Cat# A5441), e
incubadas durante a noite a 4°C. A proteina actina € constitutivamente
expressa nas formas celulares, sendo por isso usada para a normalizacéo de
proteinas. Os complexos antigeno-anticorpos foram detectados pelo sistema
ECL Western Blotting (ECL™, GE Healthcare, Chicago, IL, Cat# RPN2106),
usando IgG anti-camundongo conjugado com peroxidase como anticorpo
secundario. 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 Anéalise Estatistica

O tamanho da amostra foi calculado com o StatMate2 Software
(GraphPad Software, San Diego, CA) com base em estudos piloto. As andlises
estatisticas foram realizadas com o software Graph Pad Prism (GraphPad

Software, San Diego, CA, versdo 8). Os dados foram avaliados primeiro
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guanto a normalidade com o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov.
Testes estatisticos paramétricos (teste t) ou ndo paramétricos (Mann-Whitney)
foram utilizados para fazer comparacdes entre dois grupos etarios. Sempre
que adequado, foram utilizados ANOVA unidirecional ou bidirecional ou
Kruskal-Wallis, seguidos de testes post hoc. A amostra final por cada desfecho

€ mostrada nas legendas das figuras.
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5 RESULTADOS

Inflamacdo aumentada na glandula lacrimal envelhecida

O envelhecimento € um fator de risco significativo para o surgimento do
olho seco %3, sendo relatado um estado inflamatério de baixo grau em
humanos com idade aumentada 4% Foi mostrado anteriormente que
camundongos C57BL/6J idosos desenvolvem espontaneamente olho seco,
assim como em humanos 4 46, No presente estudo, coletamos glandulas
lacrimais de camundongos C57BL/6J com idades entre 2 e 3, 12, 20 e 24
meses, ou mais velhos. A avaliacdo histolégica das glandulas lacrimais
envelhecidas mostrou infiltracéo periductal frequente e presenca de infiltrados
linfocitarios, muitas vezes organizados em caracteristicas concéntricas,
semelhante aos centros germinativos (Figura 1A). Em aproximadamente 20 a
30% dos casos, ductos epiteliais aumentados e destruicéo tecidual moderada
a extensa foram observados, confirmando relatos anteriores 4" %8, A infiltracéo
linfocitica da glandula lacrimal foi quantificada usando o focus score nas
secdes histolégicas de H&E, evidenciando um aumento significativo em
camundongos com 24 meses de idade, em comparacdo com os jovens (Figura
1A). A perda de células caliciformes é uma das caracteristicas da doenca do
olho seco e a quantidade destas células na conjuntiva foi investigada em

animais de diferentes idades (Figura 1B). Houve uma diminuic¢do significativa
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na densidade das células caliciformes a medida que os camundongos
envelheciam, observados a partir dos 12 meses de idade.

NFkB é um marcador dos processos de inflamacao, sendo relatado
previamente um aumento no NFkB p65 nas glandulas lacrimais envelhecidas
de camundongos 4° %9, A partir de resultados anteriores, hipotetizamos que o
NFkB poderia estar aumentado na glandula lacrimal envelhecida dos
camundongos. Usando um anticorpo NFkB p65 especifico, observamos
translocacao nuclear de p65 em células acinares da glandula lacrimal (Figura
1C), que foi quantificada usando um kit TransAM NFkB. Houve um aumento
da razao fosfo p65/total de NFkB p65 em 24 meses quando comparado aos
lisados de glandula lacrimal dos jovens (Figura 1D)

Citocinas inflamatérias e T helper (Th)-1 foram investigadas por
imunohistoquimica, PCR em tempo real e citometria de fluxo, evidenciando
um aumento significativo nos valores de IL-1B8, TNF-a e catepsina S na
glandula lacrimal envelhecida (Figura 1E). Curiosamente, a expressao da
proteina IL-18 e TNF-a foi observada nas areas de infiltragao linfocitica,
enguanto a catepsina S estava entre as células acinares (Figura 1E). Estes
resultados foram confirmados por citometria de fluxo e imuno-histoquimica,
demonstrando aumento da expressao proteica de MHC I, IFN-y, IL-13, TNF-
a e catepsina S no grupo de camundongos idosos em comparagao aos jovens
(Figura 2A). O aumento da expresséao proteica de MHC Il e IFN-y também foi
encontrado em lisados de glandulas lacrimais de camundongos envelhecidos

(Figura 2B).
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Figural- Aumento de marcadores inflamatérios na glandula lacrimal
envelhecida

A. Seccdes representativas da glandula lacrimal de camundongos C57BL/6 fémeas
[2-3 meses (2-3M)] e idosas [24 meses (24M)] coradas com hematoxilina e eosina
(H&E), usadas para calcular o focus score no grafico. Observe areas evidentes de
infiltracdo em 24M F #1. A dilatagdo ductal e a perda de células acinares estavam
presentes em cerca de 20% dos casos (assim como 24M #2); estas glandulas ndo
estdo incluidas no gréafico 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 comparacédo de Dunn. B. Imagens
representativas de seccbes conjuntivais coradas com PAS de camundongos jovens
e idosos. A demarcacdo dos quadrados representa uma ampliacdo maior da area.
Grafico 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 comparacéo de Dunn.
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Figura 1 (continuagéo) - Aumento de marcadores inflamatoérios na glandula
lacrimal envelhecida

C. Imagem representativa de imunofluorescéncia da glandula lacrimal jovem e
envelhecida mostrando translocagdo aumentada de NFkB fosfo p65 (verde) e DAPI
(azul — marcacdo nuclear) no tecido acinar envelhecido (representado pela
demarcacéo dos quadrados). NC = controle negativo. D. Atividade de NFkB (fosfo
p65/p65 total) medida em fracbes celulares de glandulas lacrimais usando um kit
TransAM NFkB p65 (Active Motif); n = 4-5 por idade. Teste U de Mann-Whitney. E.
Imagens de imuno-histoquimicas representativas coradas para IL-B, TNF-a e ctss
(em vermelho) na glandula lacrimal jovem e envelhecida. Areas de infiltracdo
linfocitica em camundongos envelhecidos estédo delimitadas. NC = controle negativo.
F. Imagens representativas de glandulas lacrimais de camundongos idosos coradas
para IL-B e TNF-a (vermelho), mostrando imunoreatividade em areas com e sem
infiltrac&do linfocitica.
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Pacientes com olho seco e individuos idosos saudaveis também
apresentam um padrdo inflamatério da lagrima 554, Para investigar se
camundongos idosos teriam 0 mesmo fenotipo inflamatorio nas lagrimas como
descrito em humanos, medimos uma série de fatores inflamatoérios e citocinas
imunoldégicas (IFN-y, IL-17, IL-13, IL-12p70, IL-1B, TNF-a, CCL2 e VEGF) em
lagrimas de camundongos jovens, de meia-idade e envelhecidos. Os testes
foram realizados em quatro conjuntos independentes de lagrimas, sendo
considerada a média dos resultados. As concentracbes medidas dessas
citocinas sdo mostradas na Figura 2C. Houve um aumento progressivo no
IFN-y e IL-12p70 a medida que os ratos envelheciam, enquanto houve uma
diminuicao acentuada nos niveis de VEGF aos 12 e 24 meses (Figura 2A). Os
niveis de IL-17A foram muito baixos e permaneceram constantes em todas as
idades. Os resultados de IL-1B, TNF-a e IL-13 ndo foram mostrados, porém
ficaram abaixo dos niveis de deteccdao.

Estes resultados indicam que camundongos C57BL/6 idosos
desenvolveram espontaneamente inflamac¢éo, um mecanismo que pode ser
mediado pela ativagdo de NFkB na glandula lacrimal. Marcadores
inflamatorios podem ser identificados em lagrimas de camundongos idosos,

com o potencial de causar mais danos a superficie ocular.
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Figura2 - Alteracdo nas citocinas inflamatorias nas lagrimas de
camundongos idosos

A. AlteragOes relativas na expressdo de MHC II, IFN-y, IL-18, TNF-a e catepsina S
(ctss) nas glandulas lacrimais de camundongos com 2-3M e 24M; n = 5 glandulas
lacrimais esquerdas/idade. Teste U de Mann-Whithey. B. Histogramas
representativos de citometria de fluxo mostrando expressdo aumentada de MHC Il e
IFN-y em células CD45* em lisados da glandula lacrimal. A estratégia de analise na
citometria de fluxo foi a seguinte: os linfocitos foram identificados por areas de
dispersao frontal (FSC-A) e lateral (SSC-A), seguidas por duas areas de “singlet’
(altura FSC versus FSC-A, e altura SSC versus SSC-A), seguidas pela identificacdo
de células live/dead usando iodeto de propideo. As células vivas foram selecionadas
para mostrar a expressao de MHC Il ou seguidas pela demarcacao da area de células
CD4* e identificacdo de células de CD45*IFNy; n = 5 glandulas lacrimais
direitas/idade. FMO = fluorescéncia menos um. MFI = intensidade média da
fluorescéncia; * P<0,05, teste U de Mann-Whitney. C. Lagrimas 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 concentracdo média de IFN-y, IL12p70, VEGF, IL-17 e CCL2 sdo mostrados; n =
7-18 amostras/idade. Uma amostra corresponde a coleta lacrimal de quatro olhos.
Trés a quatro experiéncias independentes foram reunidas. Teste U de Mann-Whitney.
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Aumento do estresse oxidativo na glandula lacrimal envelhecida

