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EXPRESSAO GENICA DE CITOCINAS E HISTOPATOLOGIA DA CONJUNTIVA
BULBAR DE CAES ACOMETIDOS POR CERATOCONJUNTIVITE SECA E
PORTADORES DE CINOMOSE.

RESUMO - Neste estudo avaliaram-se as repercussfes da ceratoconjuntivite
seca (CCS) sobre a conjuntiva bulbar de animais da espécie canina, acometidos por
cinomose, como doenca de base. Determinacdo da expressado génica das citocinas IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-? e histopatologia, relativas a conjuntiva bulbar,
foram estudadas em dois grupos. O grupo cinomose (GPC) foi composto por cdes com
CCS e cinomose e o grupo controle (GSC) foi constituido por cdes sem sinais oculares
de CCS. As implicag@es histopatoldgicas da conjuntiva foram igualmente avaliadas. O
grupo GPC mostrou diminui¢cdo dos valores do teste lacrimal de Schirmer e predominio
de hiperemia, secrecdo ocular e positividade para os testes de rosa Bengala e
fluoresceina, quando comparado ao grupo controle. Houve predominancia de
inflamacé&o de curso cronico na conjuntiva bulbar dos cades do GPC e na comparacao
entre os grupos. A densidade de células caliciformes no grupo GPC foi menor do que
no grupo controle. Acantélise foi evidenciada em 60% dos cdes com CCS e
gueratinizacdo em 25% deles. A presenca de acantélise, queratinizacdo e corpusculos
de incluséo foi estatisticamente predominante no grupo GPC. A severidade dos sinais
oftalmicos ndo se correlacionou aos achados histopatologicos. No GSC, a expressao
relativa do gene IL-6 mostrou-se significativamente superior quando comparada a
expressao dos outros genes estudados. No grupo GPC, a expressao relativa dos genes
IL-2, IFN-? e IL-4 foi estatisticamente menor quando comparada a das médias dos
genes IL-6, IL-10, TNF-a e IL-1[3. Quando os grupos foram comparados entre si, a
expressao dos genes IL-113, TNF-a e IL-10 foi estatisticamente maior no grupo GPC. No
grupo GSC, identificou-se correlagdo negativa entre inflamacdo aguda e IL-6 e, no
grupo GPC, correlacdo positiva entre inflamacédo crénica e TNF-a. Inflamacao crénica,
reducdo da densidade de células caliciformes, queratinizacdo e corpusculos de inclusao
puderam ser evidenciados, a histopatologia conjuntival de cdes com CCS e cinomose.

Fator de necrose tumoral alfa e as interleucinas 1 e 10 exerceram participacao critica na



patogénese da ceratoconjuntivite seca de cdes com cinomose. A severidade das lesdes
encontradas ao exame clinico oftdlmico da superficie ocular correlacionouse com a

expressao elevada do TNF-a e da IL -103.

Palavras-chave: ceratoconjuntivite seca, cinomose, citocinas, caes.



CYTOKINES GENE EXPRESSION AND HISTOPATHOLOGY OF BULBAR
CONJUNCTIVA FROM DOGS WITH KERATOCONJUNCTIVITIS SICCA CARRYING
DISTEMPER.

SUMMARY - This study aimed to investigate changes associated to
keratoconjunctivitis sicca (KCS) on the bulbar conjunctiva of dogs with distemper. Gene
expression of the cytokines IL-1@3, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-? in the
conjunctiva samples and histopathology was studied in two main groups. The distemper
group (DG) was composed by dogs with KCS and distemper, and control group (CG)
composed by dogs without ocular signs of KCS. Dogs from the DG showed lower values
of Schirmer tear test and greater incidence of hyperemia, ocular secretion and on the
rose Bengal and fluorescein tests compared to CG dogs. A chronic inflammatory profile
on the conjunctiva of dogs from DG was significantly more prevalent compared to other
inflammation levels and to CG group. In DG group, number of goblet cells was lower
than CG dogs. Acantholisis and keratinization were observed in 60% and 25% of dogs
with distemper, respectively. Acantholisis, keratinization and inclusion bodies were
statistically predominant at DG group. The severity of the ophthalmologic findings did not
correlate with the histopathological findings. Overall, gene expression of IL-6 was the
highest of all cytokines measured in the CG group. In the DG group, IL-2, FN-? and IL-4
expression was lower than IL-6, IL-10, TNF-a e IL-1. Dogs from DG group showed
significantly higher expression of IL-13, TNF-a and IL-10 compared to CG. In the CG
group, a negative correlation between acute inflammation and IL-6 and, in the DG group,
a positive correlation between chronic inflammation and TNF-a expression were
identified. Chronic inflammation, goblet cells decrease, keratinization and inclusion
bodies can be identified at conjunctival histopathology from dogs with KCS and
distemper. Necrosis tumor factor alpha, and interleukins 1 and 10 act critically in the
KCS pathophysiology of dogs with distemper. The lesions severity found at ocular

surface clinical exams correlates with the increased expression of TNF-a and IL-103.

Keywords: keratoconjunctivitis sicca, distemper, cytokines, dogs.



1 INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS) é uma oftalmopatia cronica e potencialmente
prejudicial a visdo. Ela é caracterizada pelo déficit na producdo e aumento na
evaporacao do filme lacrimal. Hiperemia conjuntival, prurido ocular, quemose, sensacao
da presenca de corpo estranho, blefarospasmo, fotofobia, ceratite com pigmentacao e
neovasculariza¢éo corneanas, conjuntivite e visdo turva sao sinais clinicos associados a
condicao.

A cinomose, doenca viral causada por um morbilivirus constituido por uma fita
simples de RNA envolvida por um envelope lipoprotéico, que se incorpora a membrana
celular e causa citdlise imune-mediada das células infectadas, ttm sido incriminada na
génese da CCS transitéria ou permanente em cédes. Da infeccdo, decorrem inflamacéo
das glandulas lacrimais e diminuicdo da sua secre¢ao. As consequéncias da xeroftalmia
podem ser danosas para a superficie ocular, que passa a manifestar alteragcdes como
degeneracdo do epitélio conjuntival e metaplasia escamosa, com perda de células
caliciformes.

A inflamagédo estd4 envolvida na patogénese da ceratoconjuntivite seca. As
alteracdes da superficie ocular podem ser o resultado de inflamacao imune-mediada,
gue afeta tanto as glandulas lacrimais quanto a superficie ocular. Alguns autores
admitem que a inflamacao da superficie ocular é secundéria a lesé@o cronica das células
epiteliais, causada pela deficiéncia lacrimal, pela abrasdo da conjuntiva ensejada pelas
palpebras e, possivelmente, pela auséncia de componentes, como o fator de
crescimento epidermal. Nao obstante, outros sugerem que a inflamacao presente ra
CCS desempenha papel primario na patogénese desta enfermidade.

A andlise histopatologica da glandula lacrimal e da conjuntiva de seres humanos
mostra a presenca de infiltrados linfocitarios, com predominancia de células T.
Linfocitos T CD4" apresentam-se mais intensamente em estados inflamatérios, ao que
se atribui a imunidade celular, como base da inflamacao da superficie ocular na CCS.

