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RESUMO

O envelhecimento é responsavel por alteracdes funcionais e estruturais
na glandula lacrimal, incluindo o acumulo de radicais livres, levando a danos
em proteinas, lipidios e DNA em varios tecidos. O objetivo do presente estudo
€ avaliar o efeito do envelhecimento na estrutura e nos mecanismos secretorios
da glandula lacrimal, entre eles a expressdo de proteinas das familias Rab e
SNARE, e elementos relacionados a mecanismos anti-oxidantes. Foram
utilizados 10 ratos Wistar machos de 24 meses e 10 ratos Wistar machos de 02
meses. Foi comparada a secrecéo lacrimal e citologia de impressao da cérnea.
As glandulas lacrimais foram retiradas e submetidas a comparacao esturural e
morfolégica, a analise da expressdo de peroxidase, vitamina E e MDA. A
analise da expressao de proteinas da familia Rab e SNARE foi realizada por
RT-PCR. No grupo de ratos velhos, houve aumento do peso do animal
(p=0,043) e do peso da gladula lacrimal (p=0,0079), porém quando ajustados
para proporcao (peso da glandula/peso do animal) ndo houve diferenca
estatistica (p=0,2222). A citologia de impressao demonstrou maior metaplasia
na cérnea dos velhos (p=0,0320). Em relacdo aos marcadores de estresse
oxidativo, houve aumento de MDA (p=0,0571) e diminuicdo de vitamina E
(p=0,0159) na glandula lacrimal dos velhos. A expressdo do RNAm de Rab 27b
e Rab 3b foi confirmada nesse tecido e estdo diminuidas com o
envelhecimento (p<0,05), mas nao ha diferenca na expressao génica da Vamp.
Mecanismos secretérios e anti-oxidantes alterados pelo envelhecimento
demonstrados nesse estudo podem ajudar a explicar disturbios lacrimais e da
superficie ocular. Essas informag¢des podem ajudar a propor novas medidas

terapéuticas para O olho seco relacionado a  senilidade.



1. INTRODUCAO
O olho e seus anexos passam, como todos os 6rgaos das varias formas
de vida, pelo processo de senescéncia ou envelhecimento. Esse processo na
superficie ocular e glandula lacrimal vem sendo extensivamente estudado nas
ultimas décadas, porém novas perspectivas precisam ser exploradas frente a
mecanismos de funcao e doenca recém-descobertos e a importancia dessas

estruturas para a boa visao e qualidade de vida dos idosos.

A. OLHO SECO

Olho seco é definido como uma alteracdo do filme lacrimal por
deficiéncia na producdo de lagrimas ou evaporacdo excessiva, causando
danos a superficie ocular interpalpebral. O olho seco pode estar associado a
sintomas de desconforto ocular, e representa um grupo heterogéneo de
condigdes relacionadas a anormalidades do filme lacrimal de multiplas causas
como deficiéncia aquosa, anormalidades das camadas de mucina e/ou lipidica
ou disfungdes palpebrais (Lemp 1995).

Muito se discute se o olho seco no idoso € um evento normal e esperado
da senilidade (Rocha, Alves et al. 2008) ou esta associado a exposicao cronica
a fatores de risco ou ao mal controle de doencas cronico-degenerativas e
portanto poderia ser incluido num quadro sindrébmico ou uma doenga por si s6
e portanto evitavel ou tratavel.

Estudos epidemiologicos tém sido realizados na tentativa de delinear
caracteristicas populacionais e fatores de risco associados aos sinais e
sintomas de olho seco. Apesar da maioria dos estudos se limitar a populacéo

senil, a prevaléncia de olho seco é bastante variavel dependendo do desenho
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do estudo, parametros medidos, limites estabelecidos para normalidade e da
populacdo analisada. Alguns fatores de risco associam-se a maior ocorréncia
de sintomas de desconforto ocular relacionados ao olho seco como historia de
artrite reumatoide, tireiodopatias, diabetes, habito de fumar, uso de lentes de
contato e algumas medicagcdes como antidepressivos, diuréticos e anti-
histaminicos (Lemp 1995; Schein, Munoz et al. 1997; McCarty 1998; Moss,
Klein et al. 2000; Schaumberg, Sullivan et al. 2002; Rocha, Alves et al. 2008).
Durante toda a vida, as glandulas lacrimais sdo responsaveis pela
secrecao da fracdo aquosa do filme lacrimal carreando além de agua, diversos
nutrientes e eletrélitos que umidificam e mantém o metabolismo da superficie
ocular, garantindo qualidade éptica, conforto e protecdo. A lagrima contém
diversos agentes responsaveis pela vigilancia imunolégica da superficie ocular
tais como imunoglobulinas, lactoferrinas e lisozimas e fatores de crescimento
responsaveis por estimulos de diferenciacdo e crescimento celular
imprescindiveis a renovacao epitelial e ao reparo de lesdes oculares, inclusive
intervencgdes programadas como na cirurgia de catarata (Wilson 1991).
Diversas doencas degenerativas podem acometer as glandulas lacrimais
determinando perda funcional, altera¢des de superficie ocular e manifestacoes
de olho seco. Alteragbes auto imunes como a Sindrome de Sjégren (Sullivan
DA 1997; Toda | 1999), alteracbes de carater indeterminado presentes em
doencas cronicas como o diabetes (Ramos-Remus, Suarez-Almazor et al.
1994; Seifart and Strempel 1994) e insuficiéncia de hormoénios sexuais
(Sullivan DA 1997; Sullivan 1999); (Bromberg and Welch 1985); (Schein,
Munoz et al. 1997) figuram como principais mecanismos de acometimento das