Danos causados pelo estresse oxidativo ocorrem quando os niveis de
antioxidantes nao estdo em equilibrio com a formacdo de ERO. Niveis
elevados de estresse oxidativo foram relatados na conjuntiva de pacientes
com Sindrome de Sjogren %% %, Em nosso estudo, os niveis de estresse
oxidativo nas glandulas lacrimais foram investigados usando marcadores de
proteinas de nitracdo (nitrotirosina) e peroxidacao lipidica (4-hidroxinonenal,
4- HNE) por imunocoloracdo e Western Blot. A imunorreatividade a
nitrotirosina foi negativa nas areas de infiltracdo linfocitica, mas estava
concentrada nas células acinares da glandula lacrimal envelhecida (Figura
3A). As glandulas lacrimais de camundongos jovens apresentaram
imunorreatividade minima a nitrotirosina. Western Blot de lisados celulares
totais da glandula lacrimal envelhecida apresentaram niveis 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

niveis de estresse oxidativo sdo elevados na glandula lacrimal envelhecida.
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Figura 3 - Aumento nos marcadores de estresse oxidativo na glandula
lacrimal envelhecida

A. Imagens representativas de glandulas lacrimais de camundongos C57BL/6
fémeas [2-3 meses (2-3M)] e envelhecidas [24 meses (24M)] coradas para
nitrotirosina (verde) e DAPI (azul, marcagdo nuclear), mostrando seg¢des de dois
animais diferentes (F1 e F2). B. Western blot para nitrotirosina, 4-hidroxinonenal (4-
HNE) e B-actina em trés lisados bioldgicos diferentes da glandula lacrimal de 2-3M e
24M. C. Densitometria mostrando razdes nitrotirosina/3-actina ou 4-HNE/B-actina.
Teste U de Mann-Whitney.
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Aumento do olho seco relacionado aidade em camundongos Nrf2-/-

Existem muitas defesas anti-oxidantes, como a superoxido dismutase
(SOD) e os sistemas anti-oxidantes Nrf2. Evidéncias na literatura mostram que
camundongos SOD1” desenvolvem infiltragdo da glandula lacrimal e
apoptose acinar por volta de 1 ano de idade °” 8. Em nosso estudo,
procuramos investigar os efeitos da delecdo do Nrf2 na glandula lacrimal
envelhecida e na superficie ocular. Os camundongos Nrf2”- tém um fundo
misto e foram comparados aos animais do tipo selvagem da mesma ninhada.
Camundongos fémeas foram estudados com 2 a 3 e 12 a 13 meses de idade.
A avaliacéo histolégica da glandula lacrimal mostrou escores de dacrioadenite
significativamente maiores nas glandulas lacrimais Nrf27- de camundongos
jovens e de meia-idade, quando comparadas ao tipo selvagem da mesma
idade (Figura 4A). Além disso, niveis aumentados no focus score, uma medida
de infiltracdo da glandula lacrimal, foram encontrados em camundongos Nrf2-
- de meia idade. A avaliagdo da densidade de células caliciformes evidenciou
que camundongos Nrf2”- apresentaram perda destas células no
envelhecimento semelhante a camundongos do tipo selvagem (Figura 4B).
N&o houve diferenca no focus score entre camundongos reprodutores e nao-
reprodutores de meia idade (dados ndo mostrados). Isso indica que o acumulo
progressivo de ERO tem um efeito deletério e acentuado na glandula lacrimal.
Em seguida, a absor¢c&o de um corante fluorescente foi investigada como uma
medida da permeabilidade corneana, uma caracteristica importante da

doenca 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 niveis de mRNA de IL-18, MHC Il e IFN-y
estavam aumentados em camundongos jovens Nrf2”- em comparagcdo com o
tipo selvagem da mesma idade, e niveis maiores de mRNA de IL-13, MHC II,
TNF-qa, IFN-y e catepsina S foram observados em camundongos Nrf2/ de
meia idade em comparacdo com camundongos do tipo selvagem da mesma
idade (Figura 4D). Estes resultados indicam que a falta de equilibrio e
aumento das vias oxidativas podem alterar profundamente a saude da
glandula lacrimal com o envelhecimento, promovendo aumento da inflamacéo
e infiltracdo tecidual. Além disso, também indica que o Nrf2 é uma via crucial
para controlar o estresse oxidativo com o envelhecimento nas glandulas

lacrimais.
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Figura 4 - Aumento da dacrioadenite e olho seco com o envelhecimento em
camundongos Nrf2”

A. Seccles representativas da glandula lacrimal coradas com hematoxilina e eosina
(H&E) mostrando aumento da densidade do focus score em camundongos Nrf2”-, em
comparagdo com camundongos do tipo selvagem (WT) da mesma idade; n = 4-
5/idade/linhagem. Teste 2-Way ANOVA, seguido pelo teste de comparacgéo 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 comparacao de Dunn. C. Imagens representativas de cérneas coradas com
Oregon Green Dextran-488 (OGD) em camundongos WT e Nrf2” jovens e de meia-
idade. Dados acumulados no gréfico. Cada ponto representa um animal (média entre
os olhos direito e esquerdo). Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
comparacao de Dunn. Barra da escala = 500 um. D. Expresséo de IL-1B, TNF-a, IFN-
v, MHC Il e catepsina S apoés transcricdo do mRNA em glandulas 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 comparacao de Sidak.
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Uma dieta indutora de Nrf2 melhora o olho seco relacionado a idade

Ja mostramos anteriormente que o componente pterostilbene da fruta
blueberry protegia as células epiteliais da cérnea do estresse oxidativo
induzido pela hiperosmolaridade °°. Portanto, testamos se a administragéo de
uma dieta antioxidante poderia alterar a inflamacéo e o estresse oxidativo
relacionados a idade e melhorar o olho seco. Camundongos C57BL/6 com
15,5 a 17 meses de idade foram randomizados para receber uma dieta padréo
ou uma dieta contendo 0,1% de Oltipraz® por oito semanas (Figura 5A). Uma
dieta com a mesma concentracédo de Oltipraz® administrada a camundongos
com 18 meses de idade durante as 2 semanas melhorou o estresse oxidativo
relacionado a idade no figado ©°.

Os tecidos foram coletados apoés a eutanasia quando os camundongos
tinham 17,5-19 meses de idade. Os camundongos foram pesados
semanalmente; ndo houve diferenca na massa corporal no inicio ou no final
do estudo (dados ndo mostrados). Western Blot de lisados das glandulas
lacrimais coletadas ap0és o tratamento mostraram que os niveis de nitrotirosina
e 4-HNE foram reduzidos no grupo da dieta Oltipraz, confirmando seu efeito
antioxidante (Figura 5B). A dieta anti-oxidante produziu um ndamero
significativamente menor no focus score (Figura 5C), acompanhado por uma
diminuicao significativa na expressao das citocinas inflamatorias IL-1 e niveis
de mRNA de TNF-a em comparacgao a dieta regular. Nao houve alteracéo nos
niveis de MHC II, IFN-y e cathespin S. Houve um aumento significativo em

glutationa S-transferase P (GST-P1) nas glandulas lacrimais do grupo da dieta
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Oltipraz®, um gene que foi demonstrado ser regulado positivamente por
Oltipraz® (Figura 5D). Uma diminuicdo nas células T CD45*CD4* que se
infiltravam nas glandulas lacrimais foi observada através da analise de
citometria de fluxo no grupo com a dieta Oltipraz® (Figura 5E). A infiltracéo de
células B foi investigada a nivel genético usando sondas especificas de CD19,
observando uma diminuicdo significativa no mRNA nas células CD19 em
camundongos submetidos a dieta Oltipraz® (Figura D). A avaliacédo 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 a idade, diminuindo os marcadores de estresse oxidativo, a

infiltracdo linfocitica, os marcadores inflamatorios e a densidade celular.
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Figura5- Uma dieta indutora de Nrf2 melhora o olho seco relacionado a
idade

A. Esquema das dietas utilizadas. Os camundongos C57BL/6 com idades entre 15,5
e 17 meses foram randomizados para receber dieta padrédo (SD) ou dieta contendo
0,1% de Oltipraz® (OTZ) por 2 meses. B. Western Blot para nitrotirosina, 4-HNE e -
actina em lisados da glandula lacrimal comparando as dietas SD e OTZ e
densitometria mostrando razbes WB ap6s 2 meses; n = 4/grupo. Teste U de Mann-
Whitney. C. Secdes representativas de LG coradas com H&E mostrando focus score
diminuido apds a dieta OTZ; dados acumulados mostrados no grafico a direita. As areas
de infiltracdo s&o demarcadas; n = 6-7/grupo. Teste U de Mann-Whitney. D. Analise da
expressdo génica de citocinas inflamatdrias e glutationa S-transferase P (GST-P1)
mostrando diminuicdo do mRNA inflamatério na LG apés a dieta com OTZ; n = 4-
5/grupo. Teste 2-Way ANOVA, seguido pelo teste de comparacéo de Sidak.
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Figura 5 (continuacéo) - Uma dieta indutora de Nrf2 melhora o olho seco
relacionado a idade

E. Gréficos de pontos representativos mostrando a estratégia de gating de glandulas
lacrimais digeridas por colagenases e coradas com corante live/dead, CD45 e
anticorpos CD4 para a citometria de fluxo. O grafico acumulativo a direita mostra a
frequéncia de células T CD45'CD4*; n = 6/grupo. Teste U de Mann-Whitney. F.
Imagens representativas de secgbes conjuntivas coradas com PAS mostrando
aumento da densidade de células caliciformes com a dieta OTZ. A demarcacédo dos
guadrados a esquerda representa uma ampliacdo maior da area, com o grafico
acumulativo a direita; n = 6/grupo; Teste U de Mann-Whitney.
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6 DISCUSSAO

Com o aumento da expectativa de vida, também ocorre o0 aumento das
doencas relacionadas a idade. Ha um grande esforco para encontrar novas
terapias, ndo apenas para melhorar a qualidade de vida, mas também para
prevenir doencas frequentemente encontradas na populacdo 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 atencao a
glandula lacrimal e a superficie ocular. Nosso estudo mostrou que o
envelhecimento esta associado ao aumento de marcadores inflamatorios e de
estresse oxidativo. Uma dieta antioxidante com um indutor Nrf2 melhorou o
olho seco relacionado a idade, enquanto os camundongos Nrf2” tiveram pior
dacrioadenite com o envelhecimento.

