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RESUMO

CQMPARACAQ DO USO DO TACROLIMUS 0,03% COLIRIO DISSOLVIDO EM
OLEO DE AMENDOA E DE SEMENTE DE LINHACA NO TRATAMENTO DE
CERATOCONJUNTIVITE SECA EXPERIMENTAL EM COELHOS

A ceratoconjuntivite seca € um disturbio oftalmico que afeta a lagrima. O objetivo
deste estudo foi avaliar a eficacia do tacrolimus dissolvido em 6leo améndoa (OA) e
de semente de linhaga (OSL) no tratamento da ceratoconjuntivite seca (CCS)
induzida em coelhos. Neste experimento foram utilizados vinte e cinco coelhos
brancos machos da raga Nova Zelandia. Os animais foram alocados em 5 grupos,
Grupo C (controle), Grupo TA (tacrolimus em OA), Grupo TL (tacrolimus em OSL),
Grupo A (OA) e Grupo L (OSL), sendo avaliados semanalmente pelo Teste de
Lagrima de Schirmer (TLS), Teste de Fluoresceina (TF) e Teste de Rosa Bengala
(TRB), mensalmente pelo o exame de citologia esfoliativa da superficie ocular
(CESO), e analise histopatoldgica ao final do experimento. Os valores obtidos foram
significativo nos TLS com aumento em todos os grupos de tratados apds a indugéo
da CCS, apresentando melhor desempenho, o grupo L. No TF, houve resolugéo
mais precoce das ulceras de cornea com os grupos A e L, enquanto no TRB o
desempenho dos grupos foi similar. Os grupos TA e TL apresentaram menos edema
e degeneracao de cornea e conjuntiva. Ocorreu aumento significativo no numero de
células caliciformes em todos os grupos de tratados, principalmente nos grupos TA e
TL. A avaliagao dos resultados demonstram que ndo somente o tacrolimus, com seu
efeito imunossupressor, mas também os veiculos oleosos utilizados para sua
diluicdo, possivelmente devido as suas propriedades anti-inflamatorias, foram
responsaveis na melhora dos sintomas do olho seco induzidos em coelhos.

Palavras-chave: Ceratoconjuntivite seca, citologia esfoliativa da superficie ocular,
coelhos, 6leo de améndoa, 6leo de semente de linhaga, histopatoldgico, tacrolimus.



ABSTRACT

COMPARISON OF THE USE OF TACROLIMUS 0,03% EYE DROPS DISSOLVED
IN ALMOND OIL AND LINSEED IN EXPERIMENTAL TREATMENT OF
KERATOCONJUNCTIVITIS SICCA IN RABBITS

Keratoconjunctivitis sicca is an ophthalmic disorder that affects the tear. The
objective of this study was to evaluate the efficacy of tacrolimus dissolved in almond
oil (OA) and linseed (OSL) in the treatment of dry eye syndrome (CCS) induced in
rabbits. This study used twenty-five white male rabbits of New Zealand race. The
animals were divided into five groups, Group C (control), Group TA (tacrolimus OA),
Group TL (OSL tacrolimus), Group A (OA) and Group L (OSL), and were evaluated
weekly by Tear Test Schirmer (TLS), Fluorescein Test (TF) and Rose Bengal Test
(TRB), monthly by the exfoliative cytology of the ocular surface (CESO), and
histopathology at the end of the experiment. The values were significant in TLS with
an increase in all treated groups after induction of CCS, featuring improved
performance, the group L. In TF, was earlier resolution of corneal ulcers with groups
A and L, while in the performance of TRB groups was similar. The TA and TL groups
showed less edema and degeneration of the cornea and conjunctiva. Significant
increase in the number of goblet cells in all treated groups, especially in groups TA
and TL. The evaluation results show that tacrolimus not only with its
immunosuppressive effect, but also oily vehicles used for dilution, possibly due to
their anti-inflammatory properties, were responsible in improving symptoms of dry
eye induced in rabbits.

Key-words: Keratoconjunctivitis sicca, cytology of the ocular superface, rabbits,

amond oil, seed linseed oil, histopathological, tacrolimus.
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1 INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS), conhecida popularmente por olho
seco, causada principalmente por disturbio autoimune que destréi as glandulas
produtoras do filme lacrimal pré-corneal (FLP), tanto em animais quantos em seres
humanos. (BARABINO, 2003; BERDOULAY, 2005; NELL, 2005; PINHEIRO JR,
2007; EL-SHAZLY, 2008; RASHID, 2008; WESTERMEYER, 2009; HE, 2010;
RONCONE, 2010; WOJTOWICZ, 2011).

A CCS é muito comum e afeta a produgédo da lagrima, diminuindo a
quantidade ou deixando-a disfuncional (ESTEVEZ, 2004; BERDOULAY, 2005;
XIONG, 2008; WESTERMEYER, 2009; ANDRADE, 2010; RONCONE, 2010;
WOJTOWICZ, 2011), pela auséncia de uma de suas trés camadas: uma camada
externa lipidica que tem a funcdo de evitar a evaporagao precoce do FLP; uma
camada intermediaria aquosa que tem a fung¢do de lubrificagdo, nutricdo, defesa,
manutencgado do epitélio corneal; uma camada interna de mucina que tem a fungao
de aderéncia do FLP e lubrificagdo da cérnea (KIRK, 1984; MOORE, 1987; GOMES,
2000; PINHEIRO JR, 2007; XIONG, 2008; HE, 2010).

Os sinais clinicos iniciais da CCS sado: secrecdo mucoide a
mucopurulenta, conjuntivite bacteriana, blefarite, hiperemia, quemose, Ulcera de
cérnea e prurido (1ZCl, 2002; BERDOULAY, 2005). Na CCS crbnica, ocorre
vascularizagao, pigmentacao, queratinizacao, fibrose e opacificagdo da cérnea que
levar a cegueira (BARABINO, 2004).

O diagnostico deve ser clinico com anamnese, exame fisico focado na
suspeita de CCS e exame ocular com os testes: Teste Lacrimal de Schirmer (TLS),
Teste da Fluoresceina (TF), Teste do Rosa Bengala (TRB); Teste do Tempo de
Ruptura do Filme Lacrimal Pré-corneal (TRFLP) e citologia esfoliativa da superficie
ocular (CESO) (TOLOSA, 2003).

O tratamento mais preconizado é o uso de imunossupressores como a
ciclosporina, o tacrolimus e o pimecrolimus (ESTEVEZ, 2004; BARABINO, 2003;
BERDOULAY, 2005; ANDRADE, 2010). Aléem disso, também s&o utilizadas as
lagrimas artificiais, os corticosterdides, os mucoliticos, os lacrimoestimulantes
(pilocarpina) e os antibiéticos (GELATT, 1999).
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O uso do tacrolimus vem crescendo atualmente devido ao bom
desempenho em tratar a CCS e por ter algumas vantagens sobre a ciclosporina. O
tacrolimus apresenta trés efeitos terapéuticos que auxiliam no tratamento da CCS:
seu efeito antibactericida que previne e trata infecgdes primarias e secundarias; seu
efeito imunossupressor que diminui a destruicdo causada por auto-anticorpos das
glandulas produtoras de lagrima e seu efeito antiinflamatério que auxilia no
tratamento do sintoma mais comum da CCS (ESTEVES, 2004; RAMOS, 2008).

Assim como o tacrolimus o 6leo de semente de linhaga (OSL) vem
sendo muito usado no tratamento de processo inflamatério crénico pelo seu efeito
antiinflamatorio constatado por varios pesquisadores (HAIDAMUS, 2007). O dleo de
améndoa (OA) é vastamente utilizado em diversas formulagbes, mais ainda ha
poucos estudos que comprovem os seus efeitos terapéuticos relatados
popularmente (SPILLER, 1992; DAVIS, 2001; SULTANA, 2007; AHMAD, 2010).