Decorrem disfuncéo e eventual destruicdo da glandula lacrimal e do epitélio conjuntival,



por citocinas pré-inflamatérias. As células T CD4" diferenciam-se em células
denominadas Thl e Th2, com mecanismos de acédo distintos, uma vez que produzem
citocinas diferentes. As células Thl secretam, predominantemente, interleucina (IL)-2,
interferon (IFN) gama e fator de necrose tumoral (TNF) alfa, sendo as responséaveis
pela resposta imune mediada por células. As células Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-10,
auxiliando células B na producao de anticorpos, na resposta humoral. Desta forma, o
tipo celular predominante, Thl ou Th2, pode afetar sobremaneira o resultado da
resposta imune.

Identifica-se a expressdo aumentada de inimeros mediadores da inflamacéo na
superficie de olhos com CCS. Concentra¢cdes maiores de citocinas proé-inflamatorias
foram relatadas no epitélio conjuntival e no filme lacrimal.

Em cées, infelizmente inexistem estudos relativos a estas condi¢des, o que faz
com que eventos fisiopatoldégicos, bem como mecanismos pelos quais a superficie
ocular é lesada na CCS sejam ainda desconhecidos. Conhecer mais sobre o papel das
citocinas inflamatdrias, na quebra da homeostase da superficie ocular conseqliente ao
déficit lacrimal, permitiria esclarecer questdes didscuras, quanto a patogénese desta
enfermidade. A determinagdo do real envolvimento de citocinas poderia, ainda,
contribuir para que medidas profilaticas lograssem melhores resultados, relativamente
ao manejo da CCS, que € uma enfermidade morbida para a viséo.

Objetivaram-se, portanto, a determinacdo da expressao génica das citocinas IL-
1R, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-?, na conjuntiva bulbar de cdes com CCS
decorrente de cinomose, a avaliagcdo das implicacdes histopatolégicas e sua correlagcéo
com os achados clinicos oftdlmicos e com o perfil de citocinas encontrado. A
possibilidade de desenvolvimento de novas alternativas para o manejo terapéutico da

CCS foi igualmente considerada.



2 REVISAO DA LITERATURA

A ceratoconjuntivite seca (CCS) é uma doenca ocular comum, cronica
progressiva e morbida para a visdo (KASWAN et al., 1984; MOORE, 1998; SALISBURY
et al.,, 1995). Trata-se de uma condicdo onde a inadequada secrecao ou evaporagao
excessiva do filme lacrimal causa danos as superficies corneana e conjuntival,
desencadeando sintomas de desconforto ocular (BARRERA et al.,, 1992; BEGLEY et
al., 2003; KUNERT et al., 2002; MORGAN & ABRAMS, 1991; PFLUGFELDER et al.,
2000; SANSOM & BARNETT, 1985).

Em seres humanos, a CCS afeta cerca de 10% da populacéo entre 30 e 60 anos.
Em cées, a enfermidade € com frequéncia observada, notadamente em algumas racas,
como Cocker Spaniel, Pug, Buldogue Inglés, Yorkshire Terrier, Pequinés e Schnauzer
miniatura (MOORE, 1998).

Para o seu diagnéstico, o reconhecimento dos sinais clinicos concomitantemente
ao teste lacrimal de Schirmer (STT1) devem ser considerados (KASWAN et al., 1984;
SANSOM et al., 1995). Segundo MCLAUGHLIN et al. (1988), valores normais de STT1,
em caes, encontram-se entre 21 £ 4,2 mm/min.

Pacientes com déficit bcrimal apresentam hiperemia conjuntival, prurido ocular,
guemose, sensacao da presenca de corpo estranho, blefarospasmo, fotofobia, ceratite
com pigmentacao e neovascularizagédo corneanas, conjuntivite e viséo turva (AGUIRRE
et al., 1975; DURSUN et al.,, 2002; KASWAN et al., 1984; KASWAN et al., 1985;
KUNERT et al.,, 2002; LUBNIEWSKI & NELSON, 1990; SALISBURY et al., 1995;
SANSOM et al., 1995; TSENG, 1994).

O mecanismo pelo qual o déficit lacrimal leva a alteragbes na superficie ocular
pode ser secundario ao aumento da osmolaridade lacrimal, & dessecacao e a pobre
lubrificacdo da superficie epitelial (BARABINO et al., 2004; MARSH & PFLUGFELDER,
1999; RAPHAEL et al., 1988). Doenca corneana progressiva, com malacia estromal,
além de descemetocele com resultante estafiloma, podem ser evidenciadas em casos
de CCS (HOVDING, 1992; MOORE, 1998). GELLAT (1991) e KASWAN et al. (1989)



informaram sobre a ocorréncia de conjuntivite bacteriana secundéria, pigmentacéo,
vascularizacao, queratinizacao e cicatrizes corneanas densas.

Inimeros estudos sugerem que, a despeito da etiologia, a CCS € uma doenca
inflamatoria imune-mediada da glandula lacrimal, que também acomete as glandulas
lacrimais acessorias e tarsais, a cOrnea, a conjuntiva e as interconexdes neuronais
(GAO et al., 2004; PFLUGFELDER et al., 2000; STERN et al., 1998). Nesta
enfermidade, a infiltracdo linfocitica progressiva, constituida, predominantemente, de
linfocitos T CD4", é caracteristica na histopatologia da superficie ocular. Este evento
pode ser identificado na presenca de desordens sistémicas auto-imunes, como a
sindrome de Sjogren, ou na inflamacdo ocular imune-mediada local, observada em
olhos secos sem complicagcbes sistémicas (BAUDOUIN et al.,, 2002; JONES et al.,
1994; PISELLA et al., 2000; STERN et al., 2002; TSUBOTA et al., 1999).

TSUBOTA et al. (1999) relataram a presenca de mondcitos e neutrofilos
infiltrados no epitélio conjuntival, em seres humanos acometidos pela CCS. Em cées,
nesta enfermidade, a glandula lacrimal da terceira palpebra pode apresentar perda do
parénquima secretor decorrente do infiltrado linfocitico abundante (CABRAL et al.,
2005).

A histologia, o epitélio conjuntival normal é escamoso estratificado n&o
queratinizado e a lamina propria, firmemente aderida a placa tarsal, € dividida em
camada superficial, composta por foliculos linféides, e camada profunda, formada por
tecido fibroso, vasos sangiiineos e nervos (HENDRIX, 1998; JEGOU & LIOTET, 1991).
Histiocitos e melandcitos também sédo encontrados na lamina prépria (BOLZAN et al.,
2005).

A quebra da homeostase da superficie ocular e a inflamacéo crénica decorrente
da CCS (DANJO et al., 1994; KUNERT et al., 2002) podem ensejar metaplasia
escamosa, condicao patoldgica atribuida ao epitélio conjuntival, a qual € acompanhada
por aumento da estratificacdo epitelial, ingurgitamento das células epiteliais superficiais
e perda de células caliciformes KUNERT et al.,, 2002; MARSH & PFLUGFELDER,
1999; MOORE & COLLIER, 1990; PFLUGFELDER et al., 1990; PFLUGFELDER et al.,
1997; RALPH, 1975; RAPHAEL et al., 1988; RIVAS et al., 1992). Segundo PEIFFER et



al. (1998), em resposta a irritacdo crbnica, a conjuntiva, ndo queratinizada, sofre
metaplasia escamosa, passando a ser identificada como um epitélio escamoso
estratificado queratinizado.