As glandulas lacrimais envelhecidas apresentaram consideravel
infiltracdo linfocitica, semelhante a infiltracdo observada em outros modelos
animais da sindrome de Sjogren . A infiltracdo em algumas glandulas foi
organizada em areas concéntricas, semelhante aos centros germinativos
(Figura 1). Estudos em bidpsias de glandulas lacrimais também identificaram
consideravel infiltracdo imune e perda de parénquima acinar em
camundongos mais velhos e cadaveres 62 63, Draper et al. % mostraram uma
diminuicdo significativa no contetdo total de proteinas e secrecdo de

peroxidase na estimulagdo basal e apds estimulo agonista. Outros estudos
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demonstram um aumento paradoxal no volume de lagrimas em camundongos
idosos B6, avaliado por meio da andlise do menisco lacrimal 6 66, Os niveis
de certas imunoglobulinas nas lagrimas também sdo alterados em
camundongos idosos ©”.

A avaliacdo das citocinas lacrimais em nosso estudo mostrou um
aumento progressivo no IFN-y e IL-12p70, o que foi acompanhado por uma
gueda acentuada nos niveis de VEGF ja aos 12 meses de idade. O IFN-y e a
IL-13 tém efeitos opostos na superficie ocular, promovendo apoptose das
células caliciformes e manutencdo homeostatica, respectivamente 33 3,
Individuos saudaveis apresentam um aumento dos sintomas oculares e piora
do tempo de ruptura do filme lacrimal a medida que envelhecem %2 53, Foi
demonstrado que os niveis de concentracdo de IL-8, IL-6, TNF-a e a
expressdo e secrecdo de células T apresentaram correlacdo positiva
(aumento) com a idade em individuos idosos que nédo apresentavam olho seco
53, Ao mesmo tempo, lagrimas de idosos apresentaram niveis diminuidos de
fatores de crescimento especificos, como fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 %8, O resultado sé&o lagrimas pré-inflamatérias, como observado
em nosso estudo.

Observamos um aumento significativo nos niveis de MHC I, IFN-y, IL-
18, TNF-a e catepsina S nos niveis de mRNA e de proteinas, assim como um
aumento na fosforilagéo de p65 da via NFkB na glandula lacrimal envelhecida.
Uma caracteristica tipica do envelhecimento é um estado inflamatorio crénico
de baixo grau denominado inflammaging 24, caracterizado por um aumento

geral na producéo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6, TNF-a e IL-1p.
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Mediadores inflamatoérios séricos aumentados estdo associados a doencas
relacionadas a idade 232°. Niveis séricos aumentados de TGF-B em
centenarios podem ser considerados um biomarcador de boa salde 26,
enquanto niveis séricos aumentados de IL-6 e TNF-a sdo preditores de
incapacidade e mortalidade em octogenarios e centenarios 27 2% 0, As
diferencas individuais na regulacdo de citocinas pré6 e anti-inflamatorias
podem ser criticas no resultado das respostas imunolégica e inflamatoria
relacionadas a idade 4. A catepsina S é uma potente cisteina/protease
expressa nos compartimentos lisossémicos das células com atividade
fagocitica, como macréfagos e células apresentadoras de antigenos (APCs),
também encontrada no compartimento lisossémico das glandulas lacrimais °
0. NFkB ¢é a principal via de sinalizagédo da inflamagéo utilizada por células
epiteliais dendriticas "% 72. Foi demonstrado que o knock-out da subunidade
reguladora negativa nfkbl do fator de transcricdio NFkB induz o
envelhecimento prematuro em camundongos, devido a ativagcdo constitutiva
da via NFkB 73, enquanto a modulacéo da via NFkB foi proposta como uma
terapia antienvelhecimento 74.

Existem muitas teorias que tentam explicar as causas do declinio e
disfuncéo celular que acompanham a cronologia do envelhecimento. O
conceito de estresse oxidativo levando ao envelhecimento foi proposto pela
primeira vez em 1956 por Harman ’°. Desde entdo, avancamos no
entendimento de como 0 estresse oxidativo participa do processo de
envelhecimento. A nitrotirosina foi identificada como um indicador de dano

celular, inflamacé&o e producéo de 6xido nitrico 3, enquanto o 4-HNE € um dos



Discussao 43

principais produtos da peroxidacao lipidica, intensificada no mecanismo do
estresse oxidativo. Nossos resultados mostraram niveis elevados de ambos
0os marcadores, confirmando niveis aumentados de estresse oxidativo na
glandula lacrimal envelhecida. Estudos anteriores demonstraram uma ligacéo
entre o0 aumento dos niveis de estresse oxidativo e a doenca da superficie
ocular e inflamacdo da glandula lacrimal. Foi demonstrado que em
camundongos com Tet-mev-1 induzivel houve um aumento da infiltracdo da
glandula lacrimal, inflamacgé&o e diminuicdo da secrecdo de lagrimas 6. Isso
ocorre devido ao aumento dos niveis de ERO secundarias a uma maior cadeia
de transporte de elétrons nas mitocondrias 6. Os camundongos SOD1-"
apresentam mais rapido sinais de envelhecimento, assim como a disfuncéo
mitocondrial e a infitracdo da glandula lacrimal. Foram encontrados
marcadores de oxidacdo lipidica e protéica aumentados na conjuntiva de
pacientes com olho seco e sindrome de Sjogren 5% 56 77. 78,79 'H4 um interesse
crescente em modular os danos do estresse oxidativo como terapia para o
olho seco 2 78 80-86,

Ha evidéncias crescentes na literatura sobre o papel do Nrf2 no
envelhecimento. Camundongos Nrf27- apresentaram um envelhecimento mais
acelerado na retina e aumentaram as respostas inflamatérias ao LPS 8788, A
sindrome de progeria de Hutchinson-Gilford, que apresenta o envelhecimento
acelerado, apresenta a atividade transcricional de Nrf2 prejudicada e,
consequentemente, aumento do estresse oxidativo cronico 2. Nossos
achados mostrando que o envelhecimento é acompanhado por estresse

oxidativo foram fornecidos pela avaliacdo dos camundongos Nrf2”-, nos quais
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o focus score e os marcadores inflamatérios da glandula lacrimal aumentaram
a partir dos 2 meses de idade (Figura 4). O envelhecimento cronoldgico de 1
ano aumentou os focos e a inflamacao para niveis ainda mais altos do que os
observados nos camundongos C57BL/6 com 24 meses de idade. Além disso,
os camundongos Nrf2”7- exibiram altos niveis de citocinas pro-inflamatérias, de
acordo com a literatura 8 %0, Neste estudo, houve uma perda significativa de
células caliciformes com o envelhecimento nos camundongos C57BL/6,
embora nédo tenha diferenca nas linhagens de camundongos Nrf2”- e do tipo
selvagem.

Alguns estudos mostraram que o envelhecimento pode ser retardado.
Estudos de restricdo calorica sem desnutricAo demonstraram que a vida util
pode ser aumentada em ratos e camundongos °1-°, Estudos demonstraram
gue a administracao de dietas ricas em anti-oxidantes pode ser usada para
retardar a atividade de radicais livres nas alteracdes fisiolégicas associadas a
idade e aumentar a vida util do corpo 6% 75 9698 Nossos resultados mostraram
que o uso de uma dieta indutora de Nrf2 (Oltipraz) por 8 semanas em
camundongos com 19 meses de idade mostrou ndo apenas uma melhora nos
niveis de estresse oxidativo e no focus score da glandula lacrimal, mas
também uma reducéo na IL-1B e TNF-a, embora ndo tenha apresentado
diminuicdo nos valores de MHC I, catepsina S e IFN-y. Houve também um
efeito benéfico na superficie ocular, observado através do aumento nas
células caliciformes conjuntivais. Optamos por iniciar o tratamento em 15,5 a
17 meses porque queriamos demonstrar efeitos terapéuticos em vez de

preventivos. No entanto, ndo podemos excluir que um inicio mais cedo (antes
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de 15 meses) ou tratamento prolongado (maior que 8 semanas) poderia
modular ainda mais o aumento relacionado a idade no MHC IlI, IFN-y e
catepsina S. O Oltipraz® foi inicialmente usado para inibir o crescimento
tumoral em diferentes érgdos de roedores e, recentemente, tem sido utilizado
para terapia e prevencéo do estresse oxidativo, tanto in vitro quanto in vivo 6%
99-101 A dieta do Oltipraz® por 2 semanas em camundongos com 18 meses
aumentou os niveis de glutationa no figado . Na doenca renal induzida por
cisplatina, o Oltipraz® melhorou a sobrevivéncia celular e aumentou os genes
anti-oxidantes GCLC e NQOL1 in vitro 1%, Gavagem oral de Oltipraz® também
melhorou a funcéo cardiaca e diminuiu os niveis de proteina IL-13 e TNF-a
em um modelo de insuficiéncia cardiaca em ratos 1°%. A ativacdo sistémica do
Nrf2 demonstrou modular a autoimunidade no camundongo scurfy, uma
linhagem autoimune desprovida de células T reguladoras; resultados
impressionantes foram observados no figado, pele e pulméo 1°2. Os autores
mostraram uma diminuicdo significativa na producdo de citocinas pelas
células T CD4 e CD8*, além de um aumento da sobrevida.

Enquanto progredimos no melhor entendimento sobre confluéncia
entre o envelhecimento e doencas oculares, ha uma falta de informacdes
sobre como esses mecanismos podem ser associados entre si. NOSsO0S
estudos mostraram que direcionar 0 estresse oxidativo com terapias
antioxidantes pode atrasar e modificar alteragdes relacionadas a idade, tanto
na glandula lacrimal quanto na superficie ocular. Esses resultados langam luz
sobre a intersecdo entre inflamacado, envelhecimento e saude da superficie

ocular. Novos tratamentos e abordagens terapéuticas podem surgir na
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tentativa de reduzir doencas oculares que sdo acompanhadas pelo

envelhecimento.
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7 CONCLUSOES

A administracdo da dieta antioxidante Oltipraz® (OTZ) por 2 meses em
camundongos com 15,5-17 meses de idade evidenciou melhora nos niveis de
estresse oxidativo e de focos inflamatoérios nas glandulas lacrimais. Este
estudo identificou marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo que
aumentam com o envelhecimento da glandula lacrimal, além da constatacao
de que glandulas lacrimais de camundongos knock-out para NRF2 sdo mais
suscetiveis ao estresse oxidativo.