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do colirio a base de
tacrolimus, potente imunossupressor, com dois tipos de veiculos, o OA que ja é
utilizado como veiculo do tacrolimus e o OSL, que possui propriedades
imunomoduladora e antiinflamatéria, além do uso isolado de cada éleo, no controle
das alteragdes clinicas, citolégicas e histopatoldgicas provocadas na CCS induzida

experimentalmente em coelhos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Ceratocunjuntivite seca (CCS)

A CCS é um dos disturbios oftalmolégicos mais frequentes que afeta
tanto animais quanto seres humanos (BARABINO, 2003; BERDOULAY, 2005;
NELL, 2005; PINHEIRO JR, 2007; EL-SHAZLY, 2008; RASHID, 2008;
WESTERMEYER, 2009; HE, 2010; RONCONE, 2010; WOJTOWICZ, 2011). Ela
acomete os olhos comprometendo a lagrima ou o filme lacrimal pré-corneal (FLP),
nos parametros qualitativo e quantitativo (ESTEVEZ, 2004; BERDOULAY, 2005;
XIONG, 2008; WESTERMEYER, 2009; ANDRADE, 2010; RONCONE, 2010;
WOJTOWICZ, 2011), distribuicdo (PINHEIRO JR, 2007; RONCONE, 2010) ou
drenagem pelo ducto lacrimal (GILBARD, 1987), causando um ressecamento da
superficie ocular que leva a um aumento do atrito no movimento de piscar. Por ser
uma doenga de ciclo-vicioso (GOMES. 2000; BARABINO, 2003; PINHEIRO JR,
2007) causada comumente por disturbios imunoldgicos (BERDOULAY, 2005;
PINHIRO JR, 2007; WESTERMEYER, 2009; ANDRADE, 2010), as terapias levam
somente ao alivio temporario dos sintomas, fato que frustra os proprietarios, pois
dificilmente o animal chega a cura definitiva, sendo, na maioria dos casos, CCS
cronica (BARABINO, 2003; PINHEIRO JR, 2007; RASHID, 2008; WESTERMEYER,
2009; RONCONE, 2010).

2.1.1 Etiologia

A CCS possui um leque enorme de etiologias podendo ser de origem
primaria ou secundaria.

Nas causas primarias, devido a fatores genéticos (ma formagao das
glandulas), idade (perda hidrica natural) as glandulas tém deficiéncia na producéo
do FLP, este fator levara a disturbios com ulcera de cornea, processos inflamatorios
e infecciosos, e perda da visdao, em casos mais agressivos (IZCl, 2002; SAITO,
2004; BERDOULAY, 2005; PINHEIRO JR, 2007; EL-SHAZLY, 2008; GALERA,
2009).
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Na maioria dos casos, a CCS é secundaria sendo causada por um
disturbio de base, entre os mais comuns as doengas imunologicas onde ha
destruicdo das glandulas secretoras da lagrima (estudos imunohistoquimicos
mostraram o acumulo de linfécitos T helper - CD4 (LTh) na superficie ocular (TANG-
LIU, 2005), levando a uma deficiéncia da por¢do aquosa, que acarreta conjuntivite
mucopurulenta persistente, ulceracdo e formagao de cicatriz corneanas); virais
(cinomose); farmacos (sulfas, anestésicos, atropina); doengas metabdlicas
(hipotireoidismo); ambientais (exposicdo excessiva a luz, ventiladores, ar
condicionado); traumas; processos inflamatérios e infecciosos oculares; doencgas
neuroldgicas; tumores e remocado da glandula da terceira palpebra (1ZCl, 2002;
SAITO, 2004; BERDOULAY, 2005; PINHEIRO JR, 2007; EL-SHAZLY, 2008;
GALERA, 2009).

3.1.1 Fisiopatologia

Como citado previamente, as causas da CCS sao variadas, mas levam
a mesma consequéncia, a uma lagrima disfuncional ou a falta dela na superficie
ocular que acarreta o seu ressecamento (KIRK. 1984; PINHEIRO JR, 2007), que
causa irritacdo no local que leva a um processo inflamatério que diminui mais a
producdo do FLP, esta diminuicdo causa um aumento da irritacdo local, e o
aparecimento de lesdes e infeccbes secundarias fatores que elevam mais o
processo inflamatdrio inicial causando um ciclo-vicioso (GOMES, 2000; BARABINO,
2003; PINHEIRO JR, 2007).

Outros agravantes podem aparecer devido as alteragbes causadas
pela CCS, segundo KIRK (1984); PINHEIRO JR (2007); ANDRADE (2010) o
processo inflamatério pode levar a queratinizagcdo do tecido glandular com
diminuicdo na quantidade e/ou qualidade do FLP (PINHIRO JR, 2007; RONCONE,
2010). O processo inflamatério também pode causar o fechamento do ducto lacrimal
causando alteracdo no FLP (GILBARD, 1987) ou causar alteragdes no tdnus
muscular palpebral causando ressecamento da superficie ocular, devido a
evaporacéo do FLP (KIRK. 1984; GOMES, 2000; RONCONE, 2010). A deficiéncia
do FLP causa redugao da proliferacdo celular dificultando a regeneragao tecidual
(PINHEIRO JR, 2007).
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4.1.1 Sinais clinicos

Os sinais clinicos da CCS sdo variados causando um grande
desconforto ao paciente, e consistem em sensagao de areia ao piscar, ardor,
prurido, hiperemia conjuntival, secrecdo mucéide a mucopurulenta, conjuntivite
bacteriana, blefarite, quemose, ulcera de cérnea (IZCl, 2002; BERDOULAY, 2005).

Na CCS crénica, ocorre vascularizagdo, pigmentagédo, queratinizagao,
fibrose e opacificagdo da cérnea que podem levar a cegueira (BARABINO, 2004).
Um sintoma comum a todos os tipos de ceratoconjintivite, independente da sua
etiologia, € o processo inflamatério ocular (PINHEIRO JR, 2007; RASHID, 2008).
Estes sintomas no periodo da noite tendem a ficar mais intenso e ficar mais brando
pelo amanhecer (FREITAS, 2004).

Fémeas e animais idosos tem maior predisposicdo a desenvolver a
CCS (FREITAS, 2004; PINHEIRO JR, 2007; RASHID, 2008; XIONG, 2008;
WESTERMEYER, 2009; HE, 2010; RONCONE, 2010), nas fémeas isto ocorre
devido aos fatores hormonais e nos animais idosos € devido a perda hidrica
decorrente do envelhecimento (PINHEIRO JR, 2007).

5.1.1 Diagndéstico

O diagnéstico clinico é feito com anamnese, exame fisico focado na

suspeita de CCS e exame ocular com os testes:

2.2.5.1. Teste lacrimal de Schirmer (TLS)

Teste lacrimal de Schirmer (Figura 1) é realizado para avaliar a
quantidade de lagrima produzida, onde apods limpeza ocular com algodéo seco, 0,5
mm da ponta da fita de Schirmer € introduzida no saco conjuntival por um periodo de
um minuto nos animais e posteriormente retirado e a quantidade de lagrima
mensurada, e considerado positivo para CCS valores < 5mm (NELL, 2005;
PINHEIRO JR, 2007; EL-SHAZLY, 2008; XIONG, 2008; WESTERMEYER, 2009;
RONCONE, 2010).
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Figura 1 — Teste lacrimal de Schirmer realizado em coelho.
Fonte: Arquivo pessoal

2.2.5.2. Teste de fluoresceina (TF)

Teste de fluoresceina (Figura 2) é realizado para observar a presenca
ou nao de ulceras coradas, com a tira de fluoresceina 1%, encostando-a no saco
conjuntival (NELL, 2005; PINHEIRO JR, 2007; EL-SHAZLY, 2008; XIONG, 2008;
WESTERMEYER, 2009; RONCONE, 2010).