Células caliciformes estdo presentes na camada epitelial da conjuntiva
(HENDRIX, 1998; JEGOU & LIOTET, 1991), distribuidas de forma heterogénea
(MOORE et al., 1987). A maior densidade de células caliciformes pode ser encontrada
na conjuntiva bulbar, a alguns milimetros do limbo e n&o imediatamente a ele
(PFLUGFELDER et al., 1997). Sdo células produtoras de mucina, que se constitui na
camada mais profunda do filme lacrimal pré-ocular (GREINER et al., 1985; HENDRIX,
1998; KESSING, 1968; RALPH, 1975). Alguns autores encontraram evidéncias que
sugerem que a mucina também seja derivada de outras células epiteliais, que nao
apenas as caliciformes (DILLY, 1985; GREINER et al., 1985; PFLUGFELDER et al.,
1997). A habilidade do epitélio conjuntival em produzir muco € vital para a manutencao
do filme lacrimal (GREINER et al., 1985). Assim, a integridade da camada mucosa do
filme lacrimal pré-corneano é essencial para a manutencéo da qualidade da visédo e do
conforto ocular. As alteracBes da superficie ocular na CCS estado, portanto, também
associadas a producao anormal de mucina pelo epitélio conjuntival (PFLUGFELDER et
al., 2000; RIVAS et al., 1992).

Desordens imune-mediadas (KASWAN et al.,, 1983; KASWAN et al., 1985;
KASWAN et al., 1989; KASWAN & SALISBURY, 1990; MORGAN & ABRAMS, 1991;
QUIMBY et al.,, 1979), virais (KASWAN et al., 1985; MATIN & KASWAN, 1985) e
associadas a toxicidade induzida por farmacos (KASWAN et al., 1985; SALISBURY et
al., 1995) sdo causas relatadas de ceratoconjuntivite seca bilateral. A condi¢cdo imune-
mediada é, freqientemente, observada em seres humanos e em certas ragas de cées
(KASWAN et al., 1983), onde a enfermidade cursa a similitude da sindrome de Sjogren,
gue acomete os seres humanos (HICKS et al., 1998).

Em seres humanos, a CCS pode, ainda, estar associada a disturbios do sistema
imune decorrentes de infec¢des pelo virus da imunodeficiéncia humana HIV) e virus

humano da leucemia de células T (HTLV1) e, em cées, pelo virus da cinomose



(AGUIRRE et al., 1975; GREEN et al., 1989; KASWAN et al., 1983; KASWAN et 4.,
1985; TISHLER et al., 1998).

A cinomose é causada por um morbilivirus da familia Paramyxoviridae. Trata-se
de um agente viral constituido por uma fita simples de RNA envolvida por um envelope
lipoprotéico que se incorpora a membrana celular. Células infectadas pelo virus sao
susceptiveis a citolise imune-mediada (GREENE & APPEL, 1998); sao exemplos, as
células dos tecidos nervoso e epitelial (MOORE & NASISSE, 1998).

Programas de vacinacdo tém diminuido a incidéncia da enfermidade, por
produzirem imunidade parcial, no entanto, condicdes -caracterizadas por sinais
neurogénicos, respiratérios e digestivos tém sido ainda observadas (MARTIN, 1998).

A rota primaria de infeccéo do virus da cinomose inicia-se pelo trato respiratorio,
a partir do qual ele se dissemina ao tecido linféide e dele para todo o organismo,
permanecendo no tecido epitelial de animais debilitados (MOORE & NASISSE, 1998). A
falha na pronta resposta imune implicard em rapida disseminacao viral, também para o
sistema nervoso central, resultando em encefalomielite aguda, sinais multissistémicos
(2 a 3 semanas poés-exposicao) e elevada taxa de mortalidade (SCHERDING, 1998).

De acordo com alguns autores, o virus da cinomose pode estar relacionado a
inumeras doencas que envolvem distlrbios imune-mediados, em seres humanos, como
a esclerose multipla (KROGH et al., 1991; SUMMERS et al., 1983) e a doenca de Paget
(MEE & SHARPE, 1993; MEE et al., 1995). Cades com artrite reumatoide apresentam
niveis elevados de anticorpos contra o virus da cinomose, no soro sangiineo e no
liquido sinovial (GREENE & APPEL, 1998).

Os tecidos oculares mais afetados pelo virus da cinomose sdo o epitélio
conjuntival, a glandula lacrimal, a retina e o nervo e tratos Opticos. Sinais de
conjuntivite, retinocoroidite ndo granulomatosa e neurite Optica podem ser identificados
(CARLTON & WILLIAM, 1982; HENDRIX, 1998; MARTIN & STILES, 1998; MOORE &
NASISSE, 1998; RAPP& KOLBL, 1995; RENDER et al., 1982). Corpusculos de inclusdo
do morbilivirus ja foram identificados na retina, no corpo ciliar e no epitélio conjuntival
(CARLTON & WILLIAM, 1982; FAIRCHILD et al., 1967; KASWAN et al., 1985; MARTIN
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& STILES, 1998; MOORE & NASISSE, 1998; RAPP & KOLBL, 1995; RENDER et al.,
1982).

A cinomose tem sido incriminada na génese da CCS transitria ou permanente,
em cdes (KASWAN et al., 1985), por induzir a inflamagéo das glandulas lacrimais e
consequente diminuicdo de sua secrecao (KASWAN et al., 1985; MARTIN & KASWAN,
1985). Segundo KASWAN et al. (1984), a histologia, a glandula lacrimal da terceira
palpebra de cdes com cinomose mostra-se com infiltrado linfoplasmocitico ocasional e
neutrofilico, no tecido conectivo inter e intralobulbar, possivelmente decorrente de
infeccéo bacteriana secundaria. Além disso, a citologia conjuntival, inicialmente, células
mononucleares podem ser visibilizadas e, posteriormente, encontra-se aumento do

namero de neutroéfilos e plasmaocitos e de debris celulares (LAVACH et al., 1977).

2.1 Virus eimunidade

Os virus sdo microorganismos intracelulares obrigatérios que se replicam no
interior de células. A replicacdo viral estimula a producdo de IFN pelas células
infectadas. O IFN atua inibindo a replicacdo viral em células infectadas e livres de
infeccdo. Células NK (natural killer) também atuam na infecgéo viral, destruindo células
infectadas pelo virus e produzindo IFN, o que constitui em um importante mecanismo
de imunidade, no inicio do curso da infeccdo, previamente ao desenvolvimento da
resposta imune adaptativa (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

Na imunidade adaptativa contra infecgdes virais, anticorpos bloqueiam a ligagcéo
e a entrada do virus nas células do hospedeiro. Além da atuacdo dos anticorpos,
células T citotoxicas eliminam o agente viral destruindo as células infectadas. A maioria
das células T citotoxicas virus-especificas sdo do tipo T CD8", que reconhecem
antigenos virais em associacdo a moléculas MHC (complexo principal de
histocompatibilidade) da classe I. A diferenciacdo das células T CD8" requer citocinas
produzidas pelas células T CD4" (ABBAS & LICHTMAN, 2005; CLOUGH & ROTH,
1997).