Os resultados deste estudo ajudam a entender como a biologia do
estresse oxidativo relaciona-se com o envelhecimento das glandulas
lacrimais, assim como um melhor conhecimento da interseccdo entre a
senilidade e a saude da superficie ocular.

O estudo prop6e uma abordagem terapéutica que podera contribuir
para a diminuicdo de outras doencas oculares e alteracdes oftalmoldgicas

durante o processo do envelhecimento.
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8 ANEXOS
Carta de aprovacdo do Comité de Etica — Baylor College of Medicine

Animal Approval Letter Page 1 of 1

July 20,2018 BCM

Baylor College of Medicine

Baylor College of Medicine

CINTIA S DE PAIVA Office of Research
BAYLOR COLLEGE OF MEDICINE One Baylor Plaza, 600D
OPHTHALMOLOGY Houston, Texas 77030

Phone: (713) 798-6970
Fax:  (713) 798-6990
Email: iacuc@bem.tme.edu

AN-7342: INFLAMMATORY EFFECTS OF AGING IN THE OCULAR MUCOSA AND LACRIMAL GLAND
APPROVAL VALID FROM February 7, 2017 thru February 6, 2020

Dear Dr. DE PAIVA

The animal care and use of your research protocol indicated above has been approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee of Baylor College of Medicine.

Baylor College of Medicine has an Animal Welfare Assurance approved by the Office of Laboratory Animal
Welfare (OLAW), meeting the requirements of the Public Health Service Policy on Humane Care and Use of
Laboratory Animals. The Assurance number is D16-00475.

As principal investigators of this research, you are required to provide a copy of the approved protocol and all
subsequently approved amendments to each individual working on this project for their reference.

You will be notified should any U.S.D.A., Baylor College of Medicine, VAMC (if applicable) or other policies come
into effect that would require you to amend your project.

Respectfully,

FREDERICK A PEREIRA, Ph.D.
Institutional Animal Care and Use Committee

https://brain.bcm.edu/esp1/reports/Animal/Approval.asp?protocol=371284&title code=44... 7/31/2018
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Carta de aprovacdo CEUA - FMUSP

MEDICINA
ISP

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

Avenida Dr. Arnaldo, 455
Pacaembu — Sao Paulo — SP

COMISSAO DE ETICANO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Papel do Estresse Oxidativo

no Envelhecimento das Glandulas Lacrimais”, registrada com o n°
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Inflammation and oxidative stress accompany aging. This study investigated the interplay between
oxidative stress and inflammation in the lacrimal gland. C57BL/6 mice were used at 2-3, 12, and 24
months of age. Nuclear factor erythroid derived-2—related factor 2 (Nrf2) / and their corresponding
wild-type mice were used at 2 to 3 and 12 to 13 months of age. A separate group of 15.5 to 17
months of age C(57BL/6 mice received a diet containing an Nrf2 inducer (Oltipraz) for 8 weeks. Aged
(57BL/6 lacrimal glands showed significantly greater lymphocytic infiltration, higher levels of MHC 11,
NC505, Houstor, TX IFN-y, IL-18, ThF-a, and cathepsin S (Ctss) mRNA transcripts, and greater nitrotyrosine and 4-
77030. E-mail: cintiadp @hem. hydroxynonenal protein. Young Nrf2 /" mice showed an increase in IL-18, IFN-y, MHC II, and (tss
edu. mRNA transcripts compared with young wild-type mice and greater age-related changes at 12 to 13
months of age. Oltipraz diet significantly decreased nitrotyrosine and 4-hydroxynonenal and decreased
the expression of IL-18 and TNF-« mRNA transcripts, while decreasing the frequency of (D457CD4™ cells
in lacrimal glands and significantly increasing conjunctival goblet cell density compared with a standard
diet. The findings provide novel insight into the development of chronic, low-grade inflammation and
oxidative stress in age-related dry eye. New therapies targeting oxidative stress pathways will be
valuable in treating age-related dry eye. (Am J Pathol 2020, M: 1—15; hitps://doi.org/10.1016/
J-ajpath.2020.10.013)

Oxidative stress occurs when cell antioxidants are unable to
neutralize free radicals, usually generated by metabolic pro-
cesses.’ Although the excess can damage the cells, maintaining
a physiological oxidation-reduction level is fundamental for
homeostasis. In healthy eyes, the controlled production of
oxidants is vital in coordinating signaling pathways.” Elevated
levels of reactive oxygen species (ROS), markers of oxidative

stress, and inflammatory cells were found in the conjunctiva
and tear film in patients with Sjogren syndrome and different
animal models of dry eye. Also, an oxidation-reduction
imbalance is observed in other ocular dysfunctions, such as
surface alterations, cataract, glaucoma, diabetic retinopathy,
retinitis pigmentosa, toxic neuropathies, uveitis, and age-
related macular degeneration.”
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In healthy young individuals, antioxidant enzymes
neutralize low levels of ROS. The age-related increase in the
amount of ROS, cell degradation, and decrease repair
mechanisms contribute to the accumulation of oxidized
molecules and the consequent formation of amyloid.” The
lacrimal gland, although not repeatedly assaulted by envi-
ronmental changes, such as the ocular surface, also exhibits
aging-related changes. The exposition to many external
agents and a dysregulated immune system may contribute to
an inadequate response against stressors throughout life,
leading to inflammation and structural changes in the
lacrimal gland. Oxidative stress in the lacrimal gland causes
dysfunction in the tear film that contributes to the onset of
dry eye, among other alterations.”

The nuclear factor erythroid derived-2—related factor 2
(Nrf2) is a transcription factor that regulates the expression
of antioxidant and detoxification genes, protecting against
oxidative stress caused by lesions or inflammatory
processes.”” Under conditions of oxidative stress, Nrf2
translocates to the nucleus, where it binds to promoter
regions of a battery to antioxidant and detoxification genes,
initiating antioxidative and repair processes.”'” Cornea and
conjunctival epithelia express Nrf2, and Nrf2 ™~ mice were
more sensitive to ocular alterations induced by acute
tobacco smoke exposure.”

Many drugs that activate the Nrf2 antioxidant pathway
have been studied to treat diseases caused by oxidative stress.
Topical ocular treatment with antioxidant drugs has been
shown to improve clinical signs and decrease inflammatory
processes, oxidative stress markers, and ROS production on
the ocular surface.''”"" Oltipraz is an organosulfur
compound belonging to the class of dithioethiones with
antioxidant properties through induction of Nrf2." Studies
have reported oltipraz’s ability to inhibit the growth of tumors
in mice, as well as to reduce damage to liver DNA and induce
enzymes to mediate detoxification processes.'*”

This study aimed to investigate oxidative stress pathways
in aged lacrimal glands and test if a diet with an Nrf2
inducer could modulate age-related dry eye disease.

Materials and Methods

The Institutional Animal Care and Use Committees at Baylor
College of Medicine approved all animal experiments. All
studies adhered to the Association for Research in Vision and
Ophthalmology for the Use of Animals in Ophthalmic and
Vision Research and to the NIH Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals.”” The experiments were performed at
the Ocular Surface Center, Department of Ophthalmology,
Baylor College of Medicine, Houston, TX.

Animals

Young breeder pairs of C57BL/6J mice were purchased
from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) for

establishing breeder colonies. Naturally, aged female
C57BL/6 mice were maintained in specific pathogen-free
vivarium and were used at 2 to 3 (n = 20), 12 (n = 18),
155t017 (n = 30), 180 19 (n = 8),21t0 22 (n = 14), or
24 months of age (n = 24).

Young (aged 2 to 3 months; n = 22) and middle-aged
(aged 12 to 13 months; n = 29) Nrf2™'~ mice were
compared with age-matched wild-type mice (young,
n = 28; middle aged, n = 20). Tissues from Nrf2 ™~ and
wild-type mice were initially a gift from Dr. Jiyang Cai
(Department of Physiology, University of Oklahoma Health
Sciences Center, Oklahoma City, OK), followed by transfer
of mating pairs and establishment of breeding colonies at
Baylor College of Medicine. Homozygous Nrf2™"~ mice
have a mixed genetic background of C57BL/6/SV129.”!
The correlation of human years to mouse days may vary
according to the developmental stage.”” Mice aged 10 to 14
months can be considered middle aged (roughly 35 to 47
years in human years), and mice aged 18 to 24 months can
be considered old, aged, or elderly (roughly 56 to 69 human
years), as these age intervals correlate with loss of repro-
ductive function and decrease in life span, respectively.” "

Mice were housed at specific pathogen-free facilities of
Baylor College of Medicine and were kept on diurnal cycles
of 12 hours light and 12 hours dark with ad libitum access to
food and water. Because dry eye is more frequent in
women,” "> and aged male mice do not develop corneal
barrier disruption (a hallmark of dry eye),”® only female
mice were used. An effort was made to collect multiple
tissues from each mouse. A final sample size per end point
can be found in figure legends.

Oltipraz Diet

Oltipraz  (4-methyl-5-pyrazinyl-3H-1,2-dithiole-3-thione)
was initially purchased from Toronto Research Chemicals
(Toronto, ON, Canada). A customized diet with 0.1%
oltipraz was prepared by LabSupply (Fort Worth, TX).
Thirty C57BL/6 female mice, aged 15.5 to 17 months, were
randomized to receive either a standard diet (5V5R; Lab
Supply) or oltipraz diet for 8 weeks (n = 15 per diet). Mice
were weighed weekly, and body mass was recorded. At the
end of the eighth week, they were euthanized, and tissues
were collected and processed.