Figura 2 — Teste de fluoresceina realizado em coelho.
Fonte: Arquivo pessoal
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2.2.5.3. Teste de rosa Bengala (TRB)

Teste de rosa Bengala (Figura 3) é realizado para a coloragao de
células desvitalizadas pela CCS, onde apéds instilacdo de colirio anestésico, é
utilizada 1 gota do colirio de Rosa Bengala 0,5%. Apéds a utilizagdo dos corantes, os
olhos devem ser lavados com solugao fisioldgica, pois pode ocorrer irritagdo ocular
(NELL, 2005; PINHEIRO JR, 2007; EL-SHAZLY, 2008; XIONG, 2008;
WESTERMEYER, 2009; RONCONE, 2010).

Figura 3 — Teste de rosa Bengala realizado em coelhos.
Fonte: Arquivo pessoal

2.2.5.4. Citologia esfoliativa da superficie ocular (CESO)

Citologia esfoliativa da superficie ocular € realizada para avaliar o
processo inflamatério e a regeneragado celular. Os animais recebem colirio
anestésico e entado, sdo colhidas amostras de células da conjuntiva superior, inferior,
lateral, medial e cornea, de ambos os olhos. A coleta das células é feita com uso de
swab umedecido em solugéo fisioldgica (figura 4) e transferidas para as laminas
microscopicas (Figura 5). Em seguida as Iaminas séo fixadas em alcool metilico, e

posteriormente coradas pela técnica de May-Grunwald-Giemsa ( TOLOSA, 2003).
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Figura 4 — Coleta de células da superficie ocular de coelho.
Fonte: Arquivo pessoal

Figura 5 — Transferéncia das células colhidas para lamina de microscopio.
Fonte: Arquivo pessoal
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O diagnéstico diferencial pode ser feito com testes imunolégicos pouco

usado em animais.

6.1.1 Orgdo e funcéo afetada pela CCS

O ¢drgao afetado pela CCS sao olhos e a fungao comprometida é a
producdo do FLP, que &€ composto de trés camadas exercendo varias funcdes
(KIRK, 1984; MOORE, 1987; GOMES, 2000; PINHEIRO JR, 2007; XIONG, 2008;
HE, 2010). Atualmente, ha pesquisadores que afirmam ter somente duas camadas
(PINHEIRO JR, 2007). Esta classificagdo, camadas, localizacdo das glandulas,
componentes e fungdes do FLP estao relacionados no quadro 1.

Quadro 1 — Camada, classificagdo, glandula produtora, localizagdo da glandula
produtora, componente e fungéo do filme lacrimal pré-corneal (FLP).

Camada
Glandula produtora Localizacao Componentes Funcéo
12 classificagédo 22 classificagao
Glandulas sebéaceas . . )
o . Pélpebras o Esteres o Evitar
Lipidica o conhecidas como ) .
Externa Lipidica ) ) superior e | e Trilicerideos Evaporagao
0,02% glandulas de Meibémius | = i
) inferior o Acidos graxos o Lubrificagio
e Zeis
A ) . o Oxigénio
Glandula lacrimal | Abaixo do e Lubrificagdo
Princioal (nictitant frontal | ® Gas Carbonico
rincipal (nictitante) osso fronta _ « Hidratagao
e Anticorpos
« Fatores de e Transporte de:
Crescimento L
Interme- | Aquosa Glandulas 32 palpebra 32 palpebra . = Nutricao
o e Glicose
diaria 99,78% = Defesa
e Enzimas
= Manutengao
e Hormonios
- - Palpebras ;
Gel-mucoso/Gel Glandulas lacrimais . * Insulina (do epitélio
superior e it e
aquosa (camada acessorias . p. o Eletrolitos: Na+, comeal)
intermediaria inferior Ca+
mais fluida e
! u e Aderéncia (a
camada interna .
mucina torna a
mais densa) -
superficie
ocular (cérnea)
. R o e que é
Mucina Glandulas  conjuntivas | Epitélio . .
Interna o o * Glicoproteinas hidrofébica em
0,2% (Células caliciformes) conjuntival o
hidrofilica, que
possibilita a
adeséo da
lagrima
o Lubrificagédo
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A diferenga da primeira para a segunda classificacdo é somente de
nomenclatura, pois na classificacdo atual os autores citam que existem duas
camadas: uma camada lipidica e uma camada gel-mucosa ou gel-aquosa, onde as
camadas intermediaria (aquosa) e interna (mucina) se tornam uma s6, chamada de
gel-aquosa. Como vimos a lagrima é uma substancia bem complexa que é
produzida ininterruptamente e exerce varias fung¢des, portanto qualquer alteragéo no
filme lacrimal, por menor que seja, podera causar irritagdo ocular (PINHEIRO JR,
2007), podendo acarretar a CCS. Pinheiro Jr (2007) em seu trabalho afirma que
substancias como a histamina e prostaglandina regulam a secre¢ao de mucina da
camada interna do FLP, ja Gomes (2000) descreve que as glandulas secretoras do
FLP podem sofrer um processo cicatricial ou obstrutivo causando uma diminuicdo na
secrecao destas glandulas.

Outro fator € o mecanismo de piscar que € de fundamental importancia
para o bem estar dos olhos. Quando as palpebras superior e inferior piscam elas
exercem as funcbes de limpeza e protegcdo da superficie ocular, retirar o FLP
anterior direcionando-o para o ducto lacrimal para sua drenagem e espalhar
homogeneamente o novo FLP sobre superficie ocular (PINHEIRO JR, 2007;
GILBARD, 1987), para que o FLP exerga suas fungdes acima citada. O mecanismo
de piscar é muito sensivel necessitando que todos os fatores envolvidos nesta agao
estejam funcionando corretamente, a quantidade e qualidade do FLP, o epitélio
superficial das palpebras e cérnea, o tbnus muscular (KIRK, 1984; GOMES, 2000;
RONCONE, 2010), entre outras, uma falha em qualquer um destes componentes
podera ser o gatilho para o inicio de uma CCS, pois qualquer alteracdo deste
mecanismo leva ao ressecamento da superficie ocular, podendo causar processo
inflamatdrio levando a um ciclo vicioso ja descrito (RASHID, 2008). As alteracbes
mais comuns no mecanismo de piscar sao alteragao do tbnus muscular que causara
deficiéncia em espalhar uniformemente o FLP sobre a cérnea; obstrugdo do ducto
naso lacrimal que afetara a troca do FLP (PINHEIRO JR, 2007; RONCONE, 2010).

7.1.1 Tratamento
O sucesso do tratamento depende de um diagndstico preciso, que em

muitos dos casos € dificultado devido ao grande leque de etiologias que levam a
CCS (PINHEIRO JR, 2007). Utilizando de uma visao geral o tratamento da CCS



26

consiste em tratar a causa e os sintomas, as terapias mais comuns utilizam para
diminuir o processo inflamatério, corticoides em pacientes que nao apresentam
ulcera de cérnea ou anti-inflamatoério ndo esteroidais para pacientes que apresentam
ulcera de coérnea, cirurgia de desobstrucdo do ducto naso lacrimal (KIRK, 1984),
antibidticos em pacientes que apresentam processo infeccioso bacteriano primario
e/ou secundario, estimulador da producao de lagrima (pilocarpina), lagrima artificial
em pacientes que nao produzem ou produzem em pequena quantidade, controle dos
fatores externos como ndo permanecer em locais com ventiladores e ar
condicionados. Nos casos onde a causa € imunoldgica associa-se
imunossupressores como a ciclosporina, o pimecrolimus e o tacrolimus (BARABINO,
2003; BERDOULAY, 2005).