KRAKOWKA et al. (1987) relataram que, na infeccao viral, as respostas imune

celular e humoral podem ser determinadas pelo efeito supressor do proprio virus.
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Estudos avaliando o sangue total de 14 cades com cinomose, empregando RT-
PCR, mostraram expressdo elevada de IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e TGF (fator de
crescimento transformante). De acordo com os autores, as citocinas poderiam induzir a
expressdo de moléculas de adesédo intercelular (ICAM-1) nas células endoteliais,
aumentando a permeabilidade da barreira sangue-cérebro para células inflamatorias, o
gue contribuiria para a progressdo das lesbes no sistema nervoso central. A IL-6
poderia exercer um papel importante na inducéo das lesGes nervosas e a expressao de
TGF poderia ser um pré-requisito para o desenvolvimento das lesdes cronicas (GRONE
et al., 1998).

O virus da cinomose, quando utilizado em um modelo de infeccdo em
camundongos para o estudo das lesdes do sistema nervoso central, induziu aumento
da expresséao de citocinas produzidas por células T CD4"* Thl, como TNF-a, IFN-? e IL-
6, e reducdo da expressdo de citocinas produzidas pelas Th2, como IL-4 e IL-10
(KHUTH et al.,, 2001). BENCSIK et al. (1996) demonstraram, em camundongos
experimentalmente infectados inrtacranialmente pelo virus da cinomose, que o TNF-a, a
IL-1% e a IL-6 possuem funcdes pleiotropicas no sistema nervoso central, e que a
producdo de citocinas pelas regides afetadas € temporalmente e regionalmente
especifica.

Segundo GRONE et al. (1998), a expressdo de citocinas esta relacionada ao
indice viral. Animais que apresentam imunossupressao pelo virus da cinomose,
especialmente em fases precoces da infec¢do, possuem uma reducao da expressao de
citocinas no sangue periférico. Alternativamente, de acordo com GRABER et al. (1995)
e ZURBRIGGEN et al. (1986), a diminuicdo ou auséncia da expressao de citocinas em
cdes com indice viral elevado poderia decorrer de um efeito adverso do virus sobre a
transcricdo génica das citocinas na circulacao.

A imunossupressao nas infecgdes virais decorre, diretamente, da infeccao celular
pelo virus ou, indiretamente, da alteracdo na producdo de citocinas e da sintese e
liberacdo de prostaglandinas. A imunossupressdo pode ser identificada como
consequéncia da infec¢éo pelo morbilivirus, o qual modifica a sintese de aminoéacidos e

de proteinas em prol da replicacéo viral (KRAKOWKA et al., 1987).
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2.2 Ceratoconjuntivite seca e inflamacgéo

O olho apresenta caracteristicas imunologicas Unicas, em virtude de sua origem
embriolégica e da presenca de fatores fisiolégicos que modulam a resposta imune.
Tecidos intra-oculares expostos a antigenos apresentam uma resposta imunoldgica
atipica, uma vez que a auséncia de vasos linfaticos, a presenca de fatores protetores,
como a barreira hemato-aquosa e imunomoduladores no humor aguoso, e do fenémeno
conhecido como desvio imunoldgico da camara anterior (ACAID), interagem e fazem do
olho um sitio imunologicamente privilegiado (YAMAMOTO et al., 2006).

Na resposta imune intra-ocular a antigenos, a inflamac&o, de caracteristica
imunogénica inata ou adaptativa, como a presente na resposta imune sistémica,
ameaca a integridade da configuracdo anatémica e molecular do eixo visual. O ACAID
possibilita ao olho receber protecdo imune, evitando danos ao eixo visual provocados
pelos efeitos imunes de uma possivel inflamacgéo no processo de eliminacdo antigénica
(STREILEIN et al., 2002).

A superficie ocular, especificamente a conjuntiva, reage a presenca antigénica de
forma similar a promovida pelas mucosas do trato respiratorio superior e do sistema
digestivo (KIYONO, 2001). A conjuntiva, com presenca de vasos sanglineos e
linfaticos, participa ativamente na defesa imune da superficie ocular contra agressées
exdgenas. O tecido conjuntival € abundante em células do sistema imune, além de
vasos sanglineos, 0 que o capacita a desenvolver respostas inflamatéria e imune
agressivas. Plasmocitos, linfécitos T, sendo em sua maioria CD8", e B, encontram-se
dispersos na conjuntiva e na glandula lacrimal, atuando como uma barreira de
superficie e constituindo o tecido linféide associado a conjuntiva (CALT) (YAMAMOTO
et al., 2006). Na auséncia de inflamag&o, poucas células T CD4" e B estdo presentes
entre as células epiteliais conjuntivais. Células dendriticas CD1, macrofagos e
mastocitos também podem ser identificados na conjuntiva (ENGLISH, 1998; WHITCUP,
2000).

Atualmente, admite-se que, na CCS, as alteracdes da superficie ocular sejam o

resultado de inflamacéo imune-mediada, que afeta tanto as glandulas lacrimais quanto
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a superficie ocular, e cujos mecanismos nao estdo, ainda, completamente esclarecidos
(DURSUN et al., 2002; MARSH & PFLUGFELDER, 1999; YEH et al., 2003).

Alguns autores sugerem que a inflamacdo crénica da superficie ocular seja
secundaria a lesdo das células epiteliais, causada pela deficiéncia lacrimal, pela
abrasdo conjuntival ensejada pelas péalpebras e, possivelmente, pela auséncia de
componentes como o fator de crescimento epidermal, na superficie ocular (BRIGNOLE
et al., 2000; JONES et al., 1994). Outros admitem que a inflamacé&o conjuntival presente
na CCS desempenha papel primario na patogénese da enfermidade, uma vez que a
diminuicdo da abraséo na superficie ocular, com o emprego de lacrimomiméticos e de
antiinflamatoérios ndo esteroidais, ndo reduz a expressdo de marcadores inflamatorios
na conjuntiva (AVUNDUK et al., 2003), mas apenas ameniza 0s sinais clinicos.

Na CCS, bidpsias incisionais da glandula lacrimal de seres humanos tém
demonstrado a presenca de infiltrados linfocitarios com predominancia de células T,
sendo a maioria CD4". Células T CD8", por sua vez, apresentam-se em menor nimero,
juntamente com os linfocitos B (JABS et al.,, 2001). STERN et al. (2002) relataram,
todavia, contingentes similares de células T CD4" e de CD8", em seres humanos
afetados. HINGORANI et al. (1999) afirmaram que a quantidade de CD4" na conjuntiva
normal de seres humanos é pequena, havendo um aumento em estados inflamatorios.
A presenca destas células contribui para a disfuncao e eventual destruicdo da glandula
lacrimal, devido a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias. A imunidade celular seria,
portanto, a causa de base para a inflamacédo da superficie ocular, na CCS (STERN et
al.,, 2002; TSUBOTA et al., 1999). Células T CD4" exercem papel significante, mas ndo
exclusivo, na patogénese da inflamacédo desta enfermidade (JABS et al., 2001). Elas
diferenciam-se em células denominadas Thl e Th2, com mecanismos de acao distintos,
uma vez que produzem citocinas diferentes (GHIASI et al., 1999; JABS et al., 2001).

Citocinas sdo polipeptideos sollveis produzidos em resposta a presenca de
microorganismos e de outros antigenos, que medeiam e regulam reac¢des inflamatorias
e imunes (ABBAS & LICHTMAN, 2005; GRONE et al., 1998). As células Th1 produzem,
basicamente, interleucina (IL)-2, interferon (IFN)-? e fator de necrose tumoral (TNF)-a,

sendo primariamente responsaveis pela resposta imune-mediada por células. As
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células Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-10 e auxiliam células B na produc¢do de anticorpos
na reposta humoral (GHIASI et al., 1999; JABS et al., 2001).