glandulas lacrimais.
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Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos nas alteracdes relacionadas
ao olho seco ainda n&o estdo inteiramente elucidados. A deficiéncia lacrimal
causa falha na renovacdo epitelial da cérnea, podendo levar a defeitos
epiteliais que de ponteados podem chegar a areas geograficas e aprofundar
com a eroséo estromal e criar um ambiente inflamatdrio onde células epiteliais
e linfécitos sdo estimulados a produzir e secretar de diversas citocinas. Niveis
aumentados de citocinas no filme lacrimal combinados a reducédo de
promotores de crescimento como EGF e retinol afetam a diferenciacao epitelial
na superficie ocular e consequientemente induzem hiperplasia, aumento da
atividade mitética de células inflamatérias, expressdo diminuida de moléculas
de protecdo como a mucina, diminuicdo de células caliciformes e aumento de
fibroblastos e matriz extra-celular (Rocha EM 1998; Pflugfelder SC 1999;

Solomon A 2001); (Zoukhri and Kublin 2002).

b. ENVELHECIMENTO

O Instituto Nacional de Envelhecimento do Instituto Nacional de Saude
dos Estados Unidos define envelhecimento como sendo “um processo natural
e complexo que envolve todas as moléculas, células e érgdos do corpo”. E,
portanto, um processo natural e universal durante o qual ocorrem acumulo de
alteracoes deletérias nas células e tecidos, aumentando a chance de doencas
e de morte (Harman 1994).

Como ja mencionado, a glandula lacrimal também sofre efeitos do
envelhecimento. Estudos recentes mostram que a glandula lacrimal de idosos
apresenta, histopatologicamente, fibrose periductal, atrofia acinar e aumento de

infiltrados inflamatérios (Machinami 1995; Obata, Yamamoto et al. 1995).
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Funcionalmente, ha diminuicdo da habilidade das células acinares de sintetizar
e secretar proteinas que compde o filme lacrimal, entre as quais lipocalina,
lisozima, peroxidase, lactoferrina, betalisina e imunoglobulinas secretérias
(Adeghate 2003).

Outro processo que ocorre durante o envelhecimento € o acumulo de
radicais livres (Holbrook 2000). Esses radicais livres, por conterem elétrons
livres ocupando orbitais (Halliwell 2006), tém tendéncia a reagirem com outros
radicais livres, formando agentes oxidantes e nitrizantes, que sao responsaveis
pelos danos em proteinas, lipidios e ao DNA (Halliwell and Whiteman 2004).
Esses danos podem contribuir para o aparecimento do cancer em animais, e

para o envelhecimento propriamente dito.

c. ESTRESSE OXIDATIVO

Um conceito atual diz que “um estado cronico de estresse oxidativo
existe nas células de organismos aerébicos mesmo sob condic¢oes fisioldgicas
devido ao equilibrio de mecanismos prdé e antioxidantes. O dano oxidativo
aumenta com o envelhecimento, resultando em uma perda progressiva da
eficiéncia da fungéo de inumeros processos celulares”. (Halliwell 2006).

Nesse contexto, existem as chamadas espécies reativas, que podem ou
nao serem radicais livres (Halliwell and Whiteman 2004). Essas podem ser de
oxigénio (ROS), de nitrogénio ou de cloro. A ROS mais importante € o radical
livre &nion superoéxido, que é a primeira produzida na célula.

Apesar de necessario para a vida, a fim de evitar danos, o organismo
atua para minimizar os niveis de oxigénio ou deter a sua conversdao em ROS.

Para diminuir os niveis de oxigénio, os animais aerdbicos usam a cadeia de
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transporte de elétrons mitocondrial. Para deter a conversdo em ROS, séo
utilizados a enzima superoxido dismutase (SOD), que converte 0 oxigénio livre
em H202 e O2, e as enzimas que removem o H202, como as catalases, a
glutationa peroxidase e a peroxiredoxinas (Halliwell 2006).

A glutationa peroxidase (GSH) é um antioxidante soluvel sintetizado
endogenamente no figado e a primeira linha de defesa contra o estresse
oxidativo pré-oxidante, combatendo os radicais livres e protegendo as células
contra a apoptose (Nicotera and Orrenius 1986).

A GSH existe em 2 formas: reduzida (sulfidril) e oxidada ( dissulfito), e €
mantida in vivo sob a forma reduzida pela acao da enzima glutationa redutase.
Como a maior parte da GSH reduzida compreende os grupos sulfidrila ndo
protéicos, a quantificacdo de tidis soliveis em acido é empregada na
quantificacao de niveis teciduais de GSH.

Os olhos por exemplo, funcionam com tecidos expostos a niveis de 8 a
20 vezes menor do que o disponivel em condi¢cdes atmosféricas ao nivel do
mar e 0 aumento pode ser responsavel pela ocorréncia de doencas como
catarata e glaucoma (Shui YB 2009).