2.2.7.1. Tacrolimus

O tacrolimus & um antibiético macrolideo da classe das lactonas

(ESTEVEZ, 2004; RAMOS, 2008), extraido do caldo de cultura do fungo

Streptomyces tsukubaensis, achado no solo, que apresenta efeitos terapéuticos que

auxiliam no tratamento da CCS. Entre estes efeitos podemos citar:

. Estabilizacdo do FLP (BERDOULAY, 2005);

o Acao imunossupressora que se da pela Inibicao da ativacédo dos linfécitos T
(LT) e B (LB), no estagio inicial. Este mecanismo ocorre da seguinte forma: na
presenca de um antigeno (AG) (enddégeno ou exogeno) as células
apresentadoras de antigenos (APCs) (macrofagos, linfécitos B e células
dendriticas) fagocitam os antigenos que depois de fagocitados serdo
processado (fragmentados) por uma organela localizada no citoplasma celular
chamada proteosoma (no caso do antigeno ser endégeno) ou fagolisossoma
(no caso do antigeno ser exdégeno). Este processo de fragmentagdo manda
uma mensagem ao reticulo endoplasmatico (organela localizada no
citoplasma celular) para que comece a sintetizar uma molécula de maior
complexo de histocompatibilidade (MHC) de classe um (MHC I), nos casos de
antigeno enddégenos e de classe dois (MHC IlI) nos casos de antigeno
exdgenos. ApoOs processados, os fragmentos migram até o reticulo
endoplasmatico se ligam-se a molécula de MHC. Apéds a ligacdo antigeno

(fragmentado) com a molécula de MHC, este complexo migra para a
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membrana celular e apresenta o antigeno para os linfécitos T (linfécito T
citotoxico — CD8 (LTc) nos casos de antigeno enddgeno, e linfécito T helper
— CD4 (LTh) nos casos de antigenos exdgenos), que liga-se a APC por uma
molécula chamada receptor de célula T (TCR). Esta ligacdo APC e linfocito T
manda uma informacdo ao nucleo do linfécito T para que ele comece a
sintetizar citocinas (CT) e interleucinas (IL). Estas CT e IL exercem varias

fungdes na resposta imunoldgica e no processo inflamatério, entre algumas

fungdes podemos citar: proliferacdo dos linfocitos T e B; fator de necrose
tumoral (TNF) (Figura 6).
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Figura 6 — Resposta imunolégica desencadeada por antigenos (AG) (endogenos ou
exdgenos).
Fonte: Arquivo pessoal

Apos a ligacdo APC+LT desencadeia a produgao de um complexo formado por
uma molécula de calcineurina ligada a uma imunofilina e a trés moléculas de fésforo
esta substancia formada serve como um complexo “chave-fechadura” ativando o
nucleo do LT para comande a sintese de CT e IL (Figura 7). O tacrolimus age neste
complexo (calcineurina+imunofilina+3-fosforo) retirando uma molécula de fésforo
para ligar-se a este complexo formando um novo complexo
calcineurina+imunofilina+2-fésforo+tacrolimus. Este novo complexo formado ndo tem
afinidade quimica aos receptores nucleares, com isto ndo a informacao para que o
nucleo comande a sintese e liberacdo de CT e IL (Figura 8), inibindo assim a
ativagéo dos LT e LB (ESTEVEZ, 2004; RAMOS, 2008);
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Figura 7 — Processo de ativagcéo da sintese de citocinas (CL) e interleucinas (IL) pelo
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Figura 8 — Proceso de atvacéo da sintese de citocinas (CL) e interleucinas (IL) pelo
linfécito T inibido pela ligagdo do tacrolimus ao complexo calcineurina.
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° Acdo antiinflamatéria ocorre pelo mesmo mecanismo da acgao
imunossupressora descrita acima, pois o tacrolimus inibe a liberacao de CT,
IL e TNF (ESTEVEZ, 2004; RAMOS, 2008), apesar de BERDOULAY (2005)
relatar em seu trabalho que esta acdo antiinflamatdéria do tacrolimus ainda é
incerta.

O tacrolimus é um pd branco que quando ingerido € rapidamente
absorvido, ligando-se a proteinas plasmaticas (principalmente albumina) para ser
distribuido, metabolizado no figado pelo citocromo p450 (CP450) onde ocorre a
desmetilacao e hidroxilacdo que torna a molécula mais hidrossoluvel para facilitar a
excrecao via renal (ESTEVEZ, 2004), por ser metabolizado pela CP450 uma enzima
envolvida no metabolismo de varios medicamente e substancias o tacrolimus pode
sofrer interacdo medicamentosa.

O tacrolimus apresenta como efeitos colaterais no rim, elevagao da
uréia (ESTEVEZ, 2004; RAMOS, 2008), no pancreas diminui a secre¢ao € no
sistema nervoso alguns efeitos periféricos. O tacrolimus, se associado com a
ciclosporina, causa sinergismos tanto no efeito imunossupressor quanto nos efeitos
colaterais (ESTEVEZ, 2004; BERDOULAY, 2005).

As vantagens do tacrolimus sobre a ciclosporina séo: “In vitro” o
tacrolimus teve absor¢cdo mais rapida do que a ciclosporina presumidamente pelo
seu menor peso molecular e por ser mais hidrossoluvel (BERDOULAY, 2005), “In
vitro” é de 50 a 100 vezes mais potente (ESTEVEZ, 2004; BERDOULAY, 2005), a
ciclosporina apresenta efeitos colaterais mais graves (ESTEVEZ, 2004), A

ciclosporina causa irritagao topica (RAMOS, 2008).

2.2.7.2. Oleo de semente de linhaga (OSL)

A linhagca, uma planta da familia Linaceae, chamada Linum
usitatissimum que cresce em varios paises (PINHEIRO JR, 2007; HASSAN-ZADEH,
2009), tem na composigao de sua semente 16% de acidos graxos linolénico (bmega-
6), 57% de acidos graxos alfa-linolénico (6mega-3), 18% de acidos graxos
monoinsaturados, 9% de &acidos graxos insaturados que exercem as seguintes
acdes terapéuticas relatadas por varios pesquisadores (PINHEIRO JR, 2007,
MARTINS, 2008; RASHID, 2008; HASSAN-ZADEH, 2009; ANDRADE, 2010; HE,
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2010) quando ingeridos via oral, num periodo de 180 dias, mas n&o tinha sido

testados se estes efeitos quando usado por via tdpica, ou seja se a absorgao dos

Omegas 3 e 6 por via tépica (PINHEIRO JR, 2007). Os efeitos terapéuticos relatados

que auxiliam no tratamento da CCS s3o:

Acéo imunomoduladora: o OSL diminui 90% da producao das CT, IL-1-beta,
TNF-alfa (BARABINO, 2003; PINHEIRO JR, 2007; RASHID, 2008; HE, 2010).
A acgado imunomoduladora ocorre pela inibicao da IL-10 e IL-1 que inibe a
producédo e liberagdo de TNF por macrofagos inibindo a fungdo acesséria do
macréfago que é de ativar os linfocitos T através da redugéo da expressao de
MHC classe Il (RASHID, 2008);

Acao anti-inflamatéria, para que haja esta agcdo os Omegas-6 e 6mega-3
devem ser ingeridos em propor¢gdo adequada sem uma por¢cao de 6mega-6
para quatro porgbes de dmega-3 (1:4) (KELLEY, 1988; MARTINS, 2008;
RASHID, 2008; ANDRADE, 2010; RONCONE, 2010). Os émegas sao acidos
graxos essenciais poli-insaturados com cadeia de 20 carbonos e 3
insaturagdes. Estes 6megas podem estar de forma livre na circulagéo ou fazer
parte da membrana celular (fosfolipideos) (MARTINS, 2008). Do metabolismo
do dmega-6, originam dois tipos de mediadores quimicos (prostaglandinas
(PG), leucotrienos (LC), tromboxanos (TX)), os da série 1 fisiologicos (anti-
inflamatério) ou da série 2 (pré-inflamatério). Ja do metabolismo do 6mega-3,
originam mediadores quimicos da série 3 e 5 (pouco eficaz no processo
inflamatério) (MARTINS, 2008). A figura 9 mostra as principais enzimas e

fases do metabolismo dos 6megas até a formagéo dos mediadores quimicos.