O tipo celular predominante, Thl ou Th2, pode afetar sobremaneira o resultado
da resposta imune. Aspectos criticos que determinam um estimulo imune incluem: a
natureza molecular do antigeno, o grau e o tipo de inflamacdo associados a
apresentacao inicial do antigeno, a presenca de uma reposta imune concomitante e o
perfil genético do hospedeiro (ENGLISH, 1998).

Expresséo aumentada de outros mediadores da inflamagao tem sido identificada
na superficie ocular de olhos com CCS. Aumento da concentracdo e atividade de
proteases, como a plasmina e a metaloproteinase de matriz (MMP)-9, e de peroxidases
lipidicas no filme lacrimal, assim como expressdo aumentada de marcadores de
ativacdo imune, como antigeno leucocitario humano (HLA-DR), receptor de membrana
CD-40 e molécula de adesao intercelular (ICAM)-1, pelo epitélio conjuntival, j& foram
notificados (BADOUIN et al., 1997; BRIGNOLE et al.,, 2000; DURSUN et al., 2002;
JONES et al., 1994; KUNERT et al., 2000). A importancia da inflamacgé&o, na patogénese
do olho seco, € comprovada quando evidéncias de melhora dos sinais clinicos e
sintomas sao observadas com o emprego de terapia antiinflamatéria (AVUNDUK et al.,
2003; MARSH & PFLUGFELDER, 1999; STERN et al., 2002).

Segundo AVUNDUK et al. (2003), o emprego toépico de corticosterbides reduz a
expressdao de HLA-DR e aumenta a densidade de células caliciformes no epitélio
conjuntival. Como o HLA-DR é estimulado por citocinas, entre elas o IFN-?, 0 TNF-a, a
IL-6 e a IL-1, sintetizaveis por linfocitos infiltrados na superficie ocular, os
corticosterdides reduziram a expressdo de HLA-DR, por induzirem a diminuicdo da
producgéo de tais citocinas (AVUNDUK et al., 2003; HINGORANI et al., 1999; MARSH &
PFLUGFELDER, 1999; TSUBOTA et al., 1999).

A terapia antiinflamatéria também se mostra benéfica na reducdo da ativacéo da
ICAM-1 (AVUNDUK et al.,, 2003). Dentre os componentes inflamatorios, existem
evidéncias de que marcadores inflamatérios e de ativacdo mune, como a ICAM-1,
exercem um papel central no processo inflamatério. Trata-se de uma molécula com

funcdo importante na interacdo célula-célula e na migragcdo de linfocitos, atraves do
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endotélio vascular, para o interior de tecidos, como o epitélio conjuntival e a substancia
propria (GAO et al., 2004; TSUBOTA et al., 1999). A ligacdo dos linfocitos ao endotélio
vascular é mediada por proteinas de adesdo, como as selectinas e as integrinas, e por
quimiocinas. As integrinas sdo expressas em leucécitos e se fixam a ligantes
estruturalmente relacionados com as imunoglobulinas, tais como as moléculas de
adeséo intercelular (CLOUGH & ROTH, 1998).

Correlacéao entre inflamacdo e apoptose, a qual afeta diretamente a renovacao
epitelial, tem sido admitida. Demonstracbes de aumento da expressdo de antigenos
relacionados a apoptose, CD40 e Fas, dois receptores de membrana, também
sustentam as evidéncias da participacdo da inflamacéo na patogénese do olho seco
(BRIGNOLE et al., 2000). A liberacdo cronica de mediadores inflamatérios na superficie
ocular suscita degeneracdo epitelial, uma vez que citocinas podem estimular a
apoptose.

O interferon ? aumenta a expressao de Fas e CD40, moléculas de superficie das
células T citotoxicas, nas células conjuntivais, estimulando a apoptose (De SAINT et al.,
1999). Quando ha inflamacéo, tem-se aumento da expressdo de CD40, que pode ser
observado em varias células e tecidos, inclusive no epitélio conjuntival, em casos de
CCS (BOURCIER, et al., 2000). Além da apoptose, o CD40 esta envolvido na
estimulacao linfocitaria e na inflamacao crénica (BOURCIER, et al., 2000; BRIGNOLE et
al., 2000).

BRIGNOLE et al. (2000) e STERN et al. (1998) sugeriram haver distlrbios na
regulacdo neuronal junto a superficie ocular e a glandula lacrimal de seres humanos
com xeroftalmia, decorrentes da secrecdo continuada de citocinas pro-inflamatorias, o
gue exacerbaria os danos a superficie ocular por diminuicdo do reflexo de
lacrimejamento. Citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-13, IL-6 e TNF-a, medeiam a
inibicdo da liberagdo de neurotransmissores, como 0 glutamato e a norepinefrina
(HURST et al., 1994). ZOUKHRI et al. (2002) relataram que a expressdo aumentada de
IL-113 pode prejudicar a fungéo secretora da glandula lacrimal, induzindo ao olho seco.

Em seres humanos, a expresséo de citocinas vem sendo estudada na glandula
lacrimal e na conjuntiva de pacientes com CCS (DURSUN et al., 2002; PFLUGFELDER
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et al., 1999), com elevacéo nas concentragcdes de TNF-a, IL-1a, IL-1f3, IL-6, IL-8 e IL-10
(KUNERT et al., 2002; PFLUGFELDER et al., 2002).

As principais fontes de sintese e funcdo das citocinas estdo apresentados a
seguir, de acordo com o descrito por CLOUGH & ROTH, (1997).

Auxiliares de células B

As citocinas no interior de cada circulo indicam as que sado produzidas por
células T CD4+ Thl, Th2 e macréfagos. Observa-se sobreposicado entre dois ou trés
tipos celulares para a sintese de uma citocina. As citocinas apresentadas em itélico e
sublinhadas em cada secdo sdo consideradas as principais mediadoras da resposta

pré-inflamatéria, antiinflamataéria e auxiliar de células B.

2.3 Citocinas mediadoras e reguladoras de processos imune e inflamatério
2.3.1 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
Citocina reguladora e mediadora da imunidade inata, o TNF-a € um mediador da

resposta inflamatéria aguda (ABBAS & LICHTMAN, 2005) e o principal no choque
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séptico (GRONE et al., 1998). Trata-se de uma citocina produzida, principalmente, por
macrofagos ativados e células T, em resposta a patdgenos e a outros estimulos
injuriantes (KEADLE et al., 2000; TRACEY, 2002). Os receptores de TNF-a sao
membros de uma grande familia de proteinas, muitas das quais envolvidas nas
respostas imune e inflamatoria (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

O TNF atua similarmente e de modo sinérgico a IL-1 (KEADLE et al., 2000). Sua
principal funcdo é estimular o recrutamento de neutrofilos e mondcitos para locais de
infeccdo, ativando estas células para a erradicacdo de microorganismos. Outrossim, faz
com que células endoteliais vasculares expressem ICAM-1, levando a adesdo de
leucécitos a superficie endotelial vascular. Estimula a secrecdo de quimiocinas, que
induzem a quimiotaxia e ao recrutamento de leucécitos, eicosandides e Oxido nitrico
(ABBAS & LICHTMAN, 2005; TRACEY, 2002). Atua nos fagécitos mononucleares para
estimular a secrecdo de IL-1 (TRACEY, 2002) e induz a apoptose de alguns tipos
celulares (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

No olho, o TNF-a e a IL-1 estdo associados a uveite e a resposta da superficie
ocular a diversas injurias (KEADLE et al., 2000). Na CCS, expresséo elevada de TNF-a
foi encontrada no epitélio conjuntival de pacientes com sindrome de Sjogren
(SOLOMON et al., 2001).