Sob estresse oxidativo, as células reagem aumentando o nivel
intracelular de célcio e proliferando, podendo levar a fibrose tecidual e
consequentemente a morte celular. Da mesma forma, o deslocamento de
célcio é fundamental para um outro processo marcadamente reduzido com o
envelhecimento que é a secrecao lacrimal ou exocitose de elementos que vao
compor o filme lacrimal (Dartt, Hodges et al. 1998; Sundermeier, Matthews et

al. 2002; Rios, Horikawa et al. 2005).
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Um aumento no estresse oxidativo também afeta a glandula lacrimal,
levando a um acumulo progressivo de granulos de lipofuccina intracelulares. A
lipofuccina é constituida de proteinas cross-linked e altamente oxidadas. E um
produto insoluvel, ndo degradavel por enzimas lisossomais e o seu acumulo

diminui a vida celular (Rios 2004).

d. SISTEMA DE TRANSPORTE VESICULAR

O sistema de transporte vesicular € um conjunto de sub-sistemas
responsavel pela formacao, amadurecimento, fusdo e secrecao de vesiculas.
Vesiculas sao compartimentos envoltos por uma bicamada lipidica que
armazenam, transportam, digerem e secretam moléculas, organelas e corpos
estranhos as células. Sao formadas a partir de membranas pré-existentes, se
destacando delas, e servindo para organizacao celular e como camaras para
reacdes quimicas (Bonifacino and Glick 2004).

Para garantir que o transporte para as membranas seja efetuado de
maneira correta, as vesiculas necessitam de uma alta especificidade para
garantir sua fusdo a membrana-alvo especifica. Essa fusdo ocorre apés a
despolimerizacdo das proteinas envoltérias e envolve um conjunto fixo de
proteinas controlando a sinalizacdo e assegurando que o alvo certo seja
alcangado, ativando o processo de fuséo.

Aliadas a essas enzimas sinalizadoras estdo proteinas receptoras
incorporadas nas membranas-alvo que garantem a fusdo ao alvo correto. Este
reconhecimento envolve basicamente duas classes de proteinas: SNAREs e

GTPases sinalizadoras denominadas Rabs.
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SNARES

As SNAREs (soluble NSF attachment receptor) constituem uma familia
de proteinas que desempenham um papel central na especificidade do
transporte vesicular e na catalise do processo de fusdo. A despolimerizacao
das proteinas envoltdrias (coat proteins) das vesiculas permite que uma
proteina denominada v-SNARE (vesicle SNARE), antes coberta pela proteina
envoltéria, seja descoberta, podendo executar seu papel e se associar a
membrana-alvo correspondente. Esta proteina é incorporada a vesicula na
prépria organela de origem. A membrana de cada organela ou membrana-alvo
possui uma ou mais proteinas integrais de membrana, denominadas t-SNAREs
(target SNARE), junto com uma proteina de fusdo denominada SNAP25. Essas
proteinas agem de forma conjunta, efetuando uma ligacdo especifica a v-
SNARE correspondente. A especificidade com que cada SNARE interage
determina a especificidade do ancoramento e da fusdo de cada vesicula.
Dessa maneira, as SNAREs especificam a identidade de seus compartimentos
e governam a troca de materiais durante o transporte vesicular (Bonifacino and
Glick 2004).

Uma proteina crucial chamada de NSF (“N-ethylmaleide-Sensitive
Factor”) circula entre as membranas e o citosol e catalisa as reagbes de
dissociacdo do complexo estavel. Essa enzima € uma ATPase que usa ATP
para solubilizar e refazer a conformacdo de proteinas desnaturadas.
Similarmente, a NSF usa ATP para desenrolar as hélices enroladas (coiled-coil)
entre os dominios helicoidais das SNAREs associadas, usando alguns

adaptadores protéicos para se ligarem as SNAREs e separa-las.
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Os requerimentos para a dissociacdo do complexo estavel trans-SNARE
podem ajudar a explicar porque as vesiculas ndao se fundem
indiscriminadamente na célula. Se uma t-SNARE estiver sempre ativa na
membrana-alvo, qualquer outra membrana que contivesse a Vv-SNARE
correspondente se fundiria aquela membrana sempre que as duas fizessem
contato. No entanto a necessidade de uma reativagdo controlada de SNAREs
pela NSF permite que a célula controle quando e onde as membranas irdo se
fundir.

Rab

As proteinas Rabs constituem um papel importante na especificidade do
transporte vesicular. Elas sdo GTPases monoméricas e possuem uma
distribuicdo caracteristica nas membranas celulares e estdo presentes na
superficie citosdlica de todas as organelas.

As proteinas Rabs circulam entre a membrana e o citosol. Quando
ligadas ao GDP elas se encontram em sua forma inativa no citosol e quando
ligadas ao GTP se encontram em sua forma ativa acopladas a membrana.
Como as proteinas Rabs se ligam e hidrolisam GTP se considera que o ciclo
de hidrélise e ligacdo do GTP esta diretamente ligado ao ancoramento
vesicular. Especificamente, uma enzima chamada GDI catalisa a troca do GDP,
ligado ao Rab citosélico, por GTP, causando uma mudanca conformacional na
Rab que permite que ela se ligue a uma proteina de membrana em uma
vesicula de transporte. Apds a fusédo vesicular, o GTP ligado a Rab é entao
hidrolisado sofrendo novamente uma mudanga conformacional e é liberado no

citosol para que o ciclo se repita novamente. Portanto, a velocidade de fusdo
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vesicular é controlada pela quantidade absoluta de Rab-GTP, que é regulada
por proteinas nao identificadas.