Série 1 (PG, TX)

Cicloxigenase 5-lipoxigenase
Acido-dihomo- Acido : Serie 2 (LC)
gama-linolénico araquiddnico S S

Fisiologico

Delta-6-dessaturase

P e 7| Série 3 (PG, TX)
| eicosatetrandico eicosapentaendico : Série 5 (LC)
5-lipoxigenase

Figura 9 — Principais etapas do metabolismo dos 6émega-6 (w-6) e dmega-3 (w-3).
Fonte: Arquivo pessoal
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A enzima delta-6-dessaturase esta envolvida no metabolismo de
ambos os 6megas, mas apresenta afinidade maior pelo 6mega-3 (MARTINS, 2008)
por isto quando os 6megas sado ingeridos na propor¢ao considerada adequada de
1:4 (6bmega-6 e 6mega-3 respectivamente), a enzima por ter maior afinidade pelo
Omega-3 que estd em maior quantidade do que o dmega-6, passa a metabolizar
praticamente s6 o 6mega-3 dando origem a metabdlitos da série 3 e 5 que nao iréo
causar muitas alteragcdes no processo inflamatério. Em decorréncia da enzima delta-
6-dessaturase estar metabolizando o dmega-3, o metabolismo do acido-dihomo-
gama-linolénico esta diminuido deixando de formar acido araquidbnico, com isto a
formagao de mediadores quimicos da série 2 também esta diminuida. O acumulo de
acido-dihomo-gama-linolénico comecga ser metabolizado pela enzima cicloxigenase
dando origem a mediadores quimicos da série 1 fisioldégicos (antiinflamatorios)
(BARABINO, 2003; HAIDAMUS, 2007; MARTINS, 2008).

O dleo de semente de linhaca tem a propor¢ao de 6mega-6 e dmega-3
muito préxima do ideal (1:3 repectivamente) (PINHEIRO JR, 2007; ANDRADE, 2010;
RONCONE, 2010), por este motivo & considerado uma das fontes mais importantes
de 6mega-6 e 6mega-3 conhecida (MARTINS, 2008; RONCONE, 2010). Baseado
nestas informagdes, entende-se por que varios autores afirmam a eficacia dos
Omegas na terapia antiiflamatoria, inclusive em processo inflamatorios oculares
causados pela CCS (BARABINO, 2003; PINHEIRO JR, 2007; RONCONE, 2010; HE,
2010; WOJTOWICZ, 2011; RASHID, 2008).

2.2.7.3. Oleo de améndoa (OA)

Oleo de améndoa é utilizado ha muito tempo na medicina chinesa,
ayurvedica, grega e persa para tratar condigdes de pele secas, como psoriases e
eczema (AHMAD, 2010). Embora nenhum dado cientifico conclusivo exista
atualmente, o 6leo de améndoa contém agentes fitatos e fendlicos que conferem
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, além de reduzirem niveis de lipideos
e inibicdo da atividade de tripsina e amilase (GARRIDO, 2008; AHMAD, 2010).
Alguns estudos sugerem que o 6leo de améndoas reduz sintomas de sindrome de
intestino irritavel e a incidéncia de céancer de colon (DAVIS, 2001). Além disso,
também foram identificados beneficios cardiovasculares com elevacao dos niveis de

lipoproteinas de alta densidade (HDL) e reducdo de lipoproteinas de baixa
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densidade (LDL) (SPILLER, 1992). O 6leo de améndoa tem agdao emoliente e tem
sido usado para melhorar aparéncia e tom de pele causados pelos danos induzidos
pela irradiagao ultravioleta e para redugéo de cicatrizes pés-operatérias (SULTANA,
2007; AHMAD, 2010). Andrade (2010) ainda relata sua utilizagdo como veiculo de

alguns colirios por conferir conforto ocular.
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Titulo Abreviado: Tacrolimus, 6leo de améndoa e linhaga tratamento olho seco

RESUMO:

Objetivos Avaliar a eficacia do uso topico do tacrolimus dissolvido em dois tipos de veiculos,
6leo de améndoa (OA) e 6leo de semente de linhaca (OSL), e dos dleos isoladamente, no

tratamento da ceratoconjuntivite seca (CCS) induzida em coelhos.
Animais Vinte e cinco coelhos adultos, machos, da raga Nova Zelandia.

Procedimento Os animais foram alocados em 5 grupos, Grupo C (controle), Grupo TA

(tacrolimus em OA), Grupo TL (tacrolimus em OSL), Grupo A (OA) e Grupo L (OSL), sendo
avaliados durante 12 semanas semanalmente pelo Teste de Lagrima de Schirmer (TLS), Teste
de Fluoresceina (TF) e Teste de Rosa Bengala (TRB), mensalmente pelo o exame de citologia

esfoliativa (CE) e analise histopatoldgica ao final do experimento.

Resultados Houve aumento significativo nos valores de TLS em todos os grupos de
tratamento apos a indugdo da CCS, apresentando um desempenho melhor o grupo L. Com
relagdo aos parametros TF, houve resolucao mais precoce das ulceras de cornea com os
grupos A e L, enquanto no TRB, o desempenho dos grupos foi similar. Os grupos TA e TL
apresentaram menos edema e degeneracao de cornea e conjuntiva. Houve um aumento
significativo no nimero de células caliciformes em todos os grupos de tratamento,

principalmente nos grupos TA e TL.

Concluséo Os resultados analisados demonstram que, ndo somente o tacrolimus com seu
efeito imunossupressor, mas também os veiculos oleosos utilizados para sua diluicao,
possivelmente devido as suas propriedades anti-inflamatorias, foram responsaveis na melhora

dos sintomas do olho seco induzidos em coelhos.

Palavras-chave Ceratoconjuntivite seca, coelhos, 6leo de améndoa, 6leo de semente de

linhaga, tacrolimus.
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INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS) ou sindrome do olho seco ¢ uma doenga caracterizada
pela diminui¢do da quantidade, modificagdo da qualidade e/ou diminui¢do da estabilidade da
lagrima ou filme lacrimal pré-corneal (FLP) que afeta tanto seres humanos quanto animais,

. ~ , o . 1-3
sendo que na maioria dos casos ndo ha cura definitiva somente o controle dos sintomas.