2.3.2 Interleucina 1 (IL-1)

A IL-1 age em conjunto e de forma semelhante ao TNF na imunidade inata e é
um importante mediador da inflamacédo (ABBAS & LICHTMANN, 2005; SOLOMON et
al.,, 2001). Trata-se de potente citocina pro-inflamatéria produzida por mondcitos,
macroéfagos, neutrofilos, células epiteliais e endoteliais, sendo sua génese induzida por
produtos bacterianos e outras citocinas (ABBAS & LICHTMAN, 2005; KEADLE et al.,
2000). Ela induz a expressdo de uma variedade de proteinas inflamatérias e outras
citocinas, tais como: IL-6, IL-8 e TNF-a (GRONE et al., 1998; SOLOMON et al., 2001).

Duas formas de IL-1 podem ser encontradas: IL-la e IL-1B3. Ambas pro-
inflamatdrias e multifuncionais que, em geral, produzem efeitos similares (SOLOMON et

al., 2001). O maior contingente de IL-1 encontrado na circulagéo € de IL-18 (ABBAS &



18

LICHTMANN, 2005). Dentre suas func¢des estdo a mediagéo da resposta inflamatéria de
fase aguda, a quimiotaxia, a ativacdo de células inflamatorias e apresentadoras de
antigeno, a acdo sobre células endoteliais, aumentando a expressédo de ICAM-1, o
auxilio na ativacdo de linfocitos e a estimulacdo da neovascularizacdao (ABBAS &
LICHTMAN, 2005; KEADLE et al., 2000; RUDNER et al., 2000).

Essa interleucina tem sido implicada na patogénese do choque séptico, na artrite
reumatoide e na periodontite (SOLOMON et al., 2001). No olho, a expressdo de IL-1a
tem sido correlacionada a opacidade corneana apés infeccdo por herpes virus
(KEADLE et al., 2000), a rosacea da superficie corneana e conjuntival, a ceratopatia
bolhosa, ao ceratocone e a ulceracdo corneana. A IL-1a e a IL-1R ja foram encontradas
no filme lacrimal de seres humanos com CCS (SOLOMON et al., 2001).

Na CCS, a expressdao aumentada de IL-13 no filme lacrimal e sua correlagao
com a severidade das lesGes na superficie ocular, faz dela uma interleucina importante
na patogénese da condicdo (SOLOMON et al, 2001). Na infeccdo ocular por
Pseudomonas aeruginosa, a IL-1 tem sido implicada na perfuracdo e destruicdo
corneais (RUDNER et al., 2000; XUE et al., 2003; XUE et al., 2003a).

2.3.3 Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 é sintetizada por fagocitos mononucleares, células do endotélio vascular,
fibroblastos, células T ativadas, eosinofilos, mastdcitos e queratindcitos, em resposta a
microorganismos e citocinas como a IL-1 e o TNF. Ela atua nas imunidades inata e
adaptativa (ABBAS & LICHTMANN, 2005). Na imunidade inata, ela estimula a sintese
de proteinas de fase aguda e a proliferacdo de células T (GRONE et al., 1998). Na
imunidade adaptativa, a IL-6, juntamente com a IL-10, estimula a multiplicacdo de
linfécitos B, os quais se diferenciam em produtores de anticorpos (SANTOS-GOMES et
al., 2002). Ela inibe a imunidade mediada por células (CHAMIZO et al., 2001).

Evidéncias de que a IL-6 esta envolvida em processos infecciosos e inflamatorios
da cérnea tém sido reportadas. Sua producdo pode, ainda, influenciar inimeras
atividades imunogénicas no interior do bulbo ocular. Ela possui atividade reguladora,

inibindo a producédo de IL-1 e de TNF e, possivelmente, reduzindo os prejuizos que
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seriam induzidos a superficie ocular (COLE et al., 1999). Estudo quanto a expressao de
citocinas, em corneas de camundongos com ceratite estromal herpética, demonstrou a
participacéo de IL -6 e IL-1a na patogénese da condigcdo (STAATS & LAUSCH, 1993).

Na CCS, verificou-se reducdo da expressdo de IL-6 apOs tratamento com
ciclosporina, 0 que sugere tratar-se de condicdo que envolve processo inflamatorio
imune-mediado (TURNER et al., 2000). A expresséo de IL-6, juntamente com IL-13 e
IFN-?, apresentou-se elevada em estudo da glandula lacrimal (SAITO et al., 1993) e no
filme lacrimal (TISHLER et al., 1998) de pacientes portadores de CCS e sindrome de
Sjogren. A aplicacdo tépica de IL-6, em Ulceras corneais de coelhos, facilitou a
reparacao epitelial, possivelmente por aumentar a expressdo de integrinas (COLE et al.,
1999; COLE et al., 2001; COLE et al., 2002).

2.3.4 Interleucina 10 (IL-10)

Citocina reguladora e mediadora da imunidade inata, a IL-10 é um inibidor de
macrofagos e de células dendriticas ativados, controlando reacdes de imunidades inata
e mediada por células (ABBAS & LICHTMANN, 2005). Ela € um inibidor da resposta
imune, com funcdo imune reguladora na modulacdo da resposta inflamatoria
exacerbada e nas defesas contra microorganismos (COLE et al., 2003). A IL-10 é
produzida por macroéfagos e linfécitos T CD4" Th2 (FUJIWARA et al., 2003). Atua sobre
macrofagos inibindo-os, impedindo a secrecdo de IL-12 e a ativacdo de células T,
induzindo o sistema imune ao seu estado de repouso, a medida que a infecgéo
bacteriana é erradicada (ABBAS & LICHTMAN, 2005). Outras citocinas reportadas
como sendo reguladas pela IL-10 s&o IFN-?, TNF-a e IL-6 (COLE et al., 2003). Por sua
habilidade inibitéria, o potencial terapéutico da IL-10 tem sido considerado (CALDER et
al., 1999). Ela auxilia na resposta imune humoral e sintese de IgE (FUJIWARA et al.,
2003).

No olho, o papel da IL-10 ndo estd completamente compreendido. Na ceratite
herpética, a IL-10 reduz a severidade da inflamacdo (TUMPEY et al., 1998). Nas
uveites, a IL-10 deprime a inflamacao ocular exacerbada, de maneira dose-dependente

(RUDNER et al.,, 2000). Na infeccdo experimental da cornea de camundongos por
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Pseudomonas aeruginosa, a IL-10 exerceu papel importante na regulacdo de
mediadores inflamatoérios (COLE et al., 2003).