Uma vez em sua forma ligada ao GTP e ancorada em uma membrana
lipidica, a proteina Rab se liga a outras proteinas denominadas efetivantes de
Rabs (Rab Effectors) que facilitam o processo de ancoramento. A fusao
vesicular € entdo limitada a regidao aonde esse complexo reside, apesar de as
t-SNAREs estarem distribuidas uniformemente por toda a membrana. Apesar
das proteinas Rab e seus efetivantes utilizarem mecanismos largamente
diferentes, ambas ajudam a concentrar vesiculas prdéximas aos locais onde
ocorrera a fusdo e ativam a liberacdo de proteinas de controle de SNAREs.
Dessa maneira, as proteinas Rabs aceleram o processo de combinacao de

duas SNAREs de membranas diferentes (Bonifacino and Glick 2004).
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Figura 1. Etapas de formacao e fusao vesicular
(1) Inicio. Os componentes proximais da membrana-coat (azul) sdo recrutados

para o compartimento do doador através da ligacdo a uma GTPase (vermelho).
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(2) Budding. Os componentes s&o adicionados e polimerizados a membrana
distal (verde).

(3) Cisao. Ocorre o corte entre a vesicula e o compartimento do doador.

(4) Uncoating. A vesicula perde o seu casaco devido aos varios eventos,
incluindo inativacao da GTPase, bem como a acao de enzimas uncoating. Em
seguida, as proteinas sao reciclados para outras rodadas de acoplamento.

(5) A vesicula desloca-se para o compartimento aceitador, eventualmente
guiado pelo citoesqueleto, e se amarram ao compartimento do aceitador pela
combinacao de um GTP vinculada a uma Rab.

(6) Acostagem. Formagao do complexo "trans-snare".

(7) Este complexo "trans-snare" promove a fusdo das vesiculas. A carga é

transferida para o compartimento aceitador.

A hipdtese desse estudo é que em ratos, o envelhecimento produz
reducao na expressao de elementos da familia Rab e SNARE, ja anteriormente
descritos nesses tecidos (Bonifacino and Glick 2004), e que isso ocorre em
paralelo com alteracbes anteriormente descritas na funcdo e mecanismos de
sinalizagdo anteriormente descritos (Rocha EM 2000; Rocha and Carvalho

2003).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral desse estudo é compreender mecanismos de secrecao
lacrimal e de protecdo ao dano oxidativo com o envelhecimento.
Os objetivos especificos sao:

a. A comparagao funcional da secreg¢édo lacrimal entre modelos
animais jovens e idosos através de Teste de Schirmer e estrutural
da superficie ocular pela citologia de impressao;

b. A avaliacdo e comparacdo do estresse oxidativo entre modelos
animais jovens e idosos através da quantificacao de peroxidase e
MDA;

c. A comparacao morfolégica das glandulas lacrimais através de
microscopia eletrénica;

d. A investigacao da expressao da familia Rab e SNARE em GL

(RNAm e proteinas) e seu impacto no envelhecimento de ratos.
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3. MATERIAL E METODO

a. Modelos animais

Para o estudo foram utilizados 10 ratos Wistar machos de 24 meses e
10 ratos Wistar machos de 02 meses fornecidos pelo Biotério Central do
Campus da USP de Ribeirdao Preto — SP, Brasil. Os animais foram
acondicionados em caixas com 4 animais, com ragao e agua ad libitum.

Os animais foram submetidos a eutanasia com xilazina 15mg/kg e
ketamina 150 mg/kg, por via intraperitoneal e o peso corporal e da glandula
lacrimal registrados. Tecidos oculares e da glandula lacrimal foram submetidos
a analise bioguimica e histoldgica.

Os tecidos destinados a imunoistoquimica foram congelados em
nitrogénio liquido e os tecidos destinados a estudos de westernblotting foram
homogeneizados em tampao de extracao.

Os protocolos de estudo e o projeto seguem as diretrizes da Association
of Research in Vision and Ophthalmology e foram submetidos a apreciacao

pelo comité de experimentacao animal (CETEA) da FMRP-USP.

b. Teste de Schirmer e Citologia de Impressao
A secrecao lacrimal foi medida do olho direito dos ratos de ambos os
grupos usando um teste de Schirmer modificado (Ophthalmos, S&o Paulo,
Brasil), com a utilizagdo de uma tira do papel de teste de Schirmer de 1 mm de
largura por 20 mm de comprimento, posicionado no fundo de saco conjuntival

por 5 minutos.
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Para a citologia de impressao, amostras de células do epitélio corneano
foram obtidas da superficie ocular usando papel de filtro 0.45 um (Millipore,
Billerica, MA, USA) apds anestesia. As amostras foram coletadas da mesma
area (temporal) e transferidas para laminas, fixadas com etanol 70%, acido
acético glacial e formol e fixados com acido periédico de Schiff (PAS) e
coloragcao de hematoxilina. Estagios do epitélio foram avaliados de maneira
mascarada, e as células epiteliais foram classificadas em 4 estagios: estagio 0
(para morfologia normal) a estagio 3 (metaplasia escamosa) (Modulo CM et al