RNA Isolation and Real-Time PCR

Total RNA from lacrimal glands was extracted using a
QIAGEN RNeasy Plus Mini RNA isolation kit (Qiagen,
Hilden, Germany) following the manufacturer’s protocol.
After isolation, RNA concentration was measured, and
c¢DNA was synthesized using the Ready-To-Go You-Prime
First-Strand kit (GE Healthcare, Chicago, IL). Real-time
PCR was performed using specific TagMan minor groove
binder probes for IL-1f (111b; Mm00434228), major histo-
compatibility complex class II (MHC II; Mm00482914),
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interferon (IFN)-y (Ifng; Mm00801778), tumor necrosis
factor (TNF)-o (TNFa; MmO00443258), cathepsin S (Ctss;
Mm00457902), glutathione S-transferase P (GST-PI;
Mm04213618), CD19 (CD19; Mm00515420), and TagMan
Universal PCR Master Mix AmpErase UNG in a commer-
cial thermocycling system (StepOnePlus Real-Time PCR
System; Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific,
Foster City, CA), according to the manufacturer’s recom-
mendations. The hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
(HPRTI; Mm00446968) gene was used as an endogenous
reference for each reaction. The quantitative PCR results
were analyzed by the comparative Ct method and were
normalized by the Ct value of HPRT1.” The young group
served as calibrator.

Histology, Periodic Acid-Schiff Staining,
Immunohistochemistry, and Quantification of Focus
Score

Eyes and ocular adnexa were excised, fixed in 10%
formalin, paraffin embedded, and cut into sections (5 pm
thick) using a microtome (Microm HM 340E; Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA). Sections cut from
paraffin-embedded globes were stained with periodic acid-
Schiff reagent. The goblet cell density was measured in the
superior and inferior bulbar and tarsal conjunctiva using
NIS-Elements software AR, version 5.20.2 (Nikon,
Melville, NY) and expressed as the number of positive cells
per millimeter.”®

Immunofluorescence was performed to detect nitro-
tyrosine (1:100; catalog number 306507; RD Systems,
Minneapolis, MN) and phosphorylated NF-xB p65 (1:100;
Abcam, Cambridge, MA; catalog number ab106129) anti-
bodies using cold acetone fixation and 20% goat serum as
blocking solution. Secondary goat anti-rabbit Alexa-Fluor
488 conjugated IgG antibodies were used, as previously
described.” The images were captured and imaged by an
Eclipse E400 Nikon fluorescence microscope equipped with
a DS-F1 digital camera.

Immunohistochemistry was performed to detect IL-1B
(1:100; rabbit monoclonal clone D4T2D; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA; catalog number 12426S), MHC
1T (1:100; I-A/I-E; clone M5/114.15.2; BD Pharmingen, San
Diego, CA; catalog number 556999), TNF-o (1:00 dilution;
rabbit monoclonal antibody; clone D2D4; Cell Signaling
Technology; catalog number 11948), or cathepsin S (1:00
dilution; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX; catalog
number sc-271619) antibodies and appropriate biotinylated
secondary antibodies (BD Biosciences, San Diego, CA) and
a Vectastain Elite ABC kit using NovaRed reagents (Vector
Laboratories, Burlingame, CA), as previously described.™

Lymphocytic infiltration foci were counted in hematox-
ylin and eosin—stained lacrimal gland sections by standard
light microscopy using a 10x objective (Nikon; Eclipse
E400) by two masked observers. A minimum of 50
mononuclear cells was counted as one focus, and the total
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number of foci per gland was recorded. Slides were scanned
to obtain digital images using PathScan Enabler
V (Meyer Instruments, Houston, TX) and were calibrated
according to the manufacturer’s instructions (2.54 pm/
pixel) using NIS Elements software. The lacrimal glands’
total area was measured using the autodetect area function
of the Nikon Elements software or was manually circum-
scribed using the polyline function. Finally, focus scores
were calculated by dividing the number of foci per mm? and
quantifying the number of inflammatory cell foci per 4 mm?*
tissue area.

Measurement of Corneal Barrier Function

Corneal barrier function was assessed by quantifying
corneal epithelial permeability to 70-kDa Oregon Green
Dextran-488 (Invitrogen, Carlsbad, CA), according to a
previously published protocol,*" with modifications. Briefly,
1 pL of a 50 mg/mL solution of Oregon Green Dextran-488
was instilled onto the ocular surface 1 minute before
euthanasia. Corneas were rinsed with 2 mL of phosphate-
buffered saline and imaged with a stereoscopic zoom
microscope (model SMZ 1500; Nikon), under fluorescence
excitation at 470 nm. Images were acquired with an LED
Lumecor Light source and a high-speed, high-sensitivity
Zyla Camera (Andor, Oxford Instrument, Abingdon, UK)
and a 488-nm filter. Oregon Green Dextran-488 staining
intensity was graded in digital images by measuring the
mean fluorescence intensity within a 2-mm diameter circle
placed on the central cornea using NIS Elements software
version AR, 5.20.02 by two masked observers. The mean
intensity of the right and left eyes was averaged, and the
mean average from biological replicates was calculated and
analyzed.

Measurement of NF-kB Levels

Lacrimal glands were excised and lysed to extract cyto-
plasmic and nuclear proteins with a nuclear extraction kit
and stored at —80°C until use. NF-kB p65 activation was
quantitatively measured by a TransAM NF-kB p65 that
specifically quantifies phosphorylated NF-kB p65 and total
NF-kB p65, according to the manufacturer’s protocol
(Active Motif, Carlsbad, CA; catalog number 40596).
Nuclear or whole-cell protein lysates from young and aged
(50 pg) mice were added to wells of a 96-well plate to
which an oligonucleotide containing the NF-kB consensus
site had been immobilized. The active form of NF-kB
contained in nuclear specimens of whole-cell extract binds
explicitly to this oligonucleotide. After incubation with a
horseradish peroxidase——conjugated secondary antibody
and colorimetric developing solution, the absorbance was
read at 450 nm with a reference wavelength of 655 nm by
using a colorimetric plate reader (Tecan Infinite M200;
Magellan  V6.55  software;  Tecan,  Minnedorf,
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Switzerland). Results are presented as the ratio of NF-kB
p65 phosphorylated at serine 536/total NF-kB p65.

Tear Washings and Multiplex Cytokine Inmunobead
Assay

Tear washings were collected from live 2- to 3-, 12-, and 24-
month—old mice. Briefly, 1.5 pl. of phosphate-buffered
saline + 0.1% bovine serum albumin was instilled into the
conjunctival sac. The tear fluid and buffer were collected
with a 1-uL volume glass capillary tube (Drummond
Scientific Co, Broomhall, PA) by capillary action from the
tear meniscus in the lateral canthus and stored at —80°C
until the assay was performed. One sample consisted of tear
washings from both eyes of two mice pooled (4 pL) in
phosphate-buffered saline + 0.1% bovine serum albumin (6
pL). There were 7 to 18 samples per group, divided into
four independent experiments.

Samples were added to wells containing the appropriate
cytokine bead mixture that included mouse monoclonal
antibodies specific for IFN-y, IL-17, IL-13, IL-12p70,
vascular endothelial growth factor (VEGF), IL-1f, TNF-u,
and chemokine (C-C motif) ligand 2 (Millipore, Burlington,
MA; catalog number MCYTOMAG-70K), as previously
reported.”” The reactions were detected with streptavidin-
phycoerythrin using a Luminex 100 IS 2.3 system (Aus-
tin, TX). The minimum limit of detection for this assay was
0.3 pg/mL for VEGF, 0.5 pg/mL for IL-17, 1.1 pg/mL for
IFN-v, 2.3 pg/mL for TNF-u, 4.8 pg/mL for IL-12p70, 5.4
pg/mL for IL-1B, 6.7 pg/mL for chemokine (C-C motif)
ligand 2, 7.8 pg/mL for I1-13, and 12.8 pg/mL for IL-13.
Results are presented as means + SD (pg/mL).

Flow Cytometry Analysis

Lacrimal glands were excised and incubated with 0.1%
collagenase TV, as previously described.”” Draining nodes
were excised and prepared, as previously described.”
Single-cell suspensions were incubated with anti-CD16/32
(4°C; 10 minutes), and subsequently stained into three
different panels: panel 1: MHC II (clone I-A/I-E; BD
Pharmingen); panel 2: CD45 (clone 30F11; BD Bio-
sciences, San Diego, CA) and IFN-y (clone XMGI1.2;
Biolegend, San Diego, CA); and panel 3: CD45 and CD4
(clone GK1.5; BD Biosciences).

For IFN-y intracellular staining, single-cell suspensions
were incubated for 5 hours in the presence of 5% CO, with 0.5
uL Golgi Stop (BD Biosciences), 0.5 pL Golgi Plug (BD
Bioscience), phorbol myristate acetate (0.5 pg; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), and ionomycin (0.5 pg; Sigma, St.
Louis, MO) in 1 mL in complete RPMI 1640 medium. Cells
were stained with an infrared fluorescent viability dye (Life
Technologies, Grand Island, NY) before incubation with a
fixation/permeabilization working solution (Ebiosciences/
Thermofisher, Waltham, MA) for 18 hours, followed by

incubation with anti—IFN-y_Pacific Blue and anti-
CD45_Alexa Fluor700.

The gating strategy was as follow: lymphocytes were
identified by forward scatter area and side scatter area gates,
followed by two singlets gates (forward scatter height versus
forward scatter area and side scatter height versus side
scatter area) followed by live/dead identification using
propidium iodide. Alive cells were either plotted for MHC II
expression or followed by CD45™" gate and identification of
CD45"IFN-y cells™. Negative controls consisted of
fluorescence minus one splenocytes.

Cells were acquired with either BD LSR II or BD Canto
II Benchtop cytometer with BD Diva software version 6.7
(BD Biosciences). At least 100,000 events or more were
collected. Final data were analyzed using FlowJo software
version 10 (Tree Star Inc., Ashland, OR).