Os sinais clinicos iniciais da CCS consistem em secre¢dao mucoide a mucopurulenta,
conjuntivite bacteriana, blefarite, hiperemia, quemose, tlcera de cornea, prurido,
vascularizagdo, pigmentagdo, queratinizacao, fibrose e opacificacdo da cornea, que levam a
cegueira.”* O diagnostico se baseia na anamnese, exame fisico e exame ocular com os testes:
teste lacrimal de Schirmer (TLS), teste de fluoresceina (TF), teste de rosa Bengala (TRB);
tempo de ruptura do filme lacrimal pré-corneal (TRFLP) e citologia esfoliativa (CE) da

superficie ocular.*”

Uma das causas mais frequentes da CCS sido as reacdes imunomediadas nas glandulas
lacrimais e da terceira palpebra.”®’ Estudos imunohistoquimicos mostraram o actimulo de
CD4 (T-helper) na superficie ocular, levando a uma deficiéncia da por¢ao aquosa, por isto o
tratamento mais preconizado atualmente ¢ o uso de imunossupressores como a ciclosporina,

. . . -14
o tacrolimus e o pimecrolimus,’

além do uso de lagrimas artificiais, corticosteroides,
mucoliticos, parassimpatomiméticos lacrimoestimulantes, como a pilocarpina, e os
antibidticos.>* Outras causas importantes de CCS em animais sdo virais (cinomose), uso de
farmacos (sulfas, anestésicos, atropina), doengas metabdlicas (hipotireoidismo), ambientais,

traumaticas, processos inflamatorios e infecciosos oculares, doengas neurologicas, tumores ¢

remocio da glandula da terceira palpebra.'*

O tacrolimus ¢ um antibiético macrolideo da classe das lactonas, extraido do caldo de

cultura do fungo Streptomyces tsukubaensis, achado no solo, com acdo regulatoria mitotica
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que auxilia na regeneragao do epitélio corneal devido ao seu efeito catalizador, estabilizagao
do filme lacrimal pré-corneal (FLP), acdo imunossupressora pela inibi¢ao da ativagao dos
linfocitos-T e linfocitos-B, no estagio inicial, inibindo a calcineurina, uma molécula essencial
na liberacao de interleucina-2 para proliferacao dos linfécitos na resposta imunolédgica. O
tacrolimus ¢ comercializado para uso topico ocular em suspensao aquosa 0.02%, ou em
solugdo oleosa ou unguento a 0.03% utilizando principalmente o 6leo de oliva ou de

N ’ 12,14
améndoas como veiculo oleoso. '

O 6leo de améndoa ¢ utilizado hd muito tempo na medicina chinesa, ayurvedica, grega e
persa para tratar condigdes de pele secas, como psoriases ¢ eczema.”” Embora nenhum dado
cientifico conclusivo exista atualmente, o 6leo de améndoa contém agentes fitatos e fenolicos
que conferem propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes, além de reduzirem niveis de
lipidios e inibi¢do da atividade de tripsina e amilase.'® Alguns estudos sugerem que o 6leo de
améndoas reduz sintomas da sindrome de intestino irritdvel e a incidéncia de cancer de
colon.'” Além disso, também foram identificados beneficios cardiovasculares com elevacio
dos niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e redugao de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL)."® O 6leo de améndoa possui agdo emoliente e hidratante sendo muito

. . ’ ;o . ] 15,19
utilizado na cosmetologia e como veiculo de varios produtos por via topica. >

A linhaga, uma planta da familia Linaceae, chamada Linum usitatissimum, cresce em
varios paises e tem na composi¢ao de sua semente 16% de acidos graxos linolénico (6mega-
6), 57% de acidos graxos alfa-linolénico (6mega-3), que corresponde a proporc¢ao de 1:3,
sendo considerada a fonte mais importantes de dmega-6 ¢ 6mega-3 conhecida.’**! Dois
efeitos terapéuticos da linhaca sdo importante para o tratamento da CCS: sua agao
imunomoduladora e anti-inflamatoria. Sua agdo imunomoduladora dé-se pela inibicao da
interleucina-10 que inibe a interleucina-1 que inibe a producao e liberacao de fator de necrose

tumoral (TNF) por macrofagos.”*>® Sua agdo anti-inflamatoéria ocorre devido a formagio de
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mediadores eicosanodides nao inflamatorios através do metabolismo do dmega-6 com a
formacao de prostaglandina 1 (PG1) e tromboxano Al (TXA1) e do metabolismo do 6mega-3
com a formagdo de acido eicosapentaenoico (EPA), acido docosapentaenoico (DPA) e
docosahexaendico (DHA). Na medicina humana o uso de 6mega-3 e 6mega-6 oral tém sido
utilizados como uma alternativa no tratamento de pacientes com sindrome de Sjogren's e
KCS,**** além do uso topico dos dmegas 3 e 6 ter controlado com sucesso os sintomas

. , . . . . 2
inflamatérios em KCS experimentalmente induzida em ratos. *°

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia do colirio tacrolimus, potente
imunossupressor utilizado no tratamento da CCS, com dois tipos de veiculos oleosos, o 6leo
de améndoas (OA) que ja ¢ utilizado como veiculo do tacrolimus e o OSL, além do uso

isolado de cada 6leo, no tratamento da CCS induzida experimentalmente em coelhos.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNOESTE (protocolo n° 165). Foram utilizados 25 coelhos (Oryctolagus cuniculus) machos,
da raca Nova Zelandia, adultos com idade aproximada entre 18 a 22 meses e com peso
variando entre 3 a 4 kg. Estes animais foram mantidos em gaiolas individuais, com agua e

ragdo (Supra®) ad libitum.

O modelo de indugao da CCS, em coelhos, foi baseado em estudos previamente

publicados®’**

com uso de sulfato de atropina colirio 1%, trés vezes ao dia, até que se
confirmasse o diagnostico de CCS (TLS < 5Smm/min e/ou TRB positivo) e depois durante

todo o periodo de tratamento (12 semanas), para manutencao da CCS (Fig. 1)
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Os momentos de avaliacdo foram considerados como MO (antes da indugao de CCS),
M1 (1 semana ap6s o inicio da indugdo da CCS) e M2 até¢ M12 (avaliagdes com intervalo de 1
semana apos, o inicio do tratamento) (Fig. 1). Dos 25 coelhos, 20 foram induzidos para a CCS
conforme o protocolo ja descrito e 5 foram alocados no grupo controle, sem indu¢ao da CCS.
Apobs uma semana do inicio da indugdo da CCS, os animais foram tratados, por 12 semanas da
seguinte maneira: Grupo C (n=5): controle, 1 gota de placebo (solugdo de NaCl 0,9%), em
ambos os olhos, 2 vezes ao dia; Grupo TA (n=5): tacrolimus 0,03% dissolvido em AO, em
forma de colirio (Laboratério Ophthalmos), 1 gota, em ambos os olhos, 2 vezes ao dia; Grupo
TL (n=5): tacrolimus 0,03% dissolvido em OSL, em forma de colirio (Laboratério
Ophthalmos), 1 gota, em ambos os olhos, 2 vezes ao dia; Grupo A (n=5): colirio a base de OA
puro (Laboratério Ophthalmos), 1 gota, em ambos os olhos, 2 vezes ao dia; Grupo L (n=5):
colirio a base de OSL puro (Laboratdério Ophthalmos), 1 gota, em ambos os olhos, 2 vezes ao

dia.

O TLS foi realizado para avaliar a quantidade de lagrima produzida. Apos limpeza
ocular com algodao seco, 0,5 mm da ponta da fita de Schirmer foi introduzida no saco
conjuntival por um periodo de 1 minuto e posteriormente retirado e a quantidade de lagrima
mensurada, e considerado positivo para CCS valores < 5Smm. O TF foi realizado para
observar a presenca ou nao de ulceras coradas, com a fita de fluoresceina 1%, encostando-a
no saco conjuntival, e utilizado o escore: 1 = negativo para ulcera de cérnea e 2 = positivo
para ulcera de cornea. O TRB foi realizado para a coloragao de células desvitalizadas pela
CCS. Apos instilagdo de colirio anestésico, foi utilizada 1 gota do colirio de rosa Bengala
0,5%, considerando-se: 1 = auséncia de células coradas desvitalizadas para CCS, e 2 =

presenca de células coradas desvitalizadas para CCS.’

A citologia esfoliativa (CE) foi realizada no M0, uma semana ap6s, no M1, e, depois,

uma vez por més nos M4; M8 e M12. Os animais receberam colirio anestésico e entao, foram
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colhidas amostras de células da conjuntiva superior, inferior, lateral, medial e da cornea, de
ambos os olhos. A coleta das células foi feita com uso de swab umedecido em solugdo
fisiologica e transferidas para as laminas microscopicas. Em seguida, as 1aminas foram
fixadas em alcool metilico e, posteriormente, coradas pela técnica de May-Grunwald-Giemsa
(MGG), conforme o protocolo do laboratdrio de patologia veterinaria da Unoeste. O tipo de

r . A 2
célula e a celularidade foram os pardmetros observados na CE.”