2009).

c. Analise da Glandula lacrimal
Apbés a medida do peso corpéreo, os ratos foram eutanizados com
excesso de anestesia intraperitoneal. As GL foram coletadas e diretamente
fixadas em composto de OCT (Sakura Fine Tek Inc., Torrance, CA, USA) e
congeladas em nitrogénio liquido ou homogeneizadas no tampao (50mM tris —
pH: 7.5, 150mM NaCl, 0.1% triton e inibidor de protease coquetel Il
(calbiochem) com o politron (Virsonic, USA). As amostras foram congeladas

até a realizacdo dos procedimentos experimentais.

d. Analise estrutural
Laminas de parafina contendo 10 a 14 seccgbes da glandula lacrimal de
ambos os grupos foram submetidas a coloracdo por hematoxilina/eosina (HE)
(5 amostras por animal, n = 5/grupo). Fotos digitais foram obtidas das laminas
coradas por HE ou sem coloracdo para registro dos corpusculos

citoplasmaticos de lipofucsina, que apresentam auto-fluorescéncia (Nikon
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Eclipse E800, Nikon USA, Melville, NY), a estrutura e area dos &cinos foram
comparadas de maneira mascarada, em atencdo para detectar diferencas

entre ambos os grupos.

e. Dosagem de acetilcolina e peroxidase

Acetilcolina e peroxidase foram medidas na GL de ambos os grupos
(n=5/grupo), usando o acetylcholine assay kit (Amplex Red; Molecular Probes)
(Zoukhri and Kublin 2001).

Para medir Ach, 0.1ml do homogenado de tecido foram preparados em
duplicata em 96 well microplates. Foi utilizada uma curva padrao de Ach para
cada experimento. Em cada poco foi adicionado 0.1ml de tampao (50 mM Tris-
HCIl, pH 7.5) contendo 0.2M do reagente Amplex Red, 2 U/ml horseradish
peroxidase, 0.2 U/ml choline oxidase, e 10 U/ml de ach foi adicionado. Apos a
incubacgao, a absorbancia foi determinada em espectrofotometro (Beckman, DU
640, USA) ) usando um comprimento de onda de 530 nm.

Para a medida de peroxidase, 0.1 ml de tampao e 0.01 ml do tecido
homogenado foi colocado em duplicata em 96 well microplates. Em cada uma
foi adicionado 0.1 ml de solugdo tampéao contendo 0.2 M do reagente Amplex
Red e 0.2 M de per6xido de hidrogénio. ApGs a incubacao, a absorbancia foi
determinada como descrito acima. A atividade de peroxidase foi expressa em

porcentagem da absorbancia obtida contra uma curva padrao H>O»

f. Dosagem de peroxidacao lipidica e GSH

A peroxidagao lipidica foi determinada pela presenca de malonaldeido

usando o teste do acido tiobarbiturico. Amostras de 200ul do homogenado de
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GL de ambos os grupos foram desproteinizadas com 20% de &cido
tricloroacético, agitado por 30 min, centrifugados a 5000 g e o sobrenadante
foi exposto a 0.7% do &cido tiobarbiturico e aquecido por 95° C por 45 min.
Apés esfriar, a absorbancia foi lida em 530 nm no espectrofotémetro Spectra
Max 250 (Esterbauer H, Cheeseman KH).

O GSH foi determinado pela rea¢do entre homogenado de GL e 5.5”
dithiobis (acido 2 nitrobenzdico). Apds a normalizacdo dos niveis de proteinas
das amostras e incubacao por 5 minutos, a absorbéancia foi lida a 412 nm no

espectrofotometro (Beckman, DU 640, USA).

g- ldentificacao de Vamp-2 e sintaxina-3

Foi realizado o RT-PCR para identificar os componentes da familia
SNARE responsaveis pelo controle da secregéo lacrimal. Entre os que foram
expressos na GL de ratos, Vamp-2 e sintaxina 3 foram comparados entre os
ratos velhos e controles. O RNAm da RPS-29 apresentou uma sequéncia que
identifica a subunidade 29 da proteina ribossomal expressa de forma regular e
proporcional em células eucaréticas e foi usado portanto como controle e
normalizador de conteudo. O RNA total foi purificado através da GL e amostras
de ilhotas pancreaticas (controle positivo) usando Trizol (Invitrogen, San Diego,
CA, USA) e tratados com deoxiribonuclease | (Gibco/BRL) para eliminar a
contaminacao com DNA. Amostras resultantes do RNA foram quantificadas por
espectrofotobmetro a 260 nm e avaliadas em formoldeido 6,6% e gel de agarose
1% (Gibco/BRL) para assegurar a integridade do RNA. A transcriptase reversa,
oligo dT priming e o Advantage RT-for-PCR kit do Clontech Laboratories Inc.

(Palo Alto, CA, USA) foram utilizados para a transcricdo do cDNA.
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O cDNA resultante foi amplificado com o PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) usando 15 unidades de Taq DNA
polimerase (Gibco/BRL), ,3 nM de cada dATP, dCTP, dGTP and dTTP
(Invitrogen), tampéo PCR (Tris -Hcl 60 mM, MgCI2 1.5 mM, NH4 SO4pH10 15
mM) (Invitrogen), e 10 mM de 5’ and 3’ primers correspondendo a Vamp 2 de
rato, Snap 23 de rato, sintaxina de rato e o RPS-29 de rato, obtidos pelas
referencias das sequéncias do banco de genes e sintetizados pela Life
Technologies (Gaithersburg, MD, USA).

O programa PCR para Vamp 2 E sintaxina foi igual e envolveu as
seguintes etapas: 32 ciclos de desnaturacdo por 1 min a 94°C, aquecimento
por 1Tmin a 57°C, extensao por 1,5 min a 72°C e a maxima conclusao por 7
minutos a 72°C. Ap6s a amplificacdao, os fragmentos de cDNA foram
analisados através de gel de agarose a 1% contendo um marcador de peso
molecular de DNA de 100 pares de base (Gibco/BRL) e corado a seguir com
brometo de etidio para confirmar o antecipado e 202 bp para Vamp 2, Snap 23,
sitaxinae RPS-29, respectivamente.

Preliminarmente foram realizados ensaios para assegurar os produtos
na escala linear. Em todo o procedimento do PCR, foram realizados controles
positivos e negativos de cDNA paralelos, em tubos separados. Controles
positivos para RNAm de Vamp-2 e sintaxina incluiram cDNA preparados a
partir de ilhotas pancreaticas de ratos. Controles negativos incluiram amostras
sem transcriptase reversa ou sem amostras de cDNA.

Os resultados de marcacao de bandas no gel pelo brometo de etidio

foram registrados em Gel Doc (Bio-Rad). As membranas foram escaneadas,
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convertidas para fotos digitais e analizadas pela Scion Image Analysis Software

(Scion Corp, Frederick, MD, USA).

H. Western Blotting

Para avaliar a expressao protéica de elementos da familia Rab e Snare
em homogeneizados de glandula lacrimal e comparar entre amostras de velhos
e controles, os seguintes procedimentos de Western blotting foram realizados:

Géis de poliacrilamida foram preparados em duas fases. A fase de
empilhamento, disposta superiormente, foi preparada contendo 4,2 ml de agua
desionizada, 1,25 ml de poliacrilamida a 40%, 25 pl de Temed, 270 pl de APS a
10% e 5,6 ml de solucdo tampéao de empilhamento com pH de 6,7 composta de
EDTA a 4mM, SDS a 10%, 50 mM de Trisma base, diluidos em agua
desionisada completando 1 litro. A fase de resolucao, disposta inferiormente,
composta de acrilamida nas concentragdes de 10%, 1,9 ml de agua
desionisada, 1,8 ml de glicerol, 4,2 ml de acrilamida 40%, Temed e APS nos
volumes descritos acima e 9 ml da solugado tampao de resolugdo com pH de
8,9 composta de EDTA a 4mM, SDS a 2%, 750 mM de Trisma base e agua

desionisada para completar 2 litros.

Aliguotas com concentracdes protéicas semelhantes, normalizadas pelo
método de Lowri (Lowry, Rosebrough et al. 1951), (Jorge AG, et al Endocrine
2009), foram aplicadas nos géis SDS-PAGE em aparelho minigel (Miniprotean,
Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA) em paralelo com marcadores de
pesos moleculares conhecidos (BioRad, Hercules, CA, EUA) em tampéo de
corrida composto por 200mM de Trisma base, 1,52 de glicina, 7,18 mM de

EDTA, SDS a 0,4%, diluidos em agua desionisada. Foi adicionado ainda 50 pl
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de beta-mercapto-etanol (BioRad, Hercules, CA, EUA) para aumentar a
permeabilidade a proteinas de alto peso molecular. A voltagem, inicialmente de
20 volts, foi sistematicamente ajustada para 100 volts a medida que as
amostras passavam da fase de empilhamento para a fase de resolucéo,

segundo o método ja descrito (Carvalho, 1996).

Apbés a separacao por eletroforese, as proteinas isoladas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose Hybond ECL (Amersham
Biosciences, Freiburg, Alemanha), realizada durante 120 minutos a 120V em
aparelho miniaturizado de transferéncia (BioRad Laboratories, Richmond, CA,
EUA) em solucao de transferéncia composta por 25 mM de Trisma base, 192
mM de glicina, metanol a 20%, SDS a 0,02% e agua desionisada completando
o volume de 2 litros, conforme descrito anteriormente. As membranas foram
entdo incubadas por duas horas em solucdo bloqueadora de soro-albumina
bovina (BSA) 3%, para diminuir as ligagdes inespecificas das proteinas
contendo 0,3 g de BSA, 2 mg de azida sodica, Tris a 10 mM, NaCl a 150 mM e
Tween 20 a 0,02% em 10 ml de agua desionisada.

Em seguida as membranas foram incubadas com anticorpos IgG
policlonal de coelho, anti-NF-kB p65 (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz,
CA, EUA) na diluicdo 1:500 em solugdao BSA 1% semelhante a decrita acima,
por 12 horas a 22 °C. As membranas foram reveladas por quimioluminescéncia
(SuperSignal, Rockford, IL, EUA), ou iodo radioativo (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, Reino Unido). A intensidade das bandas foi avaliada por
densitometria depois de digitalizados por scanner HP Scanjet 3400C, e
analisadas pela Scion Image Analysis Software (Scion Corp, Frederick, MD,

USA).
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h. Analise estatistica
Dados foram expressos como média e erro padrdao (média + erro
padrao). Comparagdes foram feitas usando o teste Mann-Whitney U para
dados continuos e teste de Fisher para dados categéricos (Graphpad 5.0
software, Prisma, Sado Diego, CA,USA). Valores densitométricos foram
expressos em porcentagem da média dos valores obtidos para o grupo
controle, os quais foram definidos como 100% em cada ensaio experimental. O

nivel de significancia usado foi P<0.05.
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4. RESULTADOS

Analise dos parametros bioquimicos e estruturais da glandula lacrimal

O peso do corpo e o peso GL estao significativamente aumentadas no
grupo dos velhos (tabela 1).

Os animais apresentaram niveis similares de Ach na GL, mas a
peroxidase foi significativamente mais alta e o MDA apresentou tendéncia de
maior nivel na GL dos velhos. A dosagem de vitamina E na GL foi
significativamente mais baixa no grupo dos velhos (tabela 1).

O Teste de Schirmer foi 8.8 £ 0.9695 mm no grupo controle e 7.286 +

1.375 mm no grupo dos velhos (P=0.5145).
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Tabela 1. Comparacgao entre os parametros estruturais e bioquimicos da GL

entre os ratos velhos e controles. (dados foram expressos em média + erro

padrdo). * P<0.05.

Controle Velhos P
Pesodo corpog 272.00+£11.576  551.67 £62.102 0.0043
PesodaGLmg " 108.60 + 11.352  166.20 + 10.259 0.0079
Peso da GL/peso do corpo | 40.200 + 4.386 29.800 + 1.881 0.2222
MDA mmol/g 11.0 £ 0.8898 24.6 + 1.6523 0.0571
Peroxidase % * 0.4185+0.09112 0.75238 + 0.02712 0.0379
Vitamina E uM * 4.9840 + 0.50472 1.7850 £+ 0.18423 0.0159
Ach uM 0.00925 £ 0.0009 0.01200 + 0.00012 0.0519
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Avaliacao estrutural da GL

A avaliagdo estrutural da GL corados com hematoxilina/eosina ndo demonstrou

diferencas entre o grupo controle e dos velhos.
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Figura 1. Foto ilustrativa da similaridade estrutural da glandula lacrimal entre
ratos controles (A,B) e velhos (C,D). As GL foram retiradas, congeladas,
fixadas e coradas com HE. As imagens sao digitais com aumento de 100X

(A,C) e 400x (B,D).
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Avaliacao do epitélio celular através da citologia de impressao

A citologia de impressdo (Cl) da cérnea dos velhos apresentou

alteracbes das células epiteliais, com queratinizacdo metaplasica (P=0.032,

teste de Fisher).

Figura 2. Representacado microfotografica da citologia de impressao da cérnea
de ratos controles (A,B) e velhos (C,D) (n = 8/grupo). Grau de 0 a 3 foram
dados para cada amostra de maneira mascarada, considerando o formato da
célula, tamanho do nucleo e presenca de muco. Os dados foram analisados
pelo teste de Fisher e as diferengas foram consideradas significantes

(P=0.032).
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Avaliacao dos depdsitos de lipofucsina

A avaliacdo da autofluorescéncia para lipofuccina demostrou aumento do

acumulo de granulos de lipofuccina no grupo dos velhos.

Figura 3. Foto ilustrativa com autofluorescéncia para lipofuccina mostrando
aumento de apoptose celular no grupo dos velhos (B), em relacdo ao controle

(A).
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Analise da microscopia eletronica

A analise da microscopia eletrbnica demonstrou maior nimero de vesiculas

secretérias agrupadas e de conteudo translucido no grupo dos velhos.

.
.

Figura 4. Microscopia eletrénica com aumento de 4x (A,C) e 8x (B,D) no grupo
controle (A, B) e dos velhos (C,D), demonstrando aumento de vesiculas

secretoérias desestruturadas no grupo dos velhos.
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Avaliacao do Western Blotting para sintaxina

A avaliacdo do Western Blotting para sintaxina demonstrou aumento da

expressao da proteina no grupo dos velhos.
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Grafico 1. Expressao da sintaxina na GL de ratos. Os valores encontram-se

em unidades arbitrarias, e a diferencga foi considerada significante (*p<0,05).
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Avaliacao da expressao dos membros da familia Rab e SNARE em GL

A avaliagdo da expressdao das proteinas demonstrou diminuicdo das
expressdes de Rab 27b e Rab 3d nos grupos dos velhos (p<0.005), porém sem

diferenca na expressao da Vamp.
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Grafico 2. Expressao das proteinas Rab 27b, Vamp e Rab 3b dos grupos

controle e velhos. A expressao foi quantificada por RT-PCR.
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5. DISCUSSAO

Este estudo mostrou os elementos participantes no processo secretério
qgue ocorrem na GL e avaliou os efeitos do envelhecimento em ratos.

Em relagdo aos achados histologicos da GL, estudos recentes
demostraram que a glandula lacrimal de idosos apresenta fibrose periductal,
atrofia acinar e aumento de infiltrados inflamatérios (Machinami 1995; Obata,
Yamamoto et al. 1995). No entanto, os achados deste estudo ndao conseguiram
demonstrar estatisticamente uma diferenca na estrutura da GL dos grupos de
envelhecimento.

Em contrapartida, as analises da Cl da cérnea demonstraram aumento
de metaplasia corneana no grupo dos velhos.

Durante o envelhecimento, consideramos que as células sofrem um
estresse oxidativo (Halliwell 2006). Considerando que sob estresse oxidativo as
células reagem proliferando, podendo levar a fibrose tecidual e
consequentemente a morte celular, pudemos verificar que houve realmente um
acumulo progressivo de granulos de lipofuccina intracelulares no grupo de
envelhecimento. Sendo constituida de proteinas cross-linked e altamente
oxidadas, a lipofuccina € um produto insoluvel, ndo degradavel por enzimas
lisossomais, e o seu acumulo diminui a vida celular (Rios 2004), ou seja, ha
morte celular durante o envelhecimento da GL.

Outro processo que ocorre durante o envelhecimento € o acumulo de
radicais livres (Holbrook 2000), aumentando o processo de estresse oxidativo
nas células. Podemos comprovar que no envelhecimento realmente ocorreu o

acumulo de alguns marcadores de estresse oxidativo nas células, tais como o
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MDA e peroxidase, porém o primeiro nao teve relevancia estatistica. Por outro
lado, houve diminuicao significativa dos niveis de vitamina E, um agente anti-
oxidativo, podendo significar que seu consumo ainda esta sendo utilizado para
obter um equilibrio intracelular.

Neste estudo, pudemos comprovar que em ratos o envelhecimento
realmente esta relacionado com a diminuicdo da expressdo de RNAm de
proteinas da familia Rab e SNARE. Sendo essas proteinas parte integrante de
um complexo sistema de transporte vesicular (Bonifacino and Glick 2004),
podemos entdo inferir que no processo de envelhecimento ha uma deficiéncia

funcional e qualitativa na secrecao de lagrimas e de seus constituintes.
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6. CONCLUSOES

a. Na comparacao funcional da secrecao lacrimal entre modelos animais
jovens e idosos pudemos comprovar que no grupo de ratos velhos houve
aumento do peso do animal (p=0,043) e do peso da GL (p=0,0079), porém
quando ajustados para proporcao (peso da glandula/peso do animal) nao
houve diferenca estatistica (p=0,2222). O teste de Schirmer nao evidenciou
diferenca significante no volume de secregao (p=0,5145). Em relacdo a analise
da estrutura da superficie ocular, a citologia de impressao demonstrou
aumento das células degradadas no grupo dos velhos, ndo significante
estatisticamente (p=0,0320).

b. Em relacdo aos marcadores de estresse oxidativo, houve aumento de
MDA (p=0,0571), diminuicdo de vitamina E (p=0,0159), aumento da expressao
de proteinas (p=0,0002) e da peroxidase (p=0,0379), porém a acetilcolina nao
foi significativa (p=0,0519).

c. A microscopia eletrbnica demonstrou que ha& um aumento de
vesiculas secretorias alteradas no envelhecimento.

d. A expressdao do RNAm das familias Rab 27b e Rab 3b foi confirmada
na GL e estdo diminuidas com o envelhecimento (p<0,05), mas nao ha

diferenca na expressao génica da Vamp.
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SUMMARY

Aging is responsible for functional and structural alterations in the
lacrimal gland (LG), including the accumulation of free radicals, leading to
damage to proteins, lipids and DNA.

The objective of the present study was to evaluate the effect of aging on
the structure and the secretory mechanisms of the LG.

Male Wistar rats aged 24 and 2 months were used. Tears secretion and
impression cytology of the cornea were compared. The LG were removed and
submitted to structural and morphologic comparison, and analysis of the
expression of peroxidase, acetylcholine, vitamin E and MDA. RT PCR was used
for the analysis of mMRNA expression.

Impression cytology demonstrated increased metaplasia in the cornea of
the aging group (p=0.0320). The Schirmer test was similar in both groups (8.8 +
1.0 mm for the control and 7.3 + 1.4 mm for the aging group, p=0.5145). The
LG of the aging group showed increased MDA (11.0 + 0.89 mmol/g and 24.6 +
1.65 mmol/g, p=0.0571) and peroxidase (1.15 £ 0.52 and 1.05 + 0.09 mU/mg of
LG weight, p=0.34) and reduced vitamin E (4.98 £ 0.50 yM and 1.79 £ 0.18 uM,
p=0.0159). The expression of Rab 27b and Rab 3b mRNA was confirmed and
decreased with aging (p< 0.05).

These findings indicate that secretory and antioxidant mechanisms may

be impaired with aging and agree with LG and tear film dysfunction.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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