2.3.5 Interleucina 2 (IL-2)

A IL-2 é uma citocina reguladora e mediadora da imunidade adaptativa, a IL-2 é
molécula indispensavel para a ativacdo de macréfagos e imunidade mediada por
células (CHAMIZO et al.,, 2001). Atua como fator de crescimento para linfécitos
estimulados por antigeno e é responsavel pela expansao clonal das células T, ap6s o
reconhecimento antigénico. Ela é produzida por linfécitos T CD4" Thl e, em menor
quantidade, por células T CD8" (FUJIWARA et al., 2003). A ativacdo das células T por
antigenos e co-estimuladores incita a transcricdo do gene da IL-2 e a sintese desta
proteina. Ela promove a proliferacdo e a diferenciacdo de outras células do sistema
imune, tais como as NK e as células B. A IL-2 potencializa a morte por apoptose das
células T ativadas por antigeno (ABBAS & LICHTMANN, 2005).

Na ceratoconjuntivite atopica, a expressdo de IL-2 pode estar aumentada
(CALDER et al., 1999). Na ceratite estromal herpética, a IL-2, juntamente com o TNF-a
e o IFN-?, foram encontrados na cornea de ratos, caracterizando um perfil celular Thl.
As células Thl parecem estar envolvidas na imunopatogénese da lesédo tecidual
(NIEMIALTOWSKI & ROUSE, 1992).

2.3.6 Interleucina 4 (IL-4)

A IL-4 atua como a principal estimuladora para a producdo de anticorpos IgE e o
desenvolvimento de células Th2, a partir de linfocitos T CD4" (ABBAS & LICHTMANN,
2005), auxiliando na resposta humoral (FUJIWARA et al., 2003). Ela é uma dtocina
reguladora e mediadora da imunidade adaptativa e € produzida por mastdcitos,
basdfilos ativados, eosindfilos e linfocitos T CD4" da subpopulagdo Th2 @ABBAS &
LICHTMANN, 2005; CALDER et al., 1999). As citocinas envolvidas na resposta Th2
exercem papel fundamental no desencadeamento de doencgas alérgicas (FUJIWARA et
al., 2003). A IL-4 antagoniza os efeitos do IFN-? sobre os macrofagos, inibindo reacdes
mediadas por células (CHAMIZO et al., 2001).
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Nas desordens cronicas da conjuntiva, a IL-4 pode ser vista em maior
concentracdo (CALDER et al., 1999). Na ceratoconjuntivite vernal, a expressao de IL -4
encontra-se aumentada, sugerindo que o estado atopico da oftalmopatia seja regulado
por células Th2 (CALDER et al., 1999).

2.3.7 Interferon ? (IFN-?)
O IFN-? é a principal citocina pré-inflamatoria, secretada por lintocitos T CD4"
Thi, células NK e T CD8" ativadora de macréfagos. Ele regula e medeia da imunidade
adaptativa (GRONE et al., 1998).

Esta citocina exerce funcbes fundamentais na imunidade inata e na imunidade
adaptativa mediada por ceélulas (CHAMIZO et al.,, 2001; FUJIWARA et al.,, 2003;
SANTOS-GOMES et al.,, 2002). Ele possui consideravel atividade antiviral, estando
associado a respostas inflamatérias citoliticas (DEGEN et al., 2005). As células NK
secretam o IFN-? em resposta ao reconhecimento de antigenos (ABBAS &
LICHTMANN, 2005) ou em resposta a IL-12 (DEGEN et al., 2005). O FN-? estimula a
expressao de moléculas MHC de classe | e Il. Adjunto, promove a diferenciacdo de
células T CD4" para a subpopulacdo Thl e inibe a proliferacdo de Th2 (ABBAS &
LICHTMANN, 2005), podendo inibir a expresséo de IL -4 (CALDER et al., 1999).

Na ceratoconjuntivite atopica, a expressdo de IFN-? pelas células T CD4" pode
estar aumentada (CALDER et al., 1999). Em um estudo sobre a imunidade celular da
cornea de camundongos que receberam enxertos corneais e tiveram rejeicdo ao tecido
enxertado, o IFN-? e a IL-2 encontraram-se expressos em niveis elevados, estando
envolvidos na patogénese da rejeicdo aos enxertos e caracterizando perfil celular Thl
(SANO et al., 1998; VENTURA et al., 1997).



22

3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 cédes, machos ou fémeas, sem raca definida, da rotina
ambulatorial do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, da Universidade
Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal.

O experimento foi conduzido obedecendo-se a normas éticas propostas pela
ARVO (Association Research of Vision and Ophthalmology - National Institutes of
Health Publications No 85-23: Revised 1985), relativamente a utilizacdo de animais em
pesquisas oftalmicas, e aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV/UNESP, conforme protocolo
n°005811.

Vinte animais sem CCS e aparentemente higidos compuseram o grupo controle.
Os exames obedeceram a rotina semiotécnica habitual balizada no teste lacrimal de
Schirmer?, biomicroscopia com lampada en fenda?, provas da fuoresceina® e msa
Bengala®, tonometria de aplanac&o® e biomicroscopia binocular indireta®.

Estudaram-se outros vinte cdes com cinomose e CCS secundéria. A cinomose
foi diagnosticada de consoante com a caracterizacdo dos sinais clinicos, com a
presenca de pelo menos um dos sinais nervosos. Os animais pertencentes a este grupo
foram, também selecionados com base no histérico de auséncia vacinal. Sorologia para
determinacdo de anticorpos contra o virus da cinomose foi realizada empregando-se
conjunto de reagentes apropriado’.

Consideraram-se como portadores de CCS aqueles animais cujos valores do

teste lacrimal de Schirmer 1 eram inferiores a 8 mm/minuto (KASWAN et al., 1985) e

! Teste lacrimal de Schirmer — Ophthalmos, Sao Paulo, Brasil.
2 Lampada de fenda — Kowa Optimed Inc., Tosu, Japéo.
Fluoresceina — Ophthalmos, Sdo Paulo, Brasil.
* Teste Rosa Bengala — Ophthalmos, Sé&o Paulo, Brasil.
® Tonoémetro de aplanacao (Tono-pen) — Mentor Ophthalmics, Norwell, Massachussets., EUA.
6 Oftalmoscépio binocular indireto Omega 180 — Heine Optotechnik, Herrsching, Alemanha.
" Biogal, ImmunoComb, Orgenics do Brasil, S&o Paulo, Brasil.



23

gue apresentavam alteragcdes coOrneo-conjuntivais compativeis com a condi¢cdo. A
exemplo do grupo anterior, neste, admitiram-se as mesmas etapas semiotécnicas

oftalmicas.

3.1 Caracterizacdo clinica da CCS, relativamente a quantificacdo de eventos
clinicos

Parametros referentes a quemose, a blefarite, ao blefarospasmo, a hiperemia
conjuntival e a secrecdo ocular foram estudados de acordo com critérios quali-
guantitativos, onde nihil representou auséncia dos sinais, (+) manifestacéo discreta dos
mesmos, (++) sinais moderados e (+++) sinais intensos. Somente 0s animais que
receberam a classificacdo (++) e (+++) para a caracterizacdo dos parametros

estudados foram considerados positivos para os sinais.

3.2 Histopatologia da conjuntiva

Biopsias conjuntivais de um dos olhos de cada animal dos grupos cinomose e
controle foram realizadas para a histopatologia. Relativamente aos com
ceratoconjuntivite seca e cinomose, concebeu-se empregar o olho em piores condi¢cbes
clinicas. Para os cées do grupo controle, o olho esquerdo foi o escolhido para a
consecucao de biopsias conjuntivais.

A contencao dos animais e a exposicdo do bulbo do olho foram realizadas por
um auxiliar. Amostras conjuntivais, de tamanho padrao aproximado de 3 x 4 mm, foram
removidas do quadrante superonasal da conjuntiva bulbar a, aproximadamente, 5 mm
do limbo (KUNERT et al., 2002; PFLUGFELDER et al., 1997) (Figura 1A). Previamente
as manobras, a conjuntiva foi lavada com solucdo fisiolégica e recebeu colirio
anestésico®. Imediatamente & coleta, empregou-se pomada a base de neomicina® sobre
o ferimento ensejado pela bidpsia, duas vezes ao dia, por 5 dias. Cada fragmento foi

fixado em formol*® tamponado a 10% por até 72 horas e mantido em &lcool® a 70% até

8 Colirio anestésico, Cloridrato de tetracaina e fenilefrina, Allergan, Guarulhos, Brasil.
Epitezan pomada oftalmoldgica, Allergan, Guarulhos, Brasil.
19 Merck SA Industrias Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil.
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seu processamento. Posteriormente a fixacdo, realizaram-se desidratacdo e
diafanizacdo das amostras.

Apés a diafanizagdo, procedeu-se a inclusdo das amostras em parafina e
realizaram-se cortes em micrétomo, a uma espessura de cinco micrémetros (5 um). Ato
continuo, as amostras foram coradas pela hematoxilina-eosina (HE) e pelo &cido
periodico de Schiff (PAS), para o estudo a microscopia de luz (DURSUN et al., 2002).

A microscopia de luz, avaliou-se a presenca de infiltrados inflamatorios,
buscando-se caracterizar o grau de inflamacao, a densidade de células caliciformes, a
ocorréncia de corpusculos de inclusdo de Lentz e de sinais de degeneracdo e
gueratinizacao conjuntivais.

Para a histopatologia, os cortes foram processados no Laboratério de Patologia
do Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agréarias e

Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal.

Flgura 1 Imagem fotografica do procedlmento da b|0p5|a conjuntlval sendo reallzado nos quadrantes
superonasal (A) e superotemporal (B) da conjuntiva bulbar de cédo. Jaboticabal, Sdo Paulo, 2006.

3.3 Coleta da conjuntiva bulbar para extracdo do RNA

Outras amostras foram coletadas, adotando-se os mesmos critérios do item
anterior, no quadrante superotemporal ou superior da conjuntiva bulbar (KUNERT et al.,
2002; ROSENBAUM et al.,, 1995) (Figura 1B). Os tecidos coletados sofreram
congelamento rapido em nitrogénio liquido e foram estocados a —80°C até a sua
utilizacdo (GIULIETTI et al., 2001).
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3.4 Avaliacao da expressao génica

3.4.1 Extracdo do RNA e transcricao reversa (RT-PCR)

Protocolos relativos a extracdo do RNA e processamento da reacdo de RT-PCR
foram realizados no Laboratério de Imunologia do Departamento de Patologia
Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de
Jaboticabal.

Previamente a extracdo, as amostras foram pesadas e 0 peso padronizado para
0,05 grama. A extracdo do RNA total foi realizada utilizando-se reagente TRIZOL LS
para amostras de conjuntiva, de consoante com as instru¢des do fabricante.

As amostras de conjuntiva foram, individualmente, maceradas com 1000 pL de
reagente TRIZOL LS, utilizando-se um micropistilo. Acrescentaram-se 100 uL da
mistura de cloroférmio® e alcool isoamilico’®, na proporcdo de 24:1, em cada amostra
gue, posteriormente, foi agitada por 15 segundos e incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente (TA). A seguir, elas foram centrifugadas a 12.000 g por 15
minutos, a 4°C, e 500 pL do sobrenadante foram coletado e transferido para um
microtubo de 1,5 mL. Ato continuo, elas foram precipitadas em 500 pL de isopropanol*
e, apos incubacao por 10 minutos a TA, foram centrifugadas a 12.000 g por outros 15
minutos a 4°C. O isopropanol foi descartado, as amostras foram lavadas em 1000 pL de
etanol (75%) e secas a TA. Em seguida, os precipitados foram ressuspendidos em 15
UL de &gua tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC) (0,1%). A concentracdo e a pureza
(raz&o absorbancia A260/A280) do RNA obtido foram analisadas & biofotometria®?.

Apés a extracdo, 5 pL do RNA obtido destinaram-se a reacdo de transcriptase
reversa, realizada em duplicata (CALDER et al., 1999; ADAMOVICZ & GAUSE, 1995;
LUCIANO, 2003; XUE et al., 2003). Termociclador PTC-200 Peltier Thermal Cycler®® foi
empregado para 0s ensaios de transcricdo reversa. A mistura inicial da reacéo,
constituida por 5 uL de RNA extraido, dNTP (2’-deoxinucleosideo 5'-trifosfato) (0,5
mM), 0,5 pg de primer Oligo dT12-18'¢, 4gua-DEPC (0,1%), em quantidade suficiente

1 InvitrogenTM, GIBCO, ref. 10296010, Sdo Paulo, Brasil.
12 Bjofotometro, Eppendorf, Nova York, EUA.

® MJ Research, Hercules, Califérnia EUA.

" Invitrogen ™, GIBCO, ref. 15508013, Sdo Paulo, Brasil.
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para completar um volume final de 10 pL, foi incubada a 65°C por 5 minutos.
Acrescentou-se, a mistura, tampao 5x da enzima Transcriptase Reversa [Tris-HCI (250
mM, pH 8,3), KCI (375 mM), MgCI2 (15 mM)], DTT (10 mM), 40 U de inibidor de RNAse
recombinante RNAseout'®, para posterior incubac&o a 42°C por 2 minutos. A seguir, 50
U da enzima transcriptase reversa SuperScript TM Il Rnase H- (murine Moloney
leukemia virus)® foram adicionados para incubac&o a 42°C, por 50 minutos, e a 70°C,

por 15 minutos.

3.4.2 Reacado em cadeia da polimerase (PCR)

A amplificacdo dos genes GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), IL-2,
IL-13, TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-? e IL-4 foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) especifica, em termociclador PTC-200 Peltier Thermal Cycler 3. A seqiiéncia dos
oligonucleotideos iniciadores ou primers, utilizados para amplificacdo de cada gene, a
sequéncia dos genes no Genebank, o tamanho dos fragmentos gerados e as

referéncias nas quais os primers foram obtidos, estdo descritos da Tabela 1.

12 InvitrogenTM, GIBCO, ref. 10777019, Sao Paulo, Brasil.
'8 Invitrogen ™, GIBCO, ref. 18064014, Sdo Paulo, Brasil.
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Tabela 1. Primers, tamanho dos fragmentos gerados, seqiiéncia no GeneBank e referéncia dos primers
para amplificacdo dos genes de interesse. Jaboticabal, Sdo Paulo, 2006.

L . Fragmento Referéncia
1 l) 1
Citocinas Primers (5’ ? 3) (bp) (GeneBank)
GTGATGCTGGTGCTGAGTATG Chamizo et al., (2001)
GAPDH GTGATGGCATGGAC(GIT)GTGG 282 (AF054608)
IL-2 GCTGGