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RESUMO

A presente dissertagdo de mestrado buscou contribuir com informacgdes
sobre os efeitos toxicos do conservante cloreto de benzalcénio (BAK) topico na
conjuntiva de coelhos e o possivel “efeito protetor” da ciclosporina 0,05% nessa
toxicidade, particularmente no que diz respeito a agdo dessas drogas sobre as
células caliciformes, fibrose tecidual, inflamagao do endotélio vascular, estimulagéao
da angiogénese, além da ativagao de linfécitos T reativos.

O primeiro capitulo aborda o estudo histomorfométrico da conjuntiva em
amostras coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e Acido periédico de Schiff
(PAS) e a analise da agao do BAK unicamente sobre as células caliciformes e a
neovascularizagao do tecido inflamado, assim como a agao da ciclosporina sobre
esses parametros.

O segundo capitulo aborda a avaliagdo imuno-histoquimica das alteragées
induzidas pelo BAK e a possivel inibicdo dessas alteragées pela ciclosporina,
analisando a indugao de fibrose tecidual pela expressao de colageno tipo | e lll, a
expressao de vasos sanguineos reativos por meio do anticorpo anti-VCAM-1 e a
expressao de linfocitos T reativos por meio do anticorpo anti-CD45RO0.

O objetivo do estudo foi oferecer uma alternativa de tratamento que atenue
os efeitos deletérios da inflamagao crénica causada pelos conservantes presentes
em colirios no tratamento continuo do glaucoma (mais especificamente o BAK),
comprovando que a ciclosporina possui agdo positiva em alguns dos parametros
estudados.

Palavras-chave: BAK, ciclosporina, glaucoma, fibrose, células -caliciformes,

linfécitos T reativos, neovascularizagao.



ABSTRACT

This dissertation sought to investigate the toxic effects of topical
benzalkonium chloride (BAK) on the conjunctiva of rabbits and a possible “protective
effect” for the use of cyclosporine 0.05% against this toxicity, particularly with respect
to the action of these drugs on goblet cells, tissue fibrosis, inflammation of vascular
endothelium, stimulation of angiogenesis, and activation of reactive T lymphocytes.

The first chapter is a classic histomorphometric study of the conjunctiva in
samples stained with Hematoxylin and Eosin (HE) and PAS and the analysis of the
BAK activity only on goblet cells and the neovascularization of the inflamed tissue,
as well as the action of cyclosporine on these parameters.

The second chapter is an immunohistochemical evaluation of BAK-induced
changes and the possible inhibition of these alterations by cyclosporine, analyzing
the induction of tissue fibrosis by the expression of collagen type | and Ill, the
expression of reactive blood vessels by anti- VCAM-1 and the expression of reactive
T lymphocytes by the anti-CD45RO antibody.

The objective of the study was to investigate and perhaps to offer a treatment
alternative that would alleviate the deleterious effects of chronic inflammation
caused by preservatives present in eye drops in the continuous treatment of
glaucoma (more specifically BAK), proving that cyclosporine has a positive

preventing activity in some of the toxic effects studied.

Key-words: BAK, cyclosporine, glaucoma, fibrosis, goblet cells, reactive T

lymphocytes, neovascularization.
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CAPITULO - 1: EFEITOS DO USO TOPICO DO CONSERVANTE CLORETO DE
BENZALCONIO E CICLOSPORINA NA CONJUNTIVA DE COELHOS - ESTUDO
HISTOMORFOMETRICO.

1.1 RESUMO

Objetivos: O estudo comparou os efeitos téxicos do conservante cloreto de benzalcénio (BAK)
topico na concentragdo de 0,1% sobre as células caliciformes e formagéo de neovasos na conjuntiva
de coelhos e o possivel efeito protetor da ciclosporina 0,05% nessa toxicidade.

Material e métodos: Quinze fémeas clinicamente saudaveis de coelhos da raca Nova Zelandia, de
cinco meses de idade e com pesos semelhantes, foram separadas em trés grupos de cinco animais
cada e tratadas durante 30 dias consecutivos com diferentes protocolos: Grupo 1 - BAK 0,1% a cada
24 horas; Grupo 2 - ciclosporina 0,05% a cada seis horas; e Grupo 3 - BAK 0,1% a cada 24 horas e
ciclosporina 0,05% a cada seis horas. Todos os olhos esquerdos foram tratados enquanto os olhos
direitos serviram como controle. Ap6s 30 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados e os
bulbos oculares e anexos foram removidos para o estudo histomorfométrico. Realizou-se a contagem
de células caliciformes da conjuntiva em laminas coradas com PAS e a contagem de vasos
sanguineos em laminas coradas com HE.

Resultados: Na analise histomorfométrica, houve reducgéao significativa (P < 0,05) do numero de
células caliciformes nos grupos tratados com BAK e BAK + ciclosporina em comparagdo com seus
respectivos grupos controle. Em associagdo com o BAK (Grupo 3), a ciclosporina ndo apresentou
efeito protetor e houve redugéo importante do numero de células caliciformes. Com relagdo aos
vasos sanguineos, houve aumento significativo do numero de vasos nos olhos do grupo tratado com
BAK (Grupo 1) em comparagdo com os olhos controles do mesmo grupo, indicando
neovascularizagéo e inflamagao nos olhos que receberam a droga. Houve diminui¢&o do nimero de
vasos no Grupo 3 (ciclosporina + BAK) em comparagéo ao grupo tratado somente com o BAK.
Conclusio: A ciclosporina apresentou agao relevante na diminuigdo do numero de neovasos
quando associada ao BAK em comparagdo ao grupo tratado somente com o BAK. Este efeito
protetor nao foi o mesmo em relagéo as células caliciformes.

Palavras-chave: BAK, ciclosporina, células caliciformes, vasos sanguineos, conjuntiva.
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1.2 ABSTRACT

Objective: The study compared the toxic effects on goblet cells and neovascularization formation in
the rabbit conjunctiva induced by topic preservative benzalkonium chloride (BAK) in the concentration
of 0.1% and the possible protective effect of cyclosporine 0.05% on this toxicity.

Procedures: Fifteen clinically healthy, five-month-old New Zealand white female rabbits with similar
weights were divided into three groups of five animals each and treated for 30 consecutive days with
different treatment protocols: Group 1 - BAK 0.1% every 12 hours; Group 2 - cyclosporine 0.05%
every six hours; and Group 3 - BAK 0.1% every 12 hours and cyclosporine 0.05% every six hours.
The left eyes were treated while the right eyes served as controls. After thirty days of treatment, the
animals were euthanized and globes were removed and subjected to standard histology processing.
Conjunctival goblet cell count was performed in slides stained with PAS and blood vessels count was
performed in slides stained with HE.

Results: There was a significant reduction (P < 0.05) in the number of goblet cells in the groups
treated with BAK and BAK + cyclosporine compared to their respective control groups. In association
with the BAK (Group 3), cyclosporine showed no protective effect and there still was a significant
reduction in the number of goblet cells in the conjunctiva. There was a significant increase in the
number of vessels in the eyes of the group treated with BAK as compared to the control eyes of the
same group demonstrating neovascularization and inflammation in the eyes that received the drug.
There was a decrease in the number of blood vessels in Group 3 (cyclosporine + BAK) compared to
the group treated with BAK alone.

Conclusion: Cyclosporine presented significant action in reducing the number of new vessels when
associated with BAK compared to the group treated only with the BAK. This protective effect was not

the same in relation to goblet cells.

Key-words: BAK, cyclosporine, goblet cells, blood vessels, conjunctiva
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1.3 INTRODUGAO

O glaucoma €& uma neuropatia O6ptica progressiva multifatorial, com
mudangas estruturais caracteristicas no disco Optico, frequentemente
acompanhada por mudangas no campo visual, que requer tratamento por longo
prazo com substancias topicas hipotensoras.'? Existem varias classes de farmacos
disponiveis para o tratamento desta doenga, incluindo agentes colinérgicos, B-
bloqueadores, agonistas a-adrenérgicos, inibidores da anidrase carbdnica e, mais
recentemente, os analogos de prostaglandinas.3

O tratamento do glaucoma esta relacionado ao controle da pressao
intraocular (P1O), principalmente por meio de colirios topicos instilados na superficie
ocular. A maioria dos colirios apresenta conservantes em suas composig¢oes,
responsaveis em manter a esterilidade da solugdo contra bactérias e fungos
oportunistas, aumentando também a penetragdo da droga e potencializando seu
efeito. Alguns conservantes, no entanto, sdo tdxicos para a conjuntiva,
especialmente em casos de uso continuo do medicamento, como ocorre no
tratamento do glaucoma.

O conservante mais utilizado em colirios é o cloreto de benzalconio (BAK),
um amoénio quaternario usado como detergente, antisséptico, desinfetante,
fungicida e bactericida. O BAK atua, ainda, aumentando a capacidade de
penetracdo corneana de algumas drogas. O seu uso crénico na superficie ocular
pode ter impacto significativo, causando disfungéo do filme lacrimal e consequente
disfungdo da superficie ocular por meio de sua agdo pro-apoptética e pro-
inflamatéria.45 Tais efeitos colaterais implicam em olho vermelho e secrec¢ao ocular,

surgindo, também, a questédo estética nas pessoas dependentes do tratamento, o
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que pode trazer incémodo e certo constrangimento. Alternativas que visem diminuir
esses efeitos auxiliam, inclusive, no bem-estar e autoestima do paciente.

A ciclosporina tem sido estudada desde a década de 80 na oftalmologia e é
comprovadamente eficaz no tratamento da ceratoconjuntivite seca auto-imune, o
qual foi descoberto pelo médico veterinario Renee Kaswan em 1989. A ciclosporina
€ um farmaco imunomodulador que possui propriedades antimetabdlicas, sendo
capaz de controlar a proliferagao celular in vitro e, ha alguns anos, passou a ser
estudada in vivo.8 Assim, a associagao da ciclosporina ao tratamento com colirios
que contém o conservante BAK permitira avaliar se existe redugao dos efeitos
téxicos induzidos pelo BAK e reducgao da atividade inflamatéria na conjuntiva.

Uma vez que o tratamento do glaucoma é realizado pelo uso de multiplos
colirios, sendo a sua maioria com conservantes, estudos que avaliem as alteragdes
na conjuntiva sdo de extrema importancia na oftalmologia, tanto para avaliar a
eficacia dos protocolos, como para a utilizagdo benéfica e segura para o paciente.

Assim, este trabalho objetiva comparar diferentes protocolos com BAK a uma
concentragao de 0,1% (aproximadamente 13 vezes maior que o comum encontrado
em colirios) e ciclosporina 0,05% (Restasis® - Allergan, Irvine, Califérnia, EUA),
mimetizando um uso crénico em 30 dias de experimento e avaliando a reagéo
inflamatéria por meio das alteragdes histolégicas nas conjuntivas de coelhos nos
diferentes grupos, investigando, assim, o padrdo inflamatério em cada protocolo

utilizado por meio de estudo histomorfométrico.
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1.4 MATERIAL E METODOS

Quinze fémeas de coelhos saudaveis da raga Nova Zelandia (Oryctolagus
cuniculus) com idades e pesos similares (cinco meses e aproximadamente trés
quilos, respectivamente) foram divididas aleatoriamente em trés grupos diferentes
de cinco animais cada. Durante o periodo de 30 dias consecutivos os grupos foram
tratados com diferentes protocolos terapéuticos, a fim de mimetizar o uso crénico
dos farmacos:

- Grupo 1: BAK 0,1%, a cada 24 horas.

- Grupo 2: Ciclosporina 0,05% (Restasis®), a cada seis horas.

- Grupo 3: BAK 0,1%, a cada 24 horas e ciclosporina 0,05% (Restasis®), a

cada seis horas.

Para todos os grupos, uma gota de cada colirio foi instilada no olho esquerdo
de todos os animais, conforme protocolo acima mencionado enquanto o olho direito
serviu como controle.

Decorridos os trinta dias do experimento, os animais foram eutanasiados e
seus bulbos oculares e palpebras foram removidos e imediatamente fixados em
solugao de formol tamponada 10% por 24 horas. Apos a fixagao em formol, os olhos
e palpebras foram seccionados longitudinalmente (Figura 1.1) e submetidos ao
processamento histotécnico padrao com coloragao em HE (Hematoxilina-Eosina) ’
e PAS (Acido Periodico-Schiff).

Para o estudo histomorfométrico, 60 laminas foram preparadas, sendo 30 (15
olhos esquerdos e 15 olhos direitos) coradas com HE para a contagem dos vasos
sanguineos e 30 com PAS para a contagem das células caliciformes, ou seja, para
cada coelho foram confeccionadas quatro laminas: duas coradas com HE (olho

esquerdo e olho direito) e duas coradas com PAS. As amostras histolégicas dos
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bulbos oculares (Figura 1.2) foram entéo analisadas por meio de microscopia 6ptica
com o objetivo de avaliar e comparar as alteragdes nas conjuntivas tanto dos olhos
tratados quanto dos olhos controles. Realizou-se a contagem de células
caliciformes e vasos sanguineos nas conjuntivas palpebrais inferiores e superiores.
Seis campos foram estabelecidos no aumento de 400x em cada palpebra (inferior
e superior), partindo da conjuntiva bulbar e férnice conjuntival em direcao a

conjuntiva palpebral, ou seja, 12 campos por olho.

Figura 1.1. Exemplo representativo de um bulbo ocular apoés
enucleagéo e corte sagital, com seus anexos apo6s a fixacdo em
formaldeido e posterior corte longitudinal.
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Figura 1.2. Ladmina com uma amostra de bulbo ocular corada em
HE. Observe que toda a conjuntiva bulbar e conjuntiva palpebral foi
incluida no corte longitudinal para serem analisadas.

Local:

A fase experimental do estudo ocorreu no Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Parana (UFPR), apds aprovacéo pela Comissédo de Etica
no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias. A analise histomorfométrica
também ocorreu no Laboratério de Oftalmologia Comparada (LABOCO), também

no Hospital Veterinario da UFPR.

Analise estatistica:

Apos tabulagao dos resultados em planilha eletrénica, as diferengas entre os
grupos foram comparadas empregando-se o teste de ANOVA para investigar
diferengas entre variaveis continuas numéricas de distribuigao normal. As

comparagées entre o mesmo grupo (olho direito e olho esquerdo) foram realizadas
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com teste -T pareado, enquanto as comparagdes de todos os grupos contra todos
os grupos foram realizadas com ANOVA de medidas repetidas com pds-teste de

Tukey. Valores de P menores ou iguais a 0,05 foram considerados significativos.

1.5 RESULTADOS

Apo6s 30 dias de tratamento, os grupos tratados com BAK e BAK +
ciclosporina apresentavam sinais nitidos de inflamag¢ao nos olhos esquerdos, com
intensidades variadas de secregao ocular, hiperemia conjuntival, quemose e

neovascularizagao corneana.

Células Caliciformes

Na analise das laminas coradas com PAS para a contagem de células
caliciformes, os resultados mostraram que os olhos esquerdos do grupo tratado com
BAK apresentaram menor média do numero de células caliciformes por campo,
enquanto que os olhos tratados somente com ciclosporina apresentaram maior
média do numero dessas células (Figura 1.3) (Tabela 1.1). Porém, ndo houve
diferenca significativa no nimero de células caliciformes nos olhos tratados apenas
com BAK em comparagao aos olhos tratados com BAK + ciclosporina (Figura 1.4)

(Tabela 1.2).
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Figura 1.3. Fotomicrografias (400x) representativas dos tecidos conjuntivais de coelhos apés 30 dias de tratamento,
coradas com PAS para destacar as células caliciformes as quais estédo indicadas pelas setas vermelhas. A Foto
"A" refere-se a um olho do Grupo 2, tratado apenas com ciclosporina 0,05%; A foto "B" refere-se a um olho do
Grupo 1, tratado com BAK 0,1%; e a foto "C" refere-se a um olho do Grupo 3, tratado com ciclosporina + 0,1% BAK
0,05%. Observe a escassez de células caliciformes apés o tratamento com BAK, tanto nas fotos B como C. Na foto
B ainda é possivel observar metaplasia do epitélio conjuntival e infiltrado inflamatério subjacente devido a agéo do
BAK. Todas as amostras de tecido conjuntival foram retiradas do mesmo local (conjuntiva palpebral).

Tabela 1.1. Médias, desvios-padréo e erros-padréo (média + desvio-padrao * erro-padrao) da contagem de
células caliciformes por campo (400x) em cada grupo e seus respectivos controles:

Grupo 1(BAK) Grupo 2 (ciclosporina) Grupo 3 (BAK +ciclosporina)
OD (controle) 18,96 + 16,17 + 2,20 2588 +13,59+ 1,75 17,13+£964 + 1,24
OS (tratado) 11,81 £12,07 £ 1,55 32,03+21,41+291 7,14 +10,21+1,39

BAK = cloreto de benzalcénio; OD = Olho direito; OS= Olho esquerdo.
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Figura 1.4. Gréafico evidenciando as médias da contagem de células caliciformes por campo (400x) nos
diferentes grupos (BAK OD/OS, ciclosporina OD/OS e BAK + ciclosporina OD/OS). Nota-se a proximidade
das médias dos grupos 1(BAK) e 3(BAK + ciclosporina), tanto nos olhos controles quanto nos olhos
tratados, sugerindo pouca influéncia da ciclosporina na protegédo das células caliciformes.

Todos os grupos (tratados e controles) foram comparados estatisticamente
entre si. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos. Os principais

resultados estdo demonstrados na Tabela 1.2.

Tabela 1.2. Comparacdo das médias da contagem de células caliciformes por campo (400x) entre
seguintes grupos: Grupo 1 BAK Controle OD (1C); Grupo 2 ciclosporina Controle OD (2C); Grupo 3 BAK
+ ciclosporina Controle OD (3C); Grupo 1 BAK Tratado OS (1T); Grupo 2 Ciclosporina Tratado OS (2T);
Grupo 3 BAK + ciclosporina Tratado OS (3T). Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

Grupo (média * Desvio padrao) X Grupo (média + Desvio padrao) Valor de p S
1C (18,96 £ 16,17) x 1T (11,81 £ 12,07) 0,0081 S
1C (18,96 + 16,17) x 2C (25,88 + 13,59) 0,0103 S
1T (11,81 £ 12,07) x 3T (7,14 £ 10,21) 0,0827 -
1T (11,81 £ 12,07) x 2T (32,03 + 21,41) < 0,001 S
3C (17,13 £9,64) x 3T (7,14 £ 10,21) 0,0002 S
3C (17,13 £ 9,64) x 2C (25,88 + 13,59) 0,0009 S
3T (7,14 £ 10,21) x 2T (32,03 + 21,41) < 0,001 S
2C (25,88 + 13,59) x 2T (32,03 + 21,41) 0,0224 S

BAK = cloreto de benzalcdnio; ciclosp.= ciclosporina 0,05%; OD = Olho direito; OS= Olho esquerdo; S = Significante.
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Vasos sanguineos

Os olhos tratados com BAK (Grupo 1) apresentaram maior nimero de vasos
sanguineos por campo (Tabela 1.3), enquanto que os olhos tratados somente com
ciclosporina (Grupo 2) e olhos tratados com BAK + ciclosporina (Grupo 3) apresentaram
diferenca significativamente menor do nimero de vasos sanguineos por campo quando
comparados ao Grupo 1 (Figura 1.5) (Tabela 1.4). Em contrapartida, o Grupo 3 (BAK +
ciclosporina), ao ser comparado com o Grupo 2 (ciclosporina), também apresentou
numero significativamente maior de vasos. Tais resultados confirmaram o que se
observou clinicamente em cada grupo antes da eutanasia. A hiperemia conjuntival nos
olhos tratados era mais evidente no Grupo 1 em relagéo ao Grupo 2 e 3 e, por sua vez,

mais evidente no Grupo 3 em relagéo ao Grupo 2 (Figura 1.6).

Tabela 1.3. Medias, desvios-padrao e erros-padrao (media + desvio-padrao + erro-padréo) da contagem
de vasos sanguineos por campo (400x) em cada grupo e seus respectivos controles:

Grupo 1 (BAK) Grupo 2 (ciclosporina) Grupo 3 (BAK + ciclosporina)
OD (controle) 4,33+1,96 +£0,26 4,06 + 3,03 0,39 526 +212+0,27
OS (tratado) 7,31+3,41+0,44 4,38 + 2,22 +0,30 5569+ 3,35+£045

BAK = cloreto de benzalcénio; OD = Olho direito; OS= Olho esquerdo.
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Figura 1.5. Médias do nimero de vasos sanguineos por campo (400x) nos diferentes grupos (BAK OD/OS,
ciclosporina OD/OS e BAK + ciclosporina OD/OS). Nota-se reducéo significativa da média do Grupo 2 e 3
em relagéo ao Grupo 1 nos olhos tratados.

Figura 1.6. Comparacao clinica e histolégica entre os olhos esquerdos de cada grupo apo6s 30 dias de
tratamento com fotomicrografias representativas demonstrando a contagem de vasos sanguineos por campo
(100x) em cortes corados com HE. "A" e "B" correspondem ao Grupo 1 (BAK), "C" e "D" correspondem ao Grupo
2 (ciclosporina) e "E" e "F" correspondem ao Grupo 3 (BAK + ciclosporina).
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Todos os grupos (tratados e controles) foram comparados estatisticamente
entre si. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Os principais

resultados estao apresentados na Tabela 1.4.

Tabela 1.4. Comparagdo das médias da contagem de vasos sanguineos entre seguintes grupos:
Grupo 1 BAK Controle OD (1C); Grupo 2 ciclosporina Controle OD (2C); Grupo 3 BAK + ciclosporina
Controle OD (3C); Grupo 1 BAK Tratado OS (1T); Grupo 2 Ciclosporina Tratado OS (2T); Grupo 3
BAK + ciclosporina Tratado OS (3T). Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

Grupo (média * Desvio padrdo) X Grupo (média * Desvio padrao) Valor de p S
1C (4,33+£1,96) x 1T (7,31 £ 3,41) <0,0001 S
1C(4.33 £ 1.96) x 3T (5.59 + 3.35) 0.0183 S
1T (7,31 £ 3,41) x 3T (5,59 % 3,35) 0,0010 S
1T (7,31 £ 3,41) x 2T (4,38 £ 2,22) < 0,0001 S
3C(5.26+2.12) x 2C (4.06 £ 3.03) 0.0178 S
3C (5,26 £ 2,12) x 3T (5,59 + 3,35) 0,5293 -
3T (5.59 £3.35) x 2C (4.06 = 3.03) 0.0034 S
3T (5,59 + 3,35) x 2T(4,38 £ 2,22) 0,0240 S
2C (4,06 + 3,03) x 2T(4,38 + 2,22) 0,5340 -

BAK = cloreto de benzalconio; ciclosp.= ciclosporina 0,05% OD = Olho direito; OS= Olho esquerdo; S =
Significante.

1.6 DISCUSSAO

De acordo com os resultados, este estudo confirmou as evidéncias ja
estudadas de que muitos farmacos utilizados para o tratamento do glaucoma
administrados topicamente afetam a estrutura e a integridade da superficie
ocular.89.10 Os efeitos colaterais de tais medicagdes incluem hiperemia conjuntival,
sensacgao de corpo estranho e sintomas de doenga do olho seco, causados nao sé
pelas substancias ativas dos farmacos, mas, talvez mais importante, também pelos
agentes conservantes e excipientes presentes em sua composi¢éo, como o cloreto
de benzalconio.>' Todas essas alteragées foram observadas no decorrer da fase
experimental do estudo.

A analise histomorfométrica mostrou que a terapia tépica empregada simulou

efetivamente o uso cronico do conservante BAK, uma vez que foi capaz de induzir
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rapidamente alteragbes morfolégicas graves na superficie ocular de coelhos
saudaveis, observadas apenas com seu uso crénico.

A concentragao de 0,1% do BAK foi determinada baseada em trabalhos que
utilizaram em experimentacgdes in vitro concentragdes maiores que as utilizadas
comercialmente em colirios (0,005% a 0,02%), porém menores que 0,1% (variando
de 0,06 a 0,09%)'21314 ¢, também, em estudos que utilizaram uma concentragao
ainda maior (0,2%) em coelhos."® Por se tratar de um estudo in vivo que objetiva
mimetizar o uso crénico de colirios com o conservante em apenas 30 dias, optou-
se, por uma concentragao maior que as utilizadas em estudos in vitro. Vale enfatizar
que a tentativa de simular o uso crénico com uma maior concentragéao de BAK por
um periodo curto ndo necessariamente € a mesma situagao que o uso prolongado
com concentragdes menores. Porém, a dificuldade de realizar estudos in vivo por
periodos prolongados, para avaliar a real alteragdo que o conservante em
concentragdes normais pode causar na conjuntiva, implica na realizagao de
simulagdées em periodos menores e concentragcdes maiores como uma alternativa
de estudar tais efeitos colaterais em longo prazo.

A ciclosporina 0,05% (Restasis®), droga de escolha para este estudo a qual
foi aprovada pela United States Food and Drug Administration (FDA) para aumentar
a producéo lacrimal em pacientes cuja produgao & suprimida devido & inflamagéao
ocular associada a ceratoconjuntivite seca, demonstrou atenuar algumas dessas
alteragdes. A mesma € um agente imunossupressor potente que inibe a proliferagao
e a agao de linfocitos T por meio de bloqueio da sintese de citocinas e tem sido
utilizada para o tratamento de doengas da superficie ocular, incluindo uveite,

rejeicdo de transplante de cornea e ceratoconjuntivite seca.6.17:18
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Diversos trabalhos clinicos expuseram a eficacia e a seguranga do
tratamento em longo prazo com Restasis® em pacientes com moderada a severa
doenga do olho seco, com melhora dos sintomas e controle eficaz da
inflamagéo,'®?° corroborando com o que foi observado clinicamente e
histotologicamente nos grupos que receberam o tratamento com o farmaco neste
estudo, principalmente no que se diz respeito a hiperemia conjuntival e
neovascularizagao.

A acao do tratamento no Grupo 1 com BAK 0,1% na conjuntiva de coelhos
causou diminuigdo significativa no numero de células caliciformes quando
comparado aos olhos controles do mesmo grupo e aos olhos tratados do Grupo 2
(ciclosporina 0,5%). Esse efeito deletério do BAK na superficie ocular ja foi
demonstrado in vitro e in vivo em animais e em seres humanos e o seu uso pode
ter impacto significativo, principalmente em longo prazo, podendo causar dissolugao
conservadora do filme lacrimal. O BAK possui, também, efeitos citotoxicos e pré-
inflamatérios na superficie ocular e induz a metaplasia escamosa do epitélio
conjuntival, além da diminuigdo no nimero de células caliciformes.?122.23.24

Mesmo nos olhos tratados do Grupo 3 (BAK + ciclosporina) houve redugéo
significativa do niumero de células caliciformes por campo em comparagao aos olhos
tratados somente com ciclosporina(Grupo 2) e seus olhos controles (Grupo 3). Ja
comparando o Grupo 3 com o Grupo 1 (BAK + Ciclosporina x BAK), ndo houve
diferenga significativa no numero dessas células. Isso significa que, apesar da
ciclosporina ter efeitos anti-inflamatérios comprovados cientificamente, sua agao
sobre a preservagao das células caliciformes frente ao BAK nao foi consideravel
nesse estudo, supondo-se que a ciclosporina nao tem efeito contra a citotoxidade

do BAK, nao impedindo a lise a apoptose celular, uma vez que a agao do BAK tem
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se demonstrado bastante deletéria em concentragdes ainda menores que a utilizada
nesse estudo. Ja foi comprovado que uma concentragao de 0,007 % de BAK induz
lise de 50% de células epiteliais em cultura, em menos de 2 minutos, e que o uso
prolongado de medicagao ocular tépica conservada com BAK pode exacerbar os
sinais e sintomas de doengas da superficie ocular e tem efeitos adversos graves na
coérnea e conjuntiva.?526 Estes efeitos incluem a indugao de inflamagao subclinica,
a redugao da funcao de barreira epitelial corneana, a desestabilizagdo do filme
lacrimal e a incidéncia de sensacgao de secura e irritagdo nestes pacientes.?” O BAK
exerce a sua agao por meio de um mecanismo citotoxico direto, acentuado pelo
efeito cumulativo de administracées repetidas de colirios com conservantes (efeito
dose-dependente).

Neste estudo os efeitos dos tratamentos apresentaram resultados
interessantes em alguns grupos controles. Houve diferenga significativa do nimero
de células caliciformes nos olhos controles dos grupos que foram tratados com BAK
(Grupo 1 e 3) nos olhos contralaterais comparados com os olhos controle do Grupo
2, que receberam apenas a ciclosporina no olho contralateral. Em frente a este fato,
sugere-se que uma possivel absorgao sistémica minima dos tratamentos pode ter
influenciado tal resultado também nos olhos que nao receberam tratamento algum.
A absorgdo sistémica de colirios € um fato bastante descrito na literatura.
Medicamentos administrados por via tépica caem diretamente na circulagao
sistémica principalmente pelo canal nasolacrimal e posterior absorgdo pela mucosa
nasal, a via mais rapida de absor¢gdo quando comparada a via conjuntival e
corneana. As concentragdes absorvidas pela conjuntiva e cornea, que por sua vez
serdo absorvidas pelo humor aquoso, caindo na circulagdo por meio de sua

drenagem, sdo minimas se comparadas as concentragées absorvidas diretamente
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pela mucosa nasal. Ha relatos de possivel absorgao sistémica causando até mesmo
insuficiéncia respiratéria secundaria a instilagao de colirios antiglaucomatos a base
de B-antogonistas, uma vez que o farmaco é absorvido ainda mais rapidamente pelo
mucosa nasal.?82°

Com relagao a analise do numero de vasos sanguineos em cada grupo,
houve aumento significativo nos olhos tratados do Grupo 1 (que recebeu o
tratamento somente com o BAK) quando comparados ao seu grupo controle e a
todos os demais grupos. Tal observagao também comprova a agao inflamatéria do
BAK e consequente estimulo da formagéao de neovasos, pois tal conservante tem
um efeito detergente na camada lipidica do filme lacrimal, causando irritagao,
inflamagao e neovascularizagdo. Estudos revelam que pacientes que recebem um
maior nimero de gotas de colirios com conservantes durante um tempo mais longo
apresentaram sintomas mais severos de doenga da superficie ocular. 30.31.32.33,34

Os olhos tratados do Grupo 3 (BAK + Ciclosporina) quando comparados aos
olhos controles do Grupos 1 e 2 ou aos olhos tratados somente com ciclosporina do
Grupo 2, apresentaram aumento significativo do nimero de vasos. Porém, quando
comparados aos olhos tratados do Grupo 1 (BAK), apresentaram redugao
significativa desse numero, o que comprova que a ciclosporina tem agéo eficaz
contra a formagao de neovasos, por mais que nao os tenha reduzido no Grupo 3
(BAK + Ciclosporina) a ponto de ndo haver diferenga quando comparado aos grupos
controles e aos olhos tratados do grupo que recebeu apenas a ciclosporina. Ou seja,
a eficacia da ciclosporina s6 péde ser observada na comparagao dos grupos que
receberem BAK (BAK x BAK+ ciclosporina).

O Grupo 3 controle (BAK + Ciclosporina), quando comparado ao Grupo 2

controle, cujos olhos contralaterais receberam apenas ciclosporina, apresentou
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aumento significativo do numero de neovasos. Tal fato sugere novamente que
possa haver absorgao sistémica dos farmacos, os quais também influenciaram no
processo inflamatério das conjuntivas que nao receberam tratamento algum.

Nao houve diferenga estatistica entre os olhos do Grupo 2 tratados somente
com ciclosporina em relagdo aos demais grupos controles, sugerindo que a
ciclosporina ndo reduz o nimero de vasos pré-existentes, apenas os neovasos de
origem inflamatéria.

Além deste estudo no qual identificou-se, por meio da redugdo da
neovascularizagao, a agao benéfica da ciclosporina na reagao inflamatéria, a
resposta positiva ao tratamento com ciclosporina A foi identificada em um modelo
inflamatério in vitro com células epiteliais da cérnea na ceratocone. Tal estudo
observou que as citocinas inflamatérias, como a interleucina-6 (IL-6),
metaloproteinase de matriz-9 e factor de necrose tumoral-a reduziram
significativamente ap6s o tratamento com ciclosporina A. Esse efeito foi observado
em curto prazo tratando-se de interleucina-6 e fator de necrose tumoral- a e em
longo prazo tratando-se de metaloproteinase de matriz-9, podendo, inclusive,
interromper a progressao da doencga.3®

A reducdo do numero de instilagées de colirios com conservantes € uma
maneira plausivel de se diminuir as complicagdes geradas pelos mesmos, sendo a
utilizacdo de colirios sem conservantes a opg¢ado ideal sempre que possivel.
Apresentando uma outra alternativa, este estudo demonstrou que o uso da
ciclosporina pode amenizar os efeitos colaterais causados pelos conservantes. A
ciclosporina apresentou agao relevante na diminuigdo do nimero de neovasos
quando associada ao BAK em comparagéo ao grupo tratado somente com o BAK.

Este efeito protetor nao foi o mesmo em relagéo as células caliciformes. Sugere-se
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a associacao da ciclosporina a outros protocolos anti-inflamatérios para controle das
demais alteragbes da superficie ocular no uso croénico de colirios com o

conservante.
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2. CAPITULO 2 - EFEITOS DO USO TOPICO DO CONSERVANTE CLORETO
DE BENZALCONIO E CICLOSPORINA NA CONJUNTIVA DE COELHOS -
ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO.

2.1 RESUMO

Objetivo: O estudo comparou, por meio de analise imuno-histoquimica, os efeitos
toxicos do conservante cloreto de benzalcénio (BAK) 0,1% tdpico na conjuntiva de
coelhos, avaliando sua agdo sobre a fibrose tecidual, inflamagdo do endotélio
vascular e recrutamento de linfécitos T reativos e o possivel efeito protetor da
ciclosporina 0,05% .

Material e métodos: Quinze fémeas clinicamente saudaveis de coelhos da raca
Nova Zelandia, de cinco meses de idade e com pesos semelhantes, foram
separadas em trés grupos de cinco animais cada e tratadas durante 30 dias
consecutivos com diferentes protocolos: Grupo 1 - BAK 0,1% a cada 24 horas;
Grupo 2 - ciclosporina 0,05% a cada seis horas; e Grupo 3 — BAK 0,1% a cada 24
horas e ciclosporina 0,05% a cada seis horas. Todos os olhos esquerdos foram
tratados enquanto os olhos direitos serviram como controle. Apdés 30 dias de
tratamento, os animais sofreram eutanasia e os bulbos oculares e anexos foram
removidos para o estudo imuno-histoquimico. Realizou-se a analise da fibrose
tecidual, contagem de vasos sanguineos reativos e linfécitos T reativos por meio do
processamento imuno-histoquimico com os anticorpos anti-colageno |, anti-

colageno lll, anti-VCAM-1 e anti-CD45RO, respectivamente.

Resultados: Os olhos do Grupo 3 apresentaram média significativamente menor
da porcentagem de colageno tipo | e maior de colageno tipo Il enquanto que o grupo
tratado apenas com o BAK no Grupo 1 apresentaram média significativamente

maior de colageno tipo | e menor expressao de colageno tipo lll. Houve aumento da
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expressao de colageno tipo | nos olhos tratados somente com ciclosporina. Nos
olhos tratados somente com BAK houve aumento estatisticamente significativo da
expressao do anticorpo anti-VCAM-1 e a associagdo da ciclosporina ao BAK
demonstrou redugéo significativa dessa expressao. Porém a resposta da conjuntiva
ao anticorpo anti-CD45RO0 foi significativamente maior nos olhos tratados do grupo
que recebeu a associagao da ciclosporina ao tratamento com o BAK (Grupo 3).
Observou-se a agao da ciclosporina na supressao de linfécitos T apenas no grupo
que recebeu o tratamento individual com a mesma (Grupo 2), sem o estimulo

inflamatorio do BAK.

Conclusao: A ciclosporina retardou o brocesso de remodelamento (fibrose)
da conjuntiva causado pela inflamagao e apresentou acao anti-inflamatéria e de
supressao da angiogénese induzidas pelo BAK. Nao houve inibigdo da ativagao de
linfécitos T reativos no Grupo 3. Este estudo demonstrou claramente a acgao
benéfica da ciclosporina sobre o endotélio vascular e maior expressao de colageno

| e fibrose em olhos nao inflamados e tratados pela droga.

Palavras-chave: BAK, ciclosporina, fibrose, angiogénese, linfécitos T reativos,

glaucoma.
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2.2 ABSTRACT

Objective: The study investigated using immunohistochemical analysis the toxic
effects of 0.1% benzalkonium chloride (BAK) on the rabbit conjunctiva and a possible

protective effect of cyclosporine 0.05% on this toxicity

Procedures: Fifteen clinically healthy, five-month-old New Zealand white female
rabbits with similar weights were divided into three groups of five animals each and
treated for 30 consecutive days with different protocols: Group 1 - BAK 0.1% every
12 hours; Group 2 - cyclosporine 0.05% every six hours; and Group 3 - BAK 0.1%
every 12 hours and cyclosporine 0.05% every six hours. The left eyes were treated
while the right eyes served as controls. After 30 days of treatment, the animals were
euthanized, and globes were removed and subjected to standard processing for
histology and immunohistochemistry. Tissue fibrosis analysis, counting of reactive
blood vessels and reactive T lymphocytes were performed by immunohistochemical
processing with the anti-collagen |, anti-collagen lll, anti-VCAM-1 and anti-CD45RO
antibodies, respectively.

Results: Conjunctival samples of Group 3 had a significantly lower mean of collagen
type | and higher collagen type Ill, whereas samples from the group treated with BAK
only showed a significantly higher mean of collagen type | and lower collagen type
Ill expression. There was an increase in collagen type | expression in the eyes
treated with cyclosporine alone. In BAK-treated eyes, there was a significant
increase in anti-VCAM-1 antibody expression and the association of cyclosporine
with BAK demonstrated a significant reduction in this parameter. However, the
conjunctival response to the anti-CD45RO antibody was significantly higher in the

eyes treated with cyclosporine + BAK (Group 3). The activity of cyclosporine on T
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lymphocyte suppression was observed only in the group that received cyclosporine

alone (Group 2) without the inflammatory stimulus of BAK.

Conclusion: Cyclosporine delayed the remodeling process (fibrosis) of the
conjunctiva caused by inflammation and showed anti-inflammatory activity and
suppression of angiogenesis induced by BAK. There was no inhibition of the
activation of reactive T lymphocytes in Group 3. This study clearly demonstrated the
beneficial action of cyclosporin on vascular endothelium and increased expression

of collagen | and fibrosis in non-inflamed, drug-treated eyes.

Key-words: BAK, cyclosporine, fibrosis, angiogenesis, reactive T lymphocytes,

glaucoma.
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2.3 INTRODUGAO

O uso continuo de medicagbes topicas, especialmente no tratamento do
glaucoma, induz efeitos toxicos na superficie ocular causados pelos conservantes
presentes nas formulagdes. Em vista disso, a industria farmacéutica tem buscado
novas formulagées contendo conservantes menos téxicos e, ou, auséncia de

conservantes

Cronicamente, tais efeitos téxicos acabam sendo deletérios para a salude
ocular assim como psicologicamente para o paciente, pois ha disfungéo do filme
lacrimal e comprometimento da estética ocular, principalmente devido a presenca

de hiperemia conjuntival, hiperpigmentagao periocular e secregao.

O cloreto de benzalconio (BAK) é o conservante mais frequentemente
utilizado nessas drogas e é relatado como especialmente téxico para a superficie
ocular, particularmente para o epitélio da cérnea e da conjuntiva, assim como a uma
grande variedade de agressores externos, como poluigdo do ar, alteragbes
climaticas, infecgdes e alergia.! As agressées as células epiteliais da conjuntiva sdo
tipicamente seguidas por uma resposta inflamatéria. Este processo estimula uma
resposta fibrogénica de cicatrizagdo, que envolve multiplos sistemas celulares e
moleculares. Em nivel celular, as células inflamatérias produzem uma variedade de
mediadores, citocinas e outros fatores que sdo responsaveis pela estimulagao e
recrutamento de outras células, dentre as quais destacam-se as células efetoras
fibrogénicas que desencadeiam o processo de fibrose. Estas células sédo de origem
mesenquimal e incluem fibroblastos, fibrocitos e miofibroblastos. Tais células
produzem uma variedade de proteinas de matriz extracelular, peptideos, citocinas

e fatores de crescimento, os quais regulam de maneira autécrina as interagdes
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célula-célula.? O uso crénico do BAK junto aos colirios pode desencadear a maioria
destas alteragbes, causando lesdo dos epitélios da superficie ocular e,
consequentemente, disfungdo do filme lacrimal, por meio de sua agao pro-
apoptética e pré-inflamatéria.># Por outro lado, o BAK é também responsavel por
manter a esterilidade do farmaco, além de aumentar a penetragéo da droga, muitas

vezes potencializando seu efeito.

Alternativas que visem diminuir esses efeitos, como reduzir ou eliminar a
presenga do BAK em colirios, criar conservantes alternativos e mesmo auséncia de
conservantes, auxiliam na manutengéo da saude ocular mantendo a conjuntiva
saudavel, mas também no que tange o bem-estar e a autoestima dos pacientes.

Dentre as possibilidades de associagao com outros farmacos a ciclosporina
tem despertado o interesse de pesquisadores, pois tem sido estudada desde os
anos 80 na oftalmologia veterinaria e médica, sendo comprovadamente eficaz no
tratamento da ceratoconjuntivite seca auto-imune. Trata-se de um farmaco
imunomodulador que possui propriedades antimetabdlicas, sendo capaz de
controlar a proliferagao celular inflamatéria in vitro e, ha alguns anos, passou a ser
estudada in vivo.® A ciclosporina é classificada como farmaco inibidor da transcrigao
do primeiro sinal para ativagao do linfécito T, ndo apresentando carater citotdxico.
Sua agio se da pela inibigao da calcineurina e consequente inibicao da expressao
de genes de proteinas nucleares envolvidas na ativagao celular e formagao do
linfocito T citotoxico. Uma dessas proteinas é o fator nuclear de células T ativado
(NFAT) que estimula a transcricdo dos mesmos e a secrecdo das referidas
citocinas. O bloqueio do NFAT é considerado, portanto, o principal efeito da

ciclosporina.®  Uma possivel associagdo da ciclosporina ao tratamento com o
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conservante BAK permitiria avaliar se existe reducdo dos efeitos toxicos e da
atividade inflamatéria na conjuntiva induzidos pelo mesmo.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi comparar diferentes protocolos com
BAK a uma alta concentracéo de 0,1% e ciclosporina 0,05% (Restasis® - Allergan,
Irvine, Califérnia, EUA), investigando, assim, o padrao inflamatério em cada

protocolo utilizado por meio de estudo imuno-histoquimico.

2.4 MATERIAL E METODOS

Quinze fémeas de coelhos saudaveis da ragca Nova Zelandia (Oryctolagus
cuniculus) com idades e pesos similares (cinco meses e aproximadamente trés
quilos, respectivamente) foram divididas aleatoriamente em trés grupos diferentes
de cinco animais cada. Durante o periodo de 30 dias consecutivos os grupos foram
tratados com diferentes protocolos.

- Grupo 1: BAK 0,1%, a cada 24 horas.

- Grupo 2: Ciclosporina 0,05% (Restasis®), a cada seis horas.

- Grupo 3: BAK 0,1%, a cada 24 horas e ciclosporina 0,05% (Restasis®), a

cada seis horas.

Para todos os grupos, uma gota de cada colirio foi instilada no olho esquerdo
de todos os animais, conforme protocolo acima mencionado enquanto o olho direito
serviu como controle.

Decorridos os 30 dias do experimento, os animais sofreram eutanasia e seus
bulbos oculares e palpebras foram removidos e imediatamente fixados em solugcao
de formol tamponada 10% por 24 horas. Apés a fixagcdo em formol, os olhos e
palpebras foram seccionados longitudinalmente e submetidos ao processamento

histotécnico padrao com inclusdo em parafina.
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Para o estudo imuno-histoquimico, optou-se pela técnica de arranjo em
matriz de amostras teciduais, ou TMA (Tissue Microarray). Tal técnica consiste em
construir um bloco de parafina contendo fragmentos cilindricos de amostras de
tecidos obtidos de diversos outros blocos, sendo subsequentemente cortados em
cinco ym de espessura proporcionando padronizagdo da marcagdo com o anticorpo
nas amostras e, inclusive, barateando o custo da pesquisa.’

Neste estudo, para cada uma das duas palpebras (inferior e superior) de cada
olho, individualizado inicialmente em um bloco de parafina, foram selecionados dois
sitios, um abrangendo a conjuntiva bulbar e férnice conjuntival e outro a conjuntiva
palpebral, ou seja, quatro fragmentos palpebrais por olho (Figura 2.1). Os mesmos
compuseram, em sequéncia pré-determinada para posterior leitura, os novos blocos
para a confecgao das laminas de TMA, que foram divididas em seis grupos, isto &,
seis laminas para cada marcador imuno-histoquimico: trés laminas (Grupo 1, 2 e 3)
dos olhos esquerdos tratados e trés laminas dos olhos direitos controles (Figura

2.2).

Figura 2. 1. Exemplo representativo de um bloco doador com um dos olhos em corte longitudinal para a
confeccéo das laminas de TMA. A: Vazador rotatério elétrico utilizado para a coleta dos fragmentos das
areas conjuntivais a serem analisadas. B: Area coletada abrangendo a conjuntiva bulbar e fornice
conjuntival de uma das palpebras. As setas vermelhas e circulos pontilhados indicam as quatro regides a
serem coletadas da conjuntiva de coelhos, abrangendo a conjuntiva bulbar, fornice conjuntival e conjuntiva
palpebral de ambas as palpebras.
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Figura 2. 2. A: Exemplo de uma lamina de TMA e a sequéncia dos fragmentos palpebrais para cada um dos
cinco coelhos de cada grupo para a analise do tecido conjuntival. Os fragmentos identificados como “1” e “3”
correspondem a conjuntiva bulbar e fornice conjuntival de cada palpebra (superior e inferior), assim como os
fragmentos “2” e “4” correspondem a conjuntiva palpebral (magnificagéo: 2,5x). B: Exemplo de um dos
fragmentos abrangendo a conjuntiva bulbar e férnice conjuntival e substancia propria, em maior aumento
(magnificagéo: 5x).

No total, foram determinados quatro marcadores imuno-histoquimicos para a
avaliagao da reacao inflamatoria causada pelo BAK e a agao da ciclosporina sobre
a mesma na conjuntiva de coelhos: os anticorpos anti-colageno | e anti-colageno lll,
para avaliar grau de fibrose inflamatoéria; anti-VCAM-1(Novocastra Laboratories Ltd,
Inglaterra, na diluigdo 1:200), para avaliagéo de vasos sanguineos reativos; e anti-
CD45RO (BD Biosciences Pharmingen, EUA, na diluicao 1:800) para avaliagao de
linfécitos T reativos.

Apo6s a marcagao dos quatro anticorpos em cada grupo, as laminas de TMA
marcadas foram escaneadas pelo scanner automatizado de slides para microscopia
de campo claro e fluorescéncia (Axio Scan Z1®, Carl Zeiss Microscopy, Jena,
Germany). Posteriormente, por meio do software de edicao Zen 2.3 blue edition

(Carl Zeiss Microscopy, Jena, Germany), foram selecionados e fotografados, em
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objetiva de aumento 200x, até trés campos (quando possivel) de cada fragmento
de cada lamina para entao serem analisados individualmente. Isto €, cada grupo (1
- BAK, 2 - ciclosporina e 3 - BAK + ciclosporina) apresentou duas laminas por
marcador (uma para os olhos direitos controles e outra para os olhos esquerdos
tratados), totalizando seis laminas por marcador. Cada lamina foi composta por até
20 fragmentos (cinco olhos de coelhos com quatro fragmentos palpebrais cada) e
de cada fragmento foram selecionados até trés campos, ou seja, foram
selecionados até 60 campos por grupo (tratado e controle) para a analise.

Para a analise das amostras marcadas com o anticorpo anti-colageno | e anti-
colageno lll utilizou-se o software ®Image ProPlus 4 (Media Cybernetics, Silver
Spring, EUA), o qual estabeleceu a proporgéao, em porcentagem, do tecido fibroso
marcado em relagdo ao tecido total de cada campo fotografado (Figura 2.3).

Para a analise das amostras marcadas com os anticorpos anti-VCAM-1 e
anti-CD45R0, realizou-se a contagem dos vasos e linfécitos reativos marcados em
cada campo selecionado (200x), novamente com o auxilio do software de edigéo

Zen 2.3 blue edition (Figura 2.4).
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Figura 2. 3. A: Fotomicrografia (20x) de um dos campos selecionados de um fragmento conjuntival em um
lamina de TMA marcada com o anticorpo anti-colageno |. A coloragdo marrom no tecido corresponde as
fibras de colageno | marcadas com o anticorpo. B: Utilizacdo do software ®mage Pro plus 4 sobre a
fotomicrografia para realgar em vermelho o colageno | marcado. O amarelo corresponde ao tecido nao
marcado e o verde corresponde as areas de auséncia de tecido, assim como algumas regidées em branco.
A proporgéo se estabeleceu da relacdo entre a quantidade de objetos marcados em vermelho e o total de
tecido da amostra (objetos em vermelho + objetos em amarelo) = objetos vermelhos/ (objetos vermelhos +
amarelos) x 100, dando em porcentagem a quantidade de colageno | marcado por campo.
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Figura 2. 4. Fotomicrografias dos campos em aumento de 200 x de amostras marcadas com anticorpo anti-
VCAM-1 (A) e anti-CD45R0O (B). Na foto “A”, a coloracdo marrom presente na parede dos vasos e estroma
subjacente indica positividade para o VCAM-1, marcando vasos sanguineos reativos. Na foto “B”, a coloracéo
marrom escura indica positividade para o CD45R0O, marcando os linfécitos T reativos. Utilizou-se o software de
edicdo Zen 2.3 para a selegdo dos campos e contagem, tanto dos vasos quanto dos linfocitos, os quais estéo
identificados com um “x” vermelho, sendo os totais identificados no canto superior esquerdo de cada foto (9 e

49 respectivamente).

Local:

A fase experimental do estudo ocorreu no Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Parana (UFPR) ap6s aprovagdo pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias. A confecgao das laminas de TMA

e demais marcadores, assim como a analise imuno-histoquimica das amostras,
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foram realizadas no Laboratério de Patologia da Pontificia Universidade Catdlica do

Parana - PUCPR.

Analise estatistica:

Ap0s tabulagao dos resultados em planilha eletrénica, as diferengas entre os
grupos foram comparadas empregando-se o teste de ANOVA para investigar
diferengas entre variaveis continuas numéricas de distribuicdo normal. As
comparagdes entre o mesmo grupo (olho direito e olho esquerdo) foram realizadas
com teste-t pareado, enquanto as comparagdes de todos os grupos contra todos os
grupos foram realizadas com ANOVA de medidas repetidas com pos-teste de

Tukey. Valores de P menores ou iguais a 0,05 foram considerados significativos.

2.5 RESULTADOS

Ao final do experimento, antes da eutanasia, tanto os grupos tratados
somente com o BAK quanto os que foram tratados com BAK + ciclosporina
apresentavam sinais nitidos de inflamagdao nos olhos esquerdos tratados, com
intensidades variadas de secregao ocular, hiperemia conjuntival, quemose e
neovascularizagdo corneana (Figura 2.8). Alguns olhos tratados com BAK +
ciclosporina aparentavam, inclusive, estarem mais inflamados que os olhos tratados
somente com o BAK. Todos os grupos (tratados e controles) foram comparados
estatisticamente entre si para cada marcador avaliado. Valores de P < 0,05 foram

considerados significativos.

Colageno tipo | — marcador imuno-histoquimico anti-colageno |



51

Na analise das laminas marcadas com anti-colageno | os resultados
mostraram que os olhos esquerdos tratados do Grupo 3 (BAK + ciclosporina)
apresentaram menor média da porcentagem de colageno tipo | por campo presente
no tecido conjuntival, enquanto que os olhos tratados somente com ciclosporina
(Grupo 2) apresentaram maior média de colageno tipo | marcado, sendo o Grupo 1
(BAK) intermediario em relagédo aos demais (Tabela 2.1) (Figura 2.5). Os principais

resultados estatisticos estdo demonstrados na Tabela 2.2.

Tabela 2. 1. Médias, desvios-padrao e erros-padréo (média + desvio-padrédo * erro-padréo) da
porcentagem de colageno tipo | por campo (200x) em cada grupo e seus respectivos controles:

Grupo 1 (BAK) % Grupo 2 (ciclosporina) %  Grupo 3 (BAK + ciclosporina) %

OD (controle) 1,17 £ 0,67 £ 0,10 0,93+0,63+0,12 0,76 + 0,44 £ 0,06

OS (tratado) 1,48 £0,92 £ 0,12 2,561+2,16 + 0,34 0,94 + 0,62 £ 0,09

BAK = cloreto de benzalcdnio; OD = Olho direito; OS= Olho esquerdo.

3,50%

oD (ON)
3,00%

2,50% 1

2,00%

1,50%

Médiada% de colageno | por campo 200x
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo3 Grupo1 Grupo 2 Grupo 3
controle BAK  controle controle BAK tratado BAK tratado tratado BAK
Ciclosporina + Ciclosporina +

Ciclosporina Ciclosporina

Identificacdo dos grupos experimentais e dos olhos tratados OS e controles OD

Figura 2. 5. Médias das porcentagens de colageno tipo | por campo (200x) nos diferentes grupos (BAK
OD/OS, ciclosporina OD/OS e BAK + ciclosporina OD/OS).
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Tabela 2. 2. Comparagéo das médias das porcentagens de colageno tipo | por campo entre os seguintes
grupos: Grupo 1 BAK Controle OD(1C); Grupo 2 ciclosporina Controle OD(2C); Grupo 3 BAK +
ciclosporina Controle OD(3C); Grupo 1 BAK Tratado OS(1T); Grupo 2 Ciclosporina Tratado OS(2T);
Grupo 3 BAK + ciclosporina Tratado OS(3T). Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

Grupo (média % * Desvio padrdo %) X Grupo (média % * Desvio padrdo %) Valordep S
1C (1,17 £0,67) x 1T (1,48 £ 0,92) 0,1681 -
1T (1,48 + 0,92) x 3C (0,76 + 0,44) 0,0010 S
1T (1,48 +0,92) x 3T (0,94 + 0,62) 0,0144 S
1T (1,48 + 0,92) x 2C (0,93 + 0,63) 0,0313 S
1T (1,48 £ 0,92) x 2T (2,51 * 2,16) <0,0001 S
3C (0,76 + 0,44) x 3T (0,94 + 0,62) 0,4199 -
3T (0,94 + 0,62) x 2T (2,51 + 2,16) <0,0001 S
2C (0,93 +0,63) x 2T (2,51 + 2,16) < 0,0001 S

BAK = cloreto de benzalconio; ciclosp. = ciclosporina 0,05%; OD = Olho direito; OS= Olho esquerdo; S = Significante.

Coléageno tipo Il - marcador imuno-histoquimico anti-colageno IlI

Na analise das laminas marcadas com anti-colageno Il os resultados
mostraram que os olhos esquerdos tratados do Grupo 3 (BAK + ciclosporina)
apresentaram maior média da porcentagem de colageno tipo Ill por campo presente
no tecido conjuntival, enquanto que os olhos tratados somente com ciclosporina
(Grupo 2) apresentaram menor média de colageno tipo |ll marcado, sendo o Grupo
1 (BAK) intermediario em relagéo aos demais (Tabela 2.3) (Figura 2.6). Os principais

resultados estatisticos estao demonstrados na Tabela 2.4.

Tabela 2. 3. Médias, desvios-padrao e erros-padrdo (média + desvio-padréo * erro-padréo) da
porcentagem de colageno tipo Il por campo (200x) em cada grupo e seus respectivos controles:

Grupo 1 (BAK) % Grupo 2 (ciclosporina) %  Grupo 3 (BAK + ciclosporina) %

OD (controle) 3,69+1,43+0,22 4,77 £ 2,63 £ 0,50 3,13+ 1,87 £0,276

OS (tratado) 3,77 £ 1,61 £ 0,22 3,27 £ 1,40 £ 0,22 4,27 +2,04 £ 0,30

BAK = cloreto de benzalcdnio; OD = Olho direito; OS= Olho esquerdo.
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Figura 2. 6. Médias das porcentagens de colageno tipo lll por campo (200x) nos diferentes grupos (BAK
OD/QS, ciclosporina OD/OS e BAK + ciclosporina OD/OS).

Tabela 2. 4. Comparagéo das médias das porcentagens de colageno tipo Il por campo entre os seguintes
grupos: Grupo 1 BAK Controle OD (1C); Grupo 2 ciclosporina Controle OD (2C); Grupo 3 BAK +
ciclosporina Controle OD (3C); Grupo 1 BAK Tratado OS (1T); Grupo 2 Ciclosporina Tratado OS (2T);
Grupo 3 BAK + ciclosporina Tratado OS (3T). Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

Grupo (média % t Desvio padrdo %) X Grupo (média % * Desvio padrdo %) Valordep S
1C (3,69 +£1,43)x 1T (3,77 £ 1,61) 0,8328 -
1T (3,77 £1,61) x 3T (4,27 £ 2,04) 0,1790 -
1T (3,77 £1,61) x 2T (3,27 £ 1,40) 0,1993 -
3C (3,13 £1,87) x 3T (4,27 £ 2,04) 0,0032 S
3T (4,27 £ 2,04) x 2T (3,27 + 1,40) 0,0133 S
2C (4,77 +2,63) x 2T (3,27 + 1,40) 0,0012 S

BAK = cloreto de benzalcdnio; ciclosp.= ciclosporina 0,05%; OD = Olho direito; OS= Olho esquerdo; S = Significante.

Vasos sanguineos reativos — marcador imuno-histoquimico anti-VCAM-1

A resposta da conjuntiva ao anticorpo VCAM-1 para a detecgado de
inflamagéo do endotélio vascular mostrou que os olhos tratados com BAK (Grupo
1) apresentaram maior média do nimero de vasos sanguineos reativos marcados

por campo (200x), enquanto que os olhos tratados somente com a ciclosporina
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(Grupo 2) apresentaram menor numero de vasos marcado, sendo o Grupo 3 (BAK
+ ciclosporina) intermediario em relagdo aos demais (Tabela 2.5 e Figuras 2.7 e

2.8). Os principais resultados estatisticos estdao demonstrados na Tabela 2.6.

Tabela 2. 5. Médias, desvios-padrdo e erros-padrédo (média + desvio-padrdo + erro-padréo) da
contagem de vasos sanguineos reativos marcados por campo (200x) em cada grupo e seus
respectivos controles:

Grupo 1 (BAK) Grupo 2 (ciclosporina) Grupo 3 (BAK + ciclosporina)
OD (controle) 443+214+0,35 481+237+045 489+199+0,29
OS (tratado) 10,38 + 3,68 + 0,51 438+212+0,34 7,86 + 3,21+ 0,84

BAK = cloreto de benzalcénio; OD = Olho direito; OS= Olho esquerdo.
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Identificacdo dos grupos experimentais e dos olhos tratados OS e controlesOD

Figura 2. 7. Médias do nimero de vasos sanguineos reativos marcados nos diferentes grupos (BAK OD/OS,
ciclosporina OD/OS e BAK + ciclosporina OD/OS). Nota-se redugao significativa da média do Grupo 2 e 3
em relagdo ao Grupo 1 nos olhos tratados.



Figura 2. 8. Comparacéo clinica e histologica entre os olhos esquerdos de cada grupo apés 30 dias de
tratamento com fotomicrografias representativas demonstrando a contagem de vasos sanguineos reativos
(setas vermelhas) por campo (200x) marcados com o anticorpo anti-VCAM-1. "A" e "B" correspondem ao
Grupo 1 (BAK), "C" e "D" correspondem ao Grupo 2 (ciclosporina) e "E" e "F" correspondem ao Grupo 3
(BAK + ciclosporina).

Tabela 2. 6. Comparagdo do nimero de vasos sanguineos reativos marcados por campo entre os
seguintes grupos: Grupo 1 BAK Controle OD (1C); Grupo 2 ciclosporina Controle OD (2C); Grupo 3
BAK + ciclosporina Controle OD (3C); Grupo 1 BAK Tratado OS (1T); Grupo 2 Ciclosporina Tratado
OS (2T); Grupo 3 BAK + ciclosporina Tratado OS (3T). Valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.

Grupo (média + Desvio padrdo) X Grupo (média + Desvio padrao) Valor de p S
1C (4,43 +2,14) x 1T (10,38 + 3,68) <0,0001 S
1T (10,38 + 3,68) x 3T (7,86 + 3,21) < 0,0001 S
1T (10,38 + 3,68) x 2T (4,38 +2,12) < 0,0001 S
3C (4,89 +1,99) x 3T (7,86 + 3,21) < 0,0001 S
3T (7,86 £ 3,21) x 2T (4,38 £ 2,12) < 0,0001 S
2C (4,81 £2,37) x 2T (4,38 £ 2,12) 0,56314 -

BAK = cloreto de benzalcdnio; ciclosporina.= ciclosporina 0,05%; OD = Olho direito; OS= Olho esquerdo;
S = Significante.
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Linfécitos T reativos — marcador imuno-histoquimico anti-CD45R0O

A resposta da conjuntiva ao anticorpo anti-CD45RO para detecgdao de
linfécitos reativos mostrou que os olhos esquerdos tratados do Grupo 3 (BAK +
ciclosporina) apresentaram maior nimero de linfécitos marcados por campo no
tecido conjuntival, enquanto que o menor numero foi observado nos olhos tratados
somente com ciclosporina (Grupo 2), sendo o Grupo 1 (BAK) intermediario em
relagdo aos demais (Tabela 2.7) (Figura 2.8). Os principais resultados estao

demonstrados na Tabela 2.8.

Tabela 2. 7. Médias, desvios-padréo e erros-padrdo (meédia + desvio-padrdo + erro-padrdo) da
contagem de linfécitos reativos marcados por campo (200x) em cada grupo e seus respectivos
controles:

Grupo 1 (BAK) Grupo 2 (ciclosporina) Grupo 3 (BAK + ciclosporina)
OD (controle) 39,59 + 15,41 + 2,46 57,25 £ 30,99 + 5,96 59,13 £ 25,67 + 3,78
OS (tratado) 59,37 + 38,44 + 554 32,12+ 16,38 £ 2,62 80,34 £ 34,44 + 519

BAK = cloreto de benzalcénio; OD = Olho direito; OS= Olho esquerdo.
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Figura 2. 9. Médias do numero de linfocitos T reativos marcados por campo (200x) nos diferentes grupos
(BAK OD/OS, ciclosporina OD/OS e BAK + ciclosporina OD/OS).

Tabela 2. 8. Comparagao do numero linfocitos reativos marcados por campo entre os seguintes grupos:
Grupo 1 BAK Controle OD (1C); Grupo 2 ciclosporina Controle OD (2C); Grupo 3 BAK + ciclosporina
Controle OD (3C); Grupo 1 BAK Tratado OS (1T); Grupo 2 Ciclosporina Tratado OS(2T); Grupo 3 BAK +
ciclosporina Tratado OS (3T). Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

Grupo (média £ Desvio padrdo) X Grupo (média + Desvio padrao) Valor de p S
1C (39,59 £ 15,41) x 1T (59,37 + 38,44) 0,0015 S
1T (59,37 £ 38,44) x 3C (59,13 + 25,67) 0,9670 -
1T (59,37 + 38,44) x 3T (80,34 + 34,44) 0,0005 S
1T (59,37 + 38,44) x 2C (57,25 + 30,99) 0,7590 -
1T (59,37 + 38,44) x 2T (32,12 + 16,38) < 0,0001 S
3C (59,13 £ 25,67) x 3T (80,34 + 34,44) 0,0005 S
3T (80,34 +34,44) x 2T (32,12 £ 16,38) < 0,0001 S
2C (57,25 £ 30,99) x 2T (32,12 + 16,38) 0,0005 S

BAK = cloreto de benzalcénio; ciclosp. = ciclosporina 0,05%; OD = Olho direito; OS= Olho esquerdo; S =Significante.

2.6 DISCUSSAO

O estudo comprovou a agao deletéria do cloreto de benzalcbnio na conjuntiva

de coelhos. com doses elevadas e por tempo prolongado, induzindo formagéo de
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fibrose, neovascularizagao e ativagao intensa de linfécitos T reativos no tecido
conjuntival. A associagao da ciclosporina ao tratamento modificou alguns desses

efeitos relacionados ao processo inflamatoério.

A literatura é escassa no que diz respeito a composi¢ao molecular detalhada do
tecido fibrovascular da conjuntiva saudavel. Estudos demonstram que ha
predominancia de colageno | e Ill na substancia prépria (matriz extracelular) e
colageno IV na membrana basal do epitélio conjuntival e do endotélio vascular.® Os
resultados do estudo mostraram que o colageno tipo lll prevaleceu em relagao ao
colageno tipo | na matriz extracelular da conjuntiva de coelhos que néo receberam
tratamento (olhos controles). Ja, os olhos do Grupo 3 que receberam o tratamento
com BAK + ciclosporina apresentaram média significativamente menor da
porcentagem de colageno | no tecido conjuntival enquanto que o grupo tratado
apenas com o BAK apresentou média significativamente maior. No grupo 3 (BAK +
ciclosporina) houve uma tendéncia para que a média das porcentagens de colageno
Il fosse maior que no Grupo 1 (BAK). A interpretagdao de ambos os resultados para
o colageno | e lll nos Grupos 1 e 3 sugere que a ciclosporina possa ter retardado o
processo de fibrose (remodelamento) da conjuntiva causado pela inflamagao
induzida pelo BAK dos olhos que foram tratados com ambas as drogas (Grupo 3).
Sabe-se que o processo de fibrose e cicatrizagéo dos tecidos em geral, incluindo a
conjuntiva, envolve trés fases: inflamagao, proliferagdo e maturagéo. A fase
proliferativa da cicatrizagdo se caracteriza por elevagdo na concentragéo de
fibroblastos, que produzem e depositam grande quantidade de colageno tipo lll,
ocorrendo posteriormente a maturagao, com remodelagao e substituicdo das fibras
colagenas do tipo Il por fibras colagenas do tipo I.° Como no Grupo 3 ha mais

colageno Il e menos colageno | em relagdo ao Grupo 1, a fase de maturagéo
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possivelmente foi influenciada e retardada pela ciclosporina neste grupo. Um estudo
realizado em 2015 por Labbé e colaboradores identificou uma interferéncia causada
pelo BAK na formagao de matriz extracelular, particularmente no remodelamento
conjuntival devido ao aumento de metaloproteinases (MMP) pelos fibroblastos e
ainda mostrou que a ciclosporina teve agao inibitéria no indutor dessas MMP,
auxiliando na homeostase da matriz extracelular no processo de inflamagao.’ O
fato, inclusive, de nao haver diferenga significativa na comparagao das médias de
colageno tipo | dos olhos tratados do Grupo 3 (BAK + ciclosporina) com todos os
olhos controles do experimento, evidencia, também, que a associagao da
ciclosporina ao tratamento com BAK manteve a mesma quantidade pré-existente
de colageno tipo | que a quantidade presente nos olhos que nao receberam
. tratamento algum, diferentemente do que ocorreu na comparagdao com olhos
tratados apenas com o BAK (Grupo1), em que houve aumento significativo de
colageno | em relagao aos olhos controles dos grupos 2 e 3, (exceto em relagéo aos
olhos controles do proprio Grupo 1). Isto comprova que o BAK estimula a formagao
de fibrose no tecido conjuntival no processo inflamatério, corroborando com estudos
que inclusive utilizaram concentragdes menores de BAK para identificar a fibrose
conjuntival BAK-induzida, sendo esta uma consequéncia da produgao excessiva de
matriz extracelular por fibroblastos conjuntivais, por meio de ativagao modulada pela

ciclo-oxigenase-2 (COX-2) no processo inflamatério.'-13

Foi observado que a ciclosporina administrada individualmente induziu
producéo de colageno tipo | na matriz extracelular saudavel. Isso porque a média
da porcentagem de colageno tipo | nos olhos tratados somente com ciclosporina no
Grupo 2 foi significativamente maior quando comparada as médias dos outros

grupos. Além disso, houve redugao proporcional de colageno tipo Il apenas nos
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olhos tratados com ciclosporina (Grupo 2). Este aumento do colageno tipo | nos
olhos sem sinais de inflamagéo pode ser justificado pela comprovada agéo inibitéria
da ciclosporina sobre as metaloproteinases de matriz (grupo de enzimas
responsaveis pela degradagao de componentes da matriz extracelular). Estudos
comprovam que a ciclosporina aumenta a expressao de colageno tipo | em
fibroblastos gengivais, causando aumento gengival em pacientes que necessitam
de tratamento imunossupressor com a droga por esta induzir modificagbes
quantitativas do componente da matriz extracelular, principalmente pela inibicao de
metaloproteinases de matriz — 1 (MMP-1), enzima também denominada
“colagenase”. Os dados desses estudos sugerem que o colageno tipo | acumulado
durante o sobrecrescimento gengival induzido pela ciclosporina pode ser
sustentado principalmente por uma alteragao da degradagao de colageno tipo |

devido a diminuigéo da atividade da MMP-1.14.15

Além da agéo inibitéria sobre a produgao das metaloproteinases de matriz, a
ciclosporina também apresenta agao inibitoria sobre o COX-2 na inflamagéo, o qual
modula a ativagao de fibroblastos na conjuntiva iniciando o processo de fibrose.'®
Portanto, a ciclosporina demonstrou apresentar agdes importantes sobre a
regulagao da matriz extracelular no processo inflamatério e desregulagéo da mesma

fora dele.

Neste estudo, os olhos trados com BAK (Grupo 1) apresentaram maior meédia
do numero de vasos sanguineos marcados pelo anticorpo VCAM-1, indicando que
o processo inflamatério causado pelo BAK estimulou a angiogénese e inflamagéao

vascular. O contato e rolamento de linfocitos, monécitos, baséfilos e eosindéfilos
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sobre o endotélio dos vasos sanguineos conjuntivais ativa uma proteina CD106 que
contribui ativamente para adesao celular e extravasamento dessas células para a
matriz extracelular na inflamagéo, podendo ser detectada na corrente sanguinea,
na prépria parede do vaso ou ainda no tecido extravascular adjacente.’1® A
detecgao da proteina CD106 é realizada imuno-histoquimicamente por um anticorpo
monoclonal denominado VCAM-1 (Vascular Cellular Adesion Molecule). A liberagao
de citocinas inflamatérias junto ao recrutamento dessas células estimula a
angiogénese para o sitio da inflamagdo, aumentando o numero de vasos
sanguineos os quais também serao ativados por essa proteina, que por sua vez
permitird o extravasamento de mais células inflamatérias. Estudos anteriores ja
comprovaram a ag¢ao de drogas hipotensoras associadas ao BAK sobre a
inflamacgéao vascular, demonstrando um aumento da detec¢ao de VCAM-1, além de

aumento da contagem e espessura da parede dos vasos." 2021

A associacdo da ciclosporina ao BAK no Grupo 3 demonstrou redugao
significativa da resposta ao anticorpo VCAM-1, apresentando média
significativamente menor do nimero de vasos sanguineos reativos em comparagao
ao grupo tratado apenas com BAK. Este resultado evidencia a agao anti-inflamatéria
da ciclosporina e supressao da angiogénese, que é modulada pela liberagao de
citocinas inflamatérias. Uma dessas citocinas é o Fator de Crescimento do Endotélio
Vascular (VEGF), estimulando a angiogénese. Este necessita de ativagéo pelo
Fator Nuclear de Células T Ativadas (NFAT) para induzir a expressao génica da
COX-2 nas células endotéliais dos vasos.?? Uma vez que a ciclosporina tem sua
principal agdo na inibicdo de células T, ha inibicao de NFAT e COX-2, logo, a
angiogénese estimulada e mantida pelo VEGF também ¢ inibida.'®2® Outra citocina

estimulante da angiogénese ¢é a lterleucina 6 (IL-6) e estudos in vitro comprovam
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que a ciclosporina apresentou resposta positiva na redugao da mesma em modelos
inflamatorios.?425 Além da IL-6, a ciclosporina também atua na redugédo de
Interleucina 2 (IL-2) e Interfferon Gamma (INF-g) as quais atuam na ativagdo de
macréfagos. Estes estdo diretamente relacionados com a angiogénese, liberando
enzimas proteoliticas responsaveis por causar instabilidade vascular.26:27 A inibigéo
dessas citocinas inibe a ativagao de macroéfagos, diminuindo a neovascularizagao
por este mecanismo.?® Todos esses fatores justificam o possivel mecanismo pelo
qual a ciclosporina reduziu a angiogénese frente a agao do BAK.

Nao houve diferencga estatistica entre os olhos do Grupo 2 tratados somente
com ciclosporina em relagcdo aos demais grupos controles, sugerindo que a
ciclosporina nao tem acgao sobre os vasos pré-existentes, impedindo apenas a
angiogénese de origem inflamatéria.

Apesar de a ciclosporina atuar positivamente na redugdo da
neovascularizagdo induzida pela inflamagdo, o mesmo nao foi observado em
relacdo a ativagdo de linfocitos T reativos. Grande parte da inflamagao da conjuntiva
de coelhos é mediada por essas células, seguidas pela participagdo de macréfagos
de forma menos expressiva.?® Os linfocitos T reativos possuem uma subunidade
heterogénea intracelular denominada CD45RO e esta é identificada por seu
anticorpo na imuno-histoquimica. A resposta da conjuntiva ao anticorpo anti-
CD45RO0 foi significativamente maior nos olhos tratados do grupo que recebeu a
associacgdo da ciclosporina ao tratamento com o BAK (Grupo 3), maior, inclusive,
que o Grupo 1, que recebeu apenas o BAK. Por este motivo, sugere-se que a
ciclosporina associada ao tratamento nao influenciou na reagéo inflamatéria de

recrutamento de linfécitos T causado pelo BAK. Observou-se a agao da ciclosporina
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na supressao de linfocitos T apenas no grupo que recebeu o tratamento individual
com a mesma (Grupo 2), sem o estimulo inflamatério do BAK.

A concentragao alta de BAK utilizada neste estudo pode ter induzido uma
resposta inflamatéria exacerbada no que tange ativagcao de linfocitos T reativos,
a ponto do emprego da ciclosporina na concentragdo 0,05%, mesmo a cada 6
horas, nao ter sido suficiente para bloquear com eficiéncia a caucineurina nessas
células, nao sendo capaz de impedir a liberagao das citocinas de recrutamento
de mais linfécitos T reativos (principalmente IL-2). Vale afirmar que concentragao
de 0,1% do BAK para este estudo foi determinada baseada em trabalhos que
utilizaram em experimentacgdes in vitro concentragdes maiores que as utilizadas
comercialmente em colirios (0,005% a 0,02%), porém menores que 0,1% (variando
de 0,06 a 0,09%)2%3' e, também, em estudos que utilizaram uma concentragéo

ainda maior (0,2%) em coelhos.3?

Sao inumeros os estudos que comprovam a agao inibitdéria da ciclosporina
sobre a ativagao de linfécitos T na conjuntiva, tanto na sindrome do olho seco como
nas doencas auto-imunes da superficie ocular3®35. Do mesmo modo, séo inimeros
os que comprovam a agao do BAK e drogas antiglaucomatosas sobre a ativagao de
linfocitos T.1. 20.21.36.37 Em contrapartida a literatura é escassa, principalmente no
que diz respeito ao infiltrado linfocitario, quando se trata da agao da ciclosporina em
associagdo com agentes inflamatérios, como o BAK em drogas antiglaucomatosas.
Alguns até demonstram a agdo benéfica da agéo da ciclosporina na inibigdo da
apoptose epitelial e produgéo de citocinas por linfocitos T na conjuntiva de coelhos
tratados com drogas antiglaucomatosas preservadas com BAK, porém poucos

evidenciam quantitativamente a proliferagdo celular especifica. Além disso, a
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maioria desses estudos utilizaram concentragcdes de BAK iguais as normalmente
encontradas em farmacos antiglaucomatosos.38:39
Um fato interessante foi que as médias do nimero de linfécitos T reativos nos
olhos controles do Grupo 2 e 3 (que nao receberam tratamento) nao apresentaram
diferenga significativa em comparagdo com a média de linfécitos T nos olhos
tratados com o BAK (Grupo1). Devido a esta ocorréncia, suspeita-se que de alguma
forma houve certo grau inflamatério em alguns olhos controles. Descarta-se a
possibilidade de absorgao sistémica e influéncia dos olhos tratados sobre os olhos
contralaterais pelo fato de um desses grupos ser dos olhos controles do Grupo 2,
grupo este tratado apenas com a ciclosporina. Uma possivel justificativa para isso,
o que também explicaria a resposta significativamente maior da reagao ao anti-
CD45R0 nos olhos tratados do Grupo 3 (BAK + ciclosporina), seria a proximidade
do chdo em que esses grupos estiveram no decorrer do experimento devido a
disposicao das gaiolas no biotério. Por conta deste arranjo espacial das gaiolas, os
grupos 2 e 3 permaneceram muito mais préximos ao que acumulava mais urina
durante o dia em comparagéo aos animais do Grupo 1, que ficaram em gaiolas mais
altas. Nota-se, inclusive, que os olhos controles do Grupo 1 nao apresentaram
resposta elevada ao anticorpo anti-CD45R0O como os olhos controles do Grupo 2 e
3. Por mais que se realizasse a lavagem do biotério duas vezes ao dia, a amdnia
liberada proximo a esses animais do grupo 2 e 3 pode ter sido responsavel por uma
maior ativagao de linfécitos T na conjuntiva desses animais.
Por fim, conclui-se que os resultados obtidos nesse estudo confirmaram o que
se observou clinicamente em cada grupo antes da eutanasia. Apesar da associagéo
da ciclosporina junto ao BAK no Grupo 3, era evidente um processo inflamatorio dos

olhos tratados, tanto no grupo 1(BAK) quanto no grupo 3 (BAK + ciclosporina), por
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mais que a angiogénese e fibrose conjuntival inflamatérias tenham sido atenuadas
com a agao da ciclosporina. Este estudo demonstrou claramente a agao benéfica
da ciclosporina sobre o endotélio vascular e, inesperadamente, resultados que
abrirdao novas perspectivas no que tange os tratamentos tépicos continuos com a
ciclosporina, uma vez que se observou maior expressao de colageno | e fibrose em

olhos nao inflamados e tratados pela droga.
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ANEXOS E APENDICES
3.1 — Aprovagiao do Comité de ética no Uso de Animais — CEUA - PUCPR

Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Pro-Reitoria de Pesquisa & Pds Graduagac
Comié de Eiica em Pesquisa

Curitiba, 27 de Fevereiro de 2014.
PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO: 869 — 12 versido

TITULO DO PROJETO: Efeitos do preservativo cloreto de benzalcénio e ciclosporina nas conjuntivas de
coelho estudo histomorfométrico e imuno-histoquimico.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Thiago Alegre Coelho Ferreira

EQUIPE DE PESQUISA: Alegre Coelho Ferreira, Fabiano Motiani, Heloisa Russ. Nubia Vanessa, Rafael
Zotz.

INSTITUICAO:

Pontificia Universidade Catdlica do Parana

ESCOLA/CURSO:

Convenio Biotério PUCPR / UFPR

ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE / PESO CATEGORIA QUANTIDADE

Oryctolagus cuniculus Fémea 5 meses / 2 kg C / Mediato 18

O colegiade do CEUA em reunido no dia 27/02/2014, avaliou o projeto e emite o seguinte parecer:
APROVADO.

PUCPR de forma clara e sucinta. identificando a parte do protocolo a ser moditicado & as suas
justificativas.

Se houver mudanga do protocolo o pesquisador deve enviar um rejatério ac CEUA-PUCPR descrevendo
de forma clara e sucinta, a parie do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instduigdes. cabe ao pesquisador ndo inicia-la antes
de receber a autoriza¢ao formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser
carimbado e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em poder do pesquisader responsavel,
podendo ser requerido por este CEUA em qualquer tempo.

Lembramos ao pesquisador que é obrigatdrio encaminhar o relatorio anual parcial e relatorio final da
pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente,

Profa. Dra. Marta L, !

Coordenadora

Comité de Etica no Udo de Animais.

Luciana Fischer
Prof Dre Mar e Eice
o uso de animal




73

3.2-VITA

Médica veterinaria formada pela Universidade Federal do Parana no ano de 2010.
Cursou residéncia multidisciplinar da saude atuando na area de Oftalmologia
Veterinaria no Hospital Veterinario da UFPR, no periodo entre margo de 2013 e
fevereiro de 2015. Cursou o Programa de Pés-graduacao em Ciéncias Veterinarias
da Universidade Federal do Parana, entre margo de 2015 e margo de 2017. Atua

na area de Oftalmologia Veterinaria de pequenos animais.
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