Para analise histopatologica, ao final do experimento, no M 12, foi realizada eutanasia
dos coelhos, utilizando-se tiopental sodico a 2,5%, na dose de 200mg/kg, por via intravenosa,
para obtencao de bidpsia dos olhos. O bulbo ocular, apds a enucleacdo, foi colocado em
solucdo de formalina tamponada a 10%, por 24 a 48 horas. Em seguida, foram lavados em
agua corrente, por trinta minutos, e armazenados em alcool 70% e processados conforme a
técnica de inclusdo em parafina. Foram obtidos cortes de Sum de espessura da cérnea e
conjuntiva, os quais foram corados pelas técnicas de hematoxilina e eosina (H.E.) e acido
perioddico de Schiff (P.A.S.). Os pardmetros observados para cornea e conjuntiva foram:
edema, degeneracdo celular, necrose, infiltrado inflamatorio (neutrofilico, mononucleares e
misto) e contagem de células caliciformes conjuntivais (conjuntiva bulbar), com objetiva de
40x num perimetro de 800 um, utilizando um analisador de imagens com o software da

Micrometrics® (SE Premium).*

Para as variaveis TLS e densidade de células caliciformes, foi utilizado o teste de
analise variancia para amostras pareadas, com contrastes pelo método de Tukey. Nos testes
acima citados, os pressupostos de normalidade dos dados e homogeneidade de variancias
foram validados respectivamente pelo teste de Shapiro-Wilk e Levene. A andlise estatistica foi

realizada utilizando o software SPSS v.13.0. Foi adotado o nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

O grupo C (controle) manteve os parametros normais durante todo periodo do
experimento. No M1 os valores do TLS ficaram abaixo de Smm/min, ja no M2 todos os
grupos apresentaram aumento estatisticamente significativo (P<0,05) nos valores de TLS,
principalmente o grupo L de M2 a M12 e grupo A e TA no M12. O Grupo A esteve a baixo

dos valores do Grupo C nos momentos M6 e M7 (Fig. 2).

Apenas alguns animais do Grupo TL apresentaram tlceras de cornea no M1 e M2. Nos
demais grupos nao houve o desenvolvimento de ulceras até o final do experimento (M12)
(Fig. 3). Todos os grupos apresentaram TRB positivo a partir do M2 nos resultados analisados
do TRB. O grupo TA a partir do M4 nao apresentava mais TRB positivo e o grupo TL a partir

do M7 e os demais grupos a partir do M8 (Fig. 4).

Na analise dos resultados obtidos da CESO quanto ao tipo de célula a tabela 1 mostra
no M1 que os grupos A ¢ L apresentaram células superficiais (normal para este parametro) em
todos os momentos, o grupo TL no M1 alguns animais apresentaram células parabasais
(Figura 5A) e outros apresentaram células superficiais (Figura 5B), no M4 apresentaram
somente células parabasais e a partir do M8 células superficiais, o grupo TA apresentou
células parabasais nos M1 e M4 e células superficiais no M8 em diante. A presenga de células

caliciformes esta apresentada na figura 5C no grupo TL.

Com relagao a celularidade analisada na CESO no M1 os grupos A, L, TA tiveram
valores de escores moderados e o grupo TL apresentou valor normal (escore leve) em todos os
momentos. O grupo A e L retornou ao valor normal entre os M4 a M8, o grupo TA retornou

ao valor normal entre os M1 a M4 (Tabela 1).

Nos achados histopatolégicos da cornea os grupos A (Figura 6A) e L (Figura 6B)

apresentaram edema moderado e degeneragao leve, os grupos TL e TA alguns animais
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apresentaram edema leves e outro moderados, o grupo TL apresentou degeneracgao leve, o
grupo TA nao apresentou degeneragdo e nenhum grupo apresentou necrose. Os grupos A e L
ndo apresentaram processo inflamatério (Tabela 2), o grupo TL apresentou escore leve para o
parametro células mistas do processo inflamatdrio e o grupo TA alguns animais apresentaram

escore leve e outros escore moderado para este mesmo parametro.

Nos achados histopatolégicos da conjuntiva (Tabela 2) os grupos A, TL e TA
apresentaram edema moderado, o grupo L alguns animais apresentaram edema leves e outros
moderados, o grupo A apresentou degeneragdo moderada, os grupos L e TL apresentaram
degeneragao leve e o grupo TA ndo apresentou degenerag@o, o grupo A apresentou necrose
moderada, o grupo L apresentou necrose leve, o grupo TL alguns animais apresentaram necrose
leve e outros ndo apresentaram necrose e os animais do grupo TA ndo apresentaram necrose.
Para o parametro presenca de células mista do processo inflamatério os grupos A e TA
apresentaram escore leve, o grupo L apresentou escore moderado e o grupo TL apresentou
escore acentuado. Em todos os grupos de tratamento foi observado um aumento estatisticamente

significativo (P<0,05) no numero de células caliciformes.

DISCUSSAO

Os animais do grupo A apresentaram melhora gradativa respectivamente nos TLS, TF e
TRB a partir da segunda semana de tratamento até o final do experimento. Isto pode ter

ocorrido devido as propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes do 6leo de améndoa.'>'®

Os animais do grupo L também tiveram a mesma evolu¢ao na melhora dos sintomas da
CCS comecgando na segunda semana até a nona semana, o que pode ser justificado pela
concentragdo ideal em 0megas 3 e 6 existente no OSL que possuem a¢do anti-inflamatoria

capaz de controlar os sintomas da KCS.?*%° Estes resultados estdo de acordo com um estudo
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que utilizou uma formulacao topica contendo 6mega-6 ¢ 6mega-3, em ratos
experimentalmente induzidos para CCS, que apresentaram melhora dos sintomas
inflamatérios da CCS,* e com outro estudo’ que relata que a aplicagio topica de lipideos
derivados de 6mega-3, como o acido docosahexandico (DHA) previnem complicagdes da

CCS como erosdo e ulceras de cornea.

Os grupos que utilizaram o tacrolimus, TA e TL, demonstraram melhora nos parametros
de degeneragdo e necrose da cornea e conjuntiva, além de um aumento significativo no numero
de células caliciformes. Isto ocorre devido a sua agdo imunossupressora, que minimiza os
danos inflamatérios induzidos pela CCS na cornea, conjuntiva e células caliciformes.”'* A
diminui¢do da quantidade de células caliciformes pode induzir deficiéncia de mucina no FLP e

, . . 32
resultar em corneas secas com superficie irregular.

Resumidamente, houve aumento significativo nos valores de TLS em todos os grupos
de tratamento ap6s a indugdo da CCS, apresentando um desempenho melhor o grupo L. Com
relacdo aos parametros TF, houve resolugdo mais precoce das ulceras de cérnea com os
grupos A e L, enquanto no TRB o desempenho dos grupos foi similar. Os grupos TA e TL
apresentaram menos edema e degeneragdo de cornea e conjuntiva. Houve um aumento
significativo no niumero de células caliciformes em todos os grupos de tratamento,

principalmente nos grupos TA e TL.

Podemos concluir que, no tratamento da CCS induzida em coelhos, o tacrolimus diluido
em 6leo de améndoas e em 6leo de linhaca foi mais eficiente na diminui¢cao do edema e
degeneracdo da cornea e conjuntiva e no aumento do niumero de células caliciformes,
enquanto os 6leos isoladamente foram mais eficientes em aumentar a produgdo aquosa
lacrimal, principalmente o de linhaca, e na resolug¢do mais precoce das ulceras de cornea.
Desta maneira, este estudo revela que nao somente o tacrolimus, com seu efeito

imunossupressor, mas também os veiculos oleosos utilizados para sua diluicdo, possivelmente
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devido as suas propriedades anti-inflamatorias, sdo responsaveis na melhora dos sintomas do

olho seco.
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Figura 1. Delineamento Experimental.
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Figura 2. Médias e desvios padroes dos valores obtidos do Teste Lacrimal de Schirmer (TLS)
em mm/min dos olhos em coelhos experimentalmente induzidos para ceratoconjuntivite seca
(CCS) e tratados com diferentes tipos de colirios: placebo (grupo C); 6leo de améndoa puro
(grupo A); 6leo de semente de linhaca puro (grupo L); tacrolimus 0,03% dissolvido em 6leo de
améndoa (grupo TA) ou em 6leo de semente de linhaga (grupo TL).

valores <5 mm/min=positivo para CCS.
*P<0.05 (Teste de Tukey)
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Figura 3. Medianas ¢ percentis dos valores obtidos* do teste de fluoresceina (TF) dos olhos em
coelhos experimentalmente induzidos para ceratoconjuntivite seca (CCS) e tratados com
diferentes tipos de colirios: placebo (grupo C); 6leo de améndoa puro (grupo A); dleo de
semente de linhaga puro (grupo L); tacrolimus 0,03% dissolvido em 6leo de améndoa (grupo

TA) ou em 6leo de semente de linhaga (grupo TL).

*1=negativo (auséncia de ulcera de cornea em todos animais do grupo) e 2=positivo (presenga de ulcera de cornea
em todos animais do grupo).
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Figura 4. Medianas e percentis dos valores obtidos* do teste de Rosa Bengala (TRB) dos olhos
em coelhos experimentalmente induzidos para ceratoconjuntivite seca (CCS) e tratados com
diferentes tipos de colirios: placebo (grupo C); 6leo de améndoa puro (grupo A); 6leo de
semente de linhaga puro (grupo L); tacrolimus 0,03% dissolvido em 6leo de améndoa (grupo

TA) ou em 6leo de semente de linhaga (grupo TL).

*1=negativo (auséncia de células coradas desvitalizadas pela CCS em todos os animais do grupo) e 2=positivo
(presenca de células coradas desvitalizadas pela CCS em todos os animais do grupo).
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Figura 5. Fotomicrografia de citologia esfoliativa da superficie ocular (CESO) da conjuntiva
de coelho. (A) coelho n. 1 do grupo TL no M1 presenca de células parabasais, (B) coelho n. 1
do grupo TL no M1 presencga de células superficiais e (C) coelho n. 1 do grupo TL no M3

presenga de células caliciformes — May-Grunwald-Giemsa (MGG) 400x.
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Figura 6. (A) Foto micrografia olho direito (OD) de cornea do coelho n. 3 do grupo A no M12,
com processo inflamatdrio leve e edema moderado (seta), membrana de Descemet (MD),
estroma (E) — Hematoxilina-Eosina (H.E.) 100x. (B) Foto de micrografia olho direito (OD) de
cornea do coelho n. 2 do grupo L no M12, evidenciando a separagdo da membrana de

Descemet ao estroma (seta), devido ao edema moderado (cabeca de seta) — Hematoxilina-

Eosina (H.E.) 400x.
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Tabela 1. Medianas e percentis dos valores obtidos na citologia esfoliativa (CE) referente aos
parametros de tipo de célula* e celularidade** dos olhos em coelhos experimentalmente
induzidos para ceratoconjuntivite seca (CCS) e tratados com diferentes tipos de colirios:
placebo (grupo C); 6leo de améndoa puro (grupo A); 6leo de semente de linhaga puro (grupo
L); tacrolimus 0,03% dissolvido em 6leo de améndoa (grupo TA) ou em 6leo de semente de

linhaca (grupo TL).

Grupos

Tipo de Célula* Celularidade**

Momentos

c A L TL TA c A L TL TA

MO 3(2;3) 3(2;3) 3(2;3)  3(2;3)  3(2;3) | 1(1;2)  uL3) 112)  1(1;3)  1(1;3)

M1 3(2;3) 3(3;3) 3(2;3) 2,5(3;3)  2(2;3) | 1(1;3)  2(1;3) 2(1;2) 1(1;3)  2(1;3)

M4 3(2;3) 3(3;3) 3(3;3)  2(2;3)  2(2;3) ] 1(1;1)  2(1;3) 1,5(12) 1(1;3)  1(1;3)

M8  3(2;3) 3(3;3) 3(3;3)  3(3;3)  3(2;3) | 111 uL3) 1L2) (1) 1(12)

M12  3(2;3) 3(3;3) 3(3;3)  3(3;3)  3(2;3) | 1(1;2) 11;2) L3) 1(1;1)  1(1;3)

*Tipo de célula: 1 = basal; 2= parabasal; 3= superficial.

**Celularidade: 1 = leve (1 a 3 células por campo); 2= moderada (4 a 6 células por campo); 3= acentuada
(>7 células por campo).
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Tabela 2. Medianas ¢ percentis dos valores obtidos* na histopatologia da cornea e conjuntiva
referente aos pardmetros edema, degeneracao, necrose e células inflamatérias, e médias e
desvio padrao do numero de células caliciformes, em coelhos experimentalmente induzidos
para ceratoconjuntivite seca (CCS) e tratados com diferentes tipos de colirios: placebo (grupo
C); 6leo de améndoa puro (grupo A); 6leo de semente de linhaga puro (grupo L); tacrolimus

0,03% dissolvido em 6leo de améndoa (grupo TA) ou em 6leo de semente de linhaga (grupo

TL).
Cérnea
Parametros*
8
S §. Inflamagdo**
g iG] Edema Degeneragao Necrose
= Neutrdfilo Mononucleares Misto
C 0 (0;0) 0(0;0) 0(0;0) 0(0;0) 0 (0;0) 0(0;0)
A 2 (1;3) 1(0;2) 0(0;2) 0(0;0) 0 (0;0) 0(0;1)
M12 L 2 (1;3) 1(0;1) 0(0;1) 0(0;0) 0 (0;0) 0(0;2)
TL 1,5 (0;3) 1(0;3) 0(0;3) 0(0;0) 0 (0;0) 1,5 (0;3)
TA 1,5(1;3) 0(0;1) 0(0;1) 0(0;0) 0 (0;0) 1,0 (0;2)
Conjuntiva***
Parametros*
8
c o Kk
g =3 i N° cel. Inflamagdo
° ® Edema Degeneragao  Necrose caliciformes'”
2 Neutréfilo | Mononucleares | Misto
C 0(0;0) 0 (0;0) 0 (0;0) 9,8+1,9° 0 (0;0) 0(0;0) 0 (0;0)
A 2(2;3) 2(1;3) 2 (0;2) 11,4’:4,3b 0 (0;0) 0(0;0) 1(1;3)
M12 L 1,5(1;3) 1(0;1) 1(0;1) 11,91-2,3b 0 (0;0) 0(0;0) 2(1;2)
TL 2(2;3) 1(0;1) 0,5 (0;3) 12,412,7b 0 (0;0) 0(0;0) 3(1;3)
TA 2(1;2) 0(0;2) 0(0;1) 12,6’_r3,9b 0 (0;0) 0(0;0) 1(1;2)

*(0) ausente; (1) leve; (2) moderado; (3) acentuado.

**Inflamagdo predomina na inser¢do da cérnea com a conjuntiva bulbar.
***Analise da conjuntiva bulbar.

@ Contagem de células caliciformes em 800 micrometros.

P etras diferentes indicam diferenga significativa (¥*P<0.05/Teste de Tukey)
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