Western Blot Analysis

Lacrimal glands were surgically excised and lysed in
radioimmunoprecipitation assay lysis buffer (Thermo Fisher,
Waltham, MA; catalog number 89900) plus protease inhibitor
cocktail (Sigma; catalog number P8340). Protein concentra-
tion was measured using a micro BCA protein assay kit
(Thermo Fisher; catalog number 23235). Lacrimal gland
extracts (50 pg) were resuspended in SDS sample buffer,
boiled for 5 minutes, and analyzed on 4% to 15% mini-
protean TGX stain-free gels (Bio-Rad, Hercules, CA; catalog
number 4568084). The proteins were electrophoretically
transferred to polyvinylidene difluoride membranes (Bio-
Rad; catalog number 170-4157). The blots were probed with
an anti-nitrotyrosine antibody (2 pg/mL; ThermoFisher;
catalog number A21285), anti—4-hydroxynonenal (4-HNE)
antibody (0.5 pg/mL; Abcam; catalog number ab48506), or
anti— actin antibody (Sigma; catalog number A5441)
overnight at 4°C. The blots were washed extensively with a
solution containing 50 mmol/L. Tris, pH 8.0, 138 mmol/L
NaCl, 2.7 mmol/LL KCI, and 0.05% Tween 20. The antigen-
antibody complexes were detected by the ECL plus Western
Blotting Detection System (GE Healthcare, Chicago, IL;
catalog  nmumber  RPN2106)  using  horseradish
peroxidase—conjugated goat anti-mouse IgG as a secondary
antibody. Images were taken by ChemiDoc Touch Imaging
Systems (Bio-Rad), and band densities were measured by
Bio-Rad software (Image Lab version 6.0; Bio-Rad).

Statistical Analysis

The sample size was calculated with StatMate2 Software
(GraphPad Software, San Diego, CA) based on pilot studies.
Statistical analyses were performed with Graph Pad Prism
software version 8 (GraphPad Software). Data were first
evaluated for normality with the Kolmogorov-Smirnov
normality test. Appropriate parametric (r-test) or nonpara-
metric (U-test) statistical tests were used to make compari-
sons between two age groups. Whenever adequate, one- or
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two-way analysis of variance or Kruskal-Wallis followed by
post hoc tests were used. All experiments were repeated at
least once. The final sample per experiment is shown in the
figure legends.

Results

Increased Inflammation in the Aged Lacrimal Gland

Aging is a significant risk factor for dry eye disease. A state
of low-grade inflammation has been described as inflam-
maging and reported in humans with increased age.”
Publications from the laboratory have shown that aged
C57BL/6 mice spontaneously develop dry eye, recapitu-
lating the human disease.”®*® In the present study, lacrimal
glands were collected from C57BL/6J mice aged 2 to 3, 12,
20 and 24 months (M), or older. Histologic evaluation of
aged lacrimal glands showed frequent periductal infiltration
and presence of lymphocytic infiltrates, sometimes orga-
nized in concentric features (Figure 1A). In about 20% to
30%, enlarged epithelial ducts and moderate to extensive
tissue destruction of the cases were observed, confirming
previous reports.”’~** The focus score method was used to
quantify the lacrimal gland lymphocytic infiltration in he-
matoxylin and eosin histologic sections, as described in
Materials and Methods. Lacrimal gland lymphocytic infil-
tration was quantified using the focus score method in he-
matoxylin and eosin histologic sections. There was a
significant increase in focus score in 24-month—old mice
compared with young mice (Figure 1A). Lacrimal gland
sections with extensive epithelial ducts were not included in
the evaluation. Goblet cell loss is one of the hallmarks of
dry eye disease. Conjunctival goblet cell density was
investigated in animals of different ages. There was a sig-
nificant decrease in goblet cell density as mice aged, noted
as early as 12 months of age (Figure. 1B).

NF-kB is a master regulator of inflammation. An age-
related increase in p65 NF-kB has been reported in aged
lacrimal glands of rats.”” We hypothesized that NF-kB
might also be increased in the murine aged lacrimal gland.

Using a specific NF-kB phosphorylated p65 antibody,
nuclear translocation of p65 was observed in lacrimal gland
acinar cells (Figure 1C), quantified using a TransAM NF-xB
kit. There was an increased phosphorylated p65/total p65
NF-kB ratio in 24-month—old compared with young
lacrimal gland lysates (Figure 1D).

Next, inflammatory and type 1 helper T-cell related
cytokines were investigated by immunohistochemistry, real-
time PCR, and flow cytometry. There was an increase in IL-
1B, TNF-e, and cathepsin S immunoreactivity in aged
lacrimal glands (Figure 1E). Interestingly, IL-1f and TNF-o
protein expression levels were strongly observed in the ductal
epithelial cells and immune cells in the areas of lymphocytic
infiltration (Figure 1E); however, immunoreactivity in
immune cells was also observed in areas without infiltration.
Cathepsin S immunoreactivity was in between acinar cells
(Figure 1E). A significant increase in MHC II, IFN-v, IL-1(,
TINF-a, and cathepsin S transcript levels was observed in the
aged lacrimal gland (Figure 2A). Increased MHC IT and IFN-
7 protein levels were also found in aged lacrimal gland lysates
compared with young lysates, using flow cytometry
(Figure 2B). Published studies from the laboratory also
showed increased IFN-y expression in the conjunctiva at
protein and mRNA levels.”***"

A tear profile moving toward an inflammatory milieu has
also been seen in patients with dry eye and aged healthy
subjects.” "* To investigate if aged mice would have the
same inflammatory phenotype in tears as previously
described in humans,™ an array of inflammatory/immune
cytokines (IFN-vy, IL-17, IL-13, IL-12p70, IL-1B, TNF-o,
chemokine (C-C motif) ligand 2, and VEGF) was investi-
gated in tears of young, middle-aged, and aged miice. Assays
were performed on four independent sets of tears, and
results were averaged. The measured concentrations of these
cytokines are shown in Figure 2C. There was a progressive
increase in IFN-y and IL-12p70 as mice aged, whereas there
was a sharp decrease in VEGF levels at 12 and 24 months
(Figure 2A). IL-17A levels were low in young mice and
remained low at all ages. IL-1B, TNF-o, and IL-13 results
were below the detection levels and are not shown.

Figure 1

Increased inflammatory markers in the aged lacrimal gland. A: Representative lacrimal gland sections of young (2 to 3 months) and aged (24

months) C57BL/6 female mice stained with hematoxylin and eosin (H&E), which were used to calculate the focus scores in the graph. Note evident areas of
infiltration in 24-month—old female 1. Ductal dilation and loss of acinar cells is present in about 20% of cases (as in 24-month—old 2); these glands were not
included in the accumulative graph. Kruskal-Wallis test was used, followed by the Dunn multiple comparison test. B: Representative conjunctival sections
stained with periodic acid-Schiff (PAS; purple/magenta) from young and aged mice. Insets: High magnifications of the boxed areas demarcated. Accumulative
data of gobletcel denslty measured in the conjunctiva of mice at different ages. Kruskal-Wallis test was used, followed by the Dunn multiple comparison test.
CGR ive fluorescence image of young and aged lacrimal gland, showing increased NF-kB phosphorylated p65 translocation (green) and DAPI
(blue, nuclei counterstaining) in aged acinar tissue. Insets: High magnifications of the boxed areas demarcated. D: NF-kB activity (phosphorylahed p65/total
p65) measured in cellular fractions of lacrimal glands using a TransAM NF-kB p65 kit (Active Motif); U-test was used. E: Rep ive il histochemistry
images stained for IL-f, tumor necrosis factor (TNF)-e, and cathepsin S (Ctss; red) in young and aged lacrimal gland. Areas of lymphocytic infiltration in aged
sections are circumscribed. F: Representative images of 24-month—old lacrimal gland stained for IL-B and TNF-o (red), showing immunoreactivity in areas
with and without lymphocytic infiltration. » = 14 mice aged 2 to 3, 20 to 21, and 24 months (A); » = 7 mice aged 12 months (A); n = 7 mice aged 2to 3
months (B); n = 10 mice aged 12 months (B); » = ¢ mice aged 18 to 19 months (B); » = 6 mice aged 24 months (B); n = 4 to 5 per age (D). *P < 0.05,
**P < 0.01, and ***P < 0.001. Scale bars: 100 pm (B and E, top and middle panels); 25 um (C, E, bottom panel, and F). Original magnification, 10 (E, top
and middle panels); <40 (E, bottom panel, and F). NC, negative control.
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Figure 2  Altered inflammatory cytokines in lacrimal gland lysates and tears of aged mice. A: Relative fold expression changes of major histocompatibility

complex IT (MHC IT), interferon-y (IFN-y), IL-18, tumor necrosis factor-o. (TNF-e), and cathepsin S (Ctss) in 2- to 3- and 24-month—old lacrimal glands. U-test
was used. B: Representative flow cytometry histograms showing increased expression of MHC II and IFN-y in lacrimal gland lysates. The gating strategy was as
follow: lymphocytes were identified by forward scatter area (FSC-A) and side scatter area (SSC-A) gates, followed by two singlet gates (FSC height versus FSC-A
and SSC height versus SSC-A), followed by live/dead identification using propidium iodide. Alive cells were either plotted for MHC II expression or followed by
(D45" gate and identification of CD45IFN-y cell” cells. U-test was used. C: Tear washings were collected from young (2 to 3 months), middle-aged (12
months), and aged mice (24 months). Cytokines were investigated using multiplex assay. Mean concentration of IFN-y, IL12p70, vascular endothelial growth
factor (VEGF)-A, IL-17, and chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2); one sample equals pooled tear washings from four eyes. Three to four independent
experiments were pooled; U-test was used. n = 5 left lacrimal glands per age (A); n = 5 right lacrimal glands per age (B); n = 7 to 18 samples per age (C).

*P < 0.05, **P < 0.01, and ****P < 0.0001. FMO, fluorescence minus one; MFI, median fluorescence intensity.

These results indicate that aged C57BL/6 mice sponta-
neously developed inflammation, a mechanism that may be
mediated by NF-xkB activation in the lacrimal gland.
Inflammatory markers can be identified in tears of aged
mice, which have the potential to cause further harm to the
ocular surface.

Increased Oxidative Stress in the Aged Lacrimal Gland

Oxidative stress damage occurs when levels of antioxidants
are imbalanced with ROS formation. Increased oxidative
stress levels were reported in the conjunctiva of Sjogren
syndrome patients.”>"' The levels of oxidative stress in
lacrimal glands were investigated using markers for protein
nitration (nitrotyrosine) and lipid peroxidation (4-HNE) by
immunostaining and Western blot analysis. The immuno-
reactivity to nitrotyrosine was negative within the lym-
phocytic infiltration areas, but it was concentrated in the
acinar cells of the aged lacrimal gland (Figure 3A). Minimal
immunoreactivity to nitrotyrosine was observed in the
lacrimal glands of young mice. Western blots of the aged

The American Journal of Pathology m ajp.amjpathol.org

lacrimal gland’s total cell lysates showed increased
nitrotyrosine and 4-HNE intensity band levels in the 24-
month—old compared with the young group (P < 0.05)
(Figure 3B-C). These results confirm that oxidative stress
levels are elevated in the aged lacrimal gland.

Nrf2~/~ Mice Have Increased Age-Related Dry Eye
Disease

There are many antioxidant defenses, such as the super-
oxide dismutase and the Nrf2 antioxidant systems.
Evidence in the literature shows that superoxide
dismutase ™~ mice develop lacrimal gland infiltration and
acinar apoptosis around 1 year of age."” The effects of Nrf2
deletion were investigated in aged lacrimal gland and the
ocular surface. Nrf2 ™'~ mice have a mixed C57BL/SV129
background,” and they were compared with their wild-type
littermates. Female mice were used at 2 to 3 and 12 to 13
months of age (middle age). Histologic evaluation in
hematoxylin and eosin—stained sections showed a signifi-
cantly increased focus score in both young and middle-aged
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Increased oxidative stress markers in the aged lacrimal gland. A: Representative images of lacrimal glands from young (2 to 3 months) and aged

(24 months) C57BL/6 female (F) mice stained for nitrotyrosine (green) and DAPI (blue; nuclei counterstaining), showing sections from two different animals
(F1 and F2). B: Western blot analysis for nitrotyrosine, 4-hydroxynonenal (4-HNE), and B-actin in three different biological samples from young and elderly
lacrimal gland lysates. C: Densitometry is showing nitrotyrosine/B-actin or 4-HNE/B-actin ratio. U-test was used. *P < 0.05. Scale bar = 50 pum (A).

Nrf2™/~ lacrimal gland when compared with age-matched
wild type (Figure 4A).

Furthermore, greater focus scores, a measurement of
lacrimal gland infiltration, were observed in middle-aged
Nif2™~ compared with middle-aged wild-type mice. Eval-
uation of conjunctival goblet cell density showed that
Nif2~/~ mice had comparable age-related goblet cell loss
(Figure 4B). There was no difference in the focus score
between virgin and retired breeder middle-aged mice (data
not shown). This indicates that progressive accumulation of
unbalanced ROS has a deleterious and accentuated effect in
the lacrimal gland. Next, the uptake of a fluorescent dye was
investigated as a measurement of corneal permeability, a
hallmark of dry eye disease in humans. Data in Figure 4C
show a significant age-related increase in corneal perme-
ability in both wild-type and Nrf2™'~ mice at 12 to 13
months of age: however, there was a more significant
corneal barrier disruption in the Nrf2~"~ group.

Increased mRNA levels of IL-18, MHC II, and IFN-y
mRNA were observed in young Nif2 7~ compared with
young wild-type mice, and greater /L-18, MHC II, TNF-q,
IFN-v, and cathepsin § mRNA transcripts were found in
middle-aged Nrf2 ™~ mice compared with wild-type mice of
the same age in the lacrimal gland (FFigure 4D). These results

indicate that imbalanced and increased oxidative pathways
can profoundly alter the lacrimal gland health status with
aging by promoting increased inflammaging and tissue
infiltration. These results also indicate that Nrf2 is a crucial
pathway, controlling oxidative stress with aging within the
lacrimal glands.

An Nrf2-Inducer Diet Improves Age-Related Dry Eye

Diet components can modulate oxidative stress; for
example, the blueberry component pterostilbene protected
corneal epithelial cells from hyperosmolarity-induced
oxidative stress.'” A diet with 0.1% oltipraz, given to 18-
month—old mice for the 2 weeks, improved age-related
oxidative stress in the liver.'” An investigation of an
Nrf2-inducing diet in aged mice was then performed in
this study. To accomplish this, 15.5- to 17-month—old
C57BL/6 mice were randomized to receive either a standard
diet or a diet containing 0.1% oltipraz for 8 weeks
(Figure 5A). The only difference in the diet is the addition
of oltipraz.

Tissues were collected after euthanasia when mice were
17.5 to 19 months old. Mice were weighed weekly; there
was no difference in the body mass at either the beginning
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Figure 4  Nuclear factor erythroid derived-2—related factor 2 (Nrf2) /" mice have more severe age-related dry eye disease. A: Representative lacrimal

gland sections stained with hematoxylin and eosin (H&E), showing increased focus score in Nrf2 ™/~ mice compared with age-matched wild-type (WT) mice;
two-way analysis of variance was used, followed by the Sidak post hoc test. B: Accumulative data of goblet cell density measured in the conjunctiva of WT and
Nrf2 =/~ mice. Each dot is one animal. Kruskal-Wallis test was used, followed by the Dunn multiple comparison test. C: Representative images of corneas
stained with Oregon Green Dextran-488 (0GD) in young and middle-aged Nrf2 and WT mice. Accumulative data on the graph; each dot is one animal (average
of right and left eyes). Kruskal-Wallis test was used, followed by the Dunn multiple comparison test. D: Relative fold expression of IL-18, tumor necrosis factor-
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WT and Nrf2 /"~ lacrimal glands. Two-way analysis of variance was used, followed by the Sidak post hoc test. n = 4 to 5 per group (D). *P < 0.05, **P < 0.01,
and ****P < 0.0001 for age comparison within the same strain; 1P < 0.01, 1P < 0.001, and '"'P < 0.0001 for interstrain comparison (as shown). Scale
bar = 500 pum (C).

or the end of the study (data not shown). Western blots of
lacrimal gland lysates collected after treatment showed that
nitrotyrosine and 4-HNE levels were decreased in the
oltipraz diet group, confirming its antioxidant effect
(Figure 5B). The oltipraz diet yielded a significantly lower
number of focus scores (Figure 5C), which was accompa-
nied by a significant decrease in the expression of inflam-
matory cytokine IL-1B and TNF-oo mRNA levels in the
regular diet. There was no change in the levels of MHC II,

The American Journal of Pathology m ajp.amjpathol.org

IFN-v, and cathepsin S. There was a significant increase in
GST-P1 transcripts in lacrimal glands in the oltipraz diet
group, a gene that is up-regulated by oltipraz (Iigure 5D). A
decrease in the CD45'CD4" T cells infiltrating the lacrimal
glands was observed by flow cytometry in the oltipraz group
(Figure SE). Infiltration of B cells was investigated at the
gene level using CDI9 specific probes, and there was a
significant decrease in CD/9 mRNA in mice subjected to
the oltipraz diet (Figure 5D). Furthermore, evaluation of
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conjunctival goblet cells showed that treatment with the
antioxidant diet significantly improved age-related goblet
cell loss (Figure 5F).

These results indicate that oltipraz diet improved age-
related dry eye by decreasing oxidative stress markers,
decreasing lymphocytic infiltration and inflammatory
markers, and improving goblet cell density.

Discussion

With increased life expectancy, it is expected that age-
related diseases are also expected to increase. There is a
great effort to find new therapies to improve the quality of
life and prevent diseases frequently found in the aged
population. Oxidative stress has been recognized as part of
the aging process. Many of the questions in this study
address gaps in aging knowledge with attention to the
lacrimal gland and ocular surface. This study showed that
aging is associated with increased inflammatory and
oxidative stress markers. A diet with an Nrf2 inducer
improved age-related dry eye, whereas Nrf2 ™'~ mice had
worse lacrimal gland infiltration with aging.

Aged lacrimal glands had considerable lymphocytic
infiltration, resembling the infiltration seen in other animal
models of Sjogren syndrome.’® The infiltration in some
glands was organized in concentric areas, resembling
germinative centers (Figure 1). Similar to our findings,
histologic evaluation of human cadaveric lacrimal glands
showed ductal dilatation that was more prevalent in older
cadavers."” Studies in lacrimal gland biopsies have also
identified considerable immune infiltration and loss of
acinar parenchyma in older cadavers and aged rodents.*’*
Draper et al” have shown a significant decrease in total
protein content and peroxidase secretion at basal and agonist
stimulation. A paradoxical increase in tear volume in aged
C57BL/6 mice when collected at the tear meniscus has been
shown by our group and others.”””" The levels of certain
immunoglobulins in tears are also altered in aged mice.”

The evaluation of tear cytokines showed a progressive
increase in IFN-y and IL-12p70, accompanied by a sharp
decrease in VEGF levels as early as 12 months of age. IFN-
v and IL-13 have opposite effects on the ocular surface,
promoting  goblet cell apoptosis and homeostatic

maintenance, respectively.”*"” Healthy subjects have
increased ocular symptoms and worse tear breakup film as
they age.“’Jz It has been shown that IL-8, IL-6, TNF-«, and
regulated on activation normal T cell expressed and secreted
concentration levels had a positive correlation (increase)
with age in aged subjects who did not have dry eye."” At the
same time, aged tears have decreased levels of specific
growth factors, such as insulin-like growth factor type 1.7
The net result is proinflammatory tears. VEGF has potent
angiogenesis properties; however, it can also be neuro-
protective in virro and in vivo.”"”> VEGF expression can be
found in cornea epithelial cells, ciliary body and retina, and
lacrimal gland.”® ** VEGF is secreted in tears of normal
subjects,”” and increased levels are found in diabetic tears of
patients who progressed to diabetic retinopathy.”’ The sharp
decrease in VEGF in tears of aged mice corresponded to the
same time points when decreased corneal innervation and
corneal sensitivity are observed,”"* suggesting loss of
VEGEF in tears might facilitate corneal neuron loss, although
the precise mechanisms need further investigation.

A significant increase in the levels of MHC II, IFN-y,
IL-1f, TNF-u, and cathepsin S, both at mRNA and protein
levels, and increased phosphorylation of p65 of the NF-kB
pathway were observed in the aged lacrimal gland. Bian
et al’’ also showed an increase in MHC II, IL-13, IL-12,
and IFN-y mRNA transcripts in the conjunctiva of 24-
month—old female C57BL/6 mice. They also showed
increased protein expression of all these markers. A typical
feature of aging is a chronic, low-grade inflammatory status
named inflammaging, characterized by a general increase
in the production of proinflammatory cytokines, such as
IL-6, TNF-o, and IL-1B. Increased serum inflammatory
mediators are associated with age-related diseases.”’
Increased serum levels of transforming growth factor- in
centenarians can be considered a biomarker of good
health,”® whereas increased serum levels of IL-6 and TNF-
o are predictors of disability and mortality in octogenarians
and centenarians.”” Individual differences in regulating
proinflammatory and anti-inflammatory cytokines may be
critical in the outcome of age-related inflammatory immune
response. Cathepsin S is a lysosomal protein that is highly
abundant in the lysosomal compartments of phagocytic
cells, such as antigen-presenting cells and macrophages,
where it is thought to participate in the MHC II

Figure 5

Nuclear factor erythroid derived-2—related factor 2—inducing diet improves age-related dry eye. A: Schematic of diets used. C57BL/6 mice aged

15.5 to 17 months were randomized to receive either standard diet (SD) or a medicated diet containing 0.1% oltipraz (0TZ) for 2 months. B: Western blot (WB)
analysis for nitrotyrosine, 4-hydroxynonenal (4-HNE), and B-actin in lacrimal gland (LG) lysates comparing SD and OTZ diets and densitometry showing WB
ratios after 2 months; {/-test was used. C: Representative LG sections stained with hematoxylin and eosin (H&E), showing decreased focus score after the 0TZ
diet; accumulative data on the graph on the right. Areas of infiltration are demarcated; {/-test was used. D: Gene expression analysis of inflammatory cytokines
and glutathione S-transferase P (GST-P1), showing decreased inflammatory mRNA in LG after OTZ diet. E: Representative dot plots, showing gating strateqy of
collagenase-digested lacrimal glands stained with live/dead dye, CD45, and CD4 antibodies. Accumulative graph on the right shows the frequency of
CD45TCD4™ T cells measured by flow cytometry. U-test was used. F: Representative images of conjunctiva sections stained with periodic acid-Schiff (PAS),
showing increased goblet cell density with the OTZ diet. Insets: Higher magnifications of the boxed areas—accumulative graph on the right; {/-test was used.
n = 4 per group (B); n = 6 to 7 per group (C); » = 4 to 5 per group (D); » = 5 per group (E); n = & per group (F). *P < 0.05, **P < 0.01, and
*42%P < 0.0001. Scale bar = 100 pm (F). Ctss, cathepsin S; FSC-A, forward scatter area; FSC-H, forward scatter height; IFN-y, interferon-y; MHC, major
histocompatibility complex; SSC-A, side scatter area; SSC-H, side scatter height; TNF-z, tumor necrosis factor-a.
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presentation.®® Interestingly, cathepsin S is also found in

lacrimal gland acinar cells,*”’” and increased levels of
cathepsin S in tears have been suggested as a novel
biomarker in dry eye and Sjégren syndrome.’' NF-kB is a
major inflammation-signaling pathway used by epithelial
cells and dendritic cells. Knockout of the negative regu-
lator nfkb1 subunit of the transcription factor NF-kB has
been shown to induce premature aging in mice, because of
constitutive activation of the NF-kB pathway,”” and
modulation of NF-kB pathway has been proposed as an
anti-aging therapy.””

Many theories of aging aim to understand the causes of cell
decline and dysfunction that accompany chronological aging.
The concept of oxidative stress leading to aging was first pro-
posed in 1956 by Harman. " Nitrotyrosine has been identified
as an indicator of cellular damage, inflammation, and produc-
tion of nitric oxide 3, whereas 4-HNE is one of the main
products of lipid peroxidation, which is intensified in the
mechanism of oxidative stress. The results showed increased
levels of both markers, confirming increased oxidative stress
levels in the aged lacrimal gland. Previous studies have
demonstrated a link for increased oxidative stress levels and
ocular surface disease and lacrimal gland inflammation.”” It has
been shown that in the inducible Ter-mev-1, mice have
increased lacrimal gland infiltration, inflammation, and
decreased tear secretion.”” This is due to increased levels of
ROS secondary to a higher electron transport chain in mito-
chondria.”” The superoxide dismutase ™~ mice have acceler-
ated aging, mitochondrial dysfunction, and lacrimal gland
infiltration. Increased lipid and protein oxidation markers have
been found in the conjunctiva of patients with dry eye and
Sjogren syndrome.™"**"*"" There is an increased interest in
modulating oxidative stress damage as a therapy for dry
eye.“’”

There is increasing evidence in the literature about the
role of Nrf2 and aging. Nrf2~'~ mice have been shown to
develop accelerated aging in the retina and have increased
inflammatory responses to lipopolysaccharide.”*" The
Hutchinson-Gilford progeria syndrome, which has acceler-
ated aging, has been shown to have impaired Nrf2
transcriptional activity and consequently increased chronic
oxidative stress.”” The findings showing that aging is
accompanied by oxidative stress were provided by evalu-
ating the Nrf2™'~ mice, on which lacrimal gland focus
score, comeal barrier disruption, and inflammatory markers
were increased as early as 2 to 3 months of age (Figure 4).
Chronological aging to 1 year increased both the foci and
the inflammation to levels that were even higher than the
ones observed in the 24-month—old C57BL/6 mice.
Furthermore, Nrf2™~ mice exhibited high levels of
proinflammatory cytokines, as published."!

There was a significant goblet cell loss with aging in
this study in the C57BL/6 mice, but no difference in the
Nrf2 ™/~ strain than in wild-type mice. Goblet cells are
highly secretory cells that secrete immunoregulatory fac-
tors, such as retinoic acid and transforming growth factor-p3,

in addition to mucins.*” *' Maintenance of conjunctival
goblet cells has been associated with ocular health; several
US Food and Drug Administration—approved drugs for dry
eye improve goblet cell dcnsily.Sj ¥ Goblet cells are
responsive to the inflammatory milieu in the conjunctiva. It
has been shown that IL-13 is a homeostatic factor for goblet
cells, whereas IFN-y causes apoptosis, conjunctival meta-
plasia, and induction of unfolded protein response in goblet
cells.”*>"%"%> McClellan et al*® were the first to report a
significant decrease in conjunctival goblet cells in aged
C57BL/6 mice. The 15-month—old IFN-y knockout mice
in C57BL/6 mice have decreased age-related goblet cell
loss compared with age- and sex-matched controls.”®
Interestingly, Lpr mice in a Balb/c background develop
several Sjogren syndrome features, but have increased
conjunctival goblet cell density compared with wild-type
mice.”® This is thought to be related to the mouse back-
ground, as Balb/c mice are type 2 helper T-cell prone mice.

Some studies have shown that aging can be delayed. Calorie
restriction without malnutrition studies have shown that life-
span can be expanded in worms, rats, and mice.”*”* Studies
have shown that the administration of antioxidant-rich diets
can be used to delay free radical activity in age-associated
physiological changes and increase body lifespan.'*’*"%"’
The results showed that the use of an Nrf2-inducing diet
(oltipraz) for 8 weeks in 19-month—old mice showed not only
an improvement in oxidative stress levels and lacrimal gland
focus score, but also a reduction in /L-18 and TNF-«, but not
MHC II, cathepsin S, and IFN-y. There was also a beneficial
effect on the ocular surface, as an increase in conjunctival
goblet cells was noted. Published studies from the laboratory
have shown that C57BL/6 mice display loss of goblet cells
around middle age.”® Treatment was initiated at 15.5 to 17
months to demonstrate therapeutic rather than preventative
effects. However, it is possible that an earlier start (before 15
months) or prolonged treatment (>>8 weeks) could further
modulate the age-related increase in MHC II, IFN-y, and
cathepsin S. Oltipraz was initially used to inhibit tuamor growth
in different organs in rodents and recently has been used for
therapy and prevention of oxidative stress, both in vitro and
in vivo."** 71" Qltipraz diet for 2 weeks in 18-month—old
mice increased glutathione levels in the liver."” In cisplatin-
induced kidney disease, oltipraz improved cell survival and
increased antioxidant genes GCLC and NQOI in vitro.”
Oltipraz oral gavage also improved heart function and
decreased IL-1B and TNF-« protein levels in a heart failure
model in rats."” Systemic activation of Nrf2 by Keapl
knockdown has been shown to modulate autoimmunity in the
scurfy mouse, an autoimmune strain devoid of regulatory T
cells; striking ameliorated results were seen in the liver, skin,
and lung pathology.'”" Of note, the authors showed a signif-
icant decrease in cytokine production by CD4 and CD8' T
cells and a significantly increased life span survival of these
autoimmune mice (60 versus 21 days).'”

Although the scientific community is making progress in
better understanding the confluence between aging and ocular
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diseases, there is a lack of information on how these mecha-
nisms can be associated. These studies showed that targeting
oxidative stress with Nrf2-inducing therapies can delay and
modify age-related alterations in both the lacrimal gland and
ocular surface. They also shed light on the intersection of
inflammation, aging, and ocular surface health. New
treatments and therapeutic approaches can emerge to reduce
ocular diseases that are accompanied by aging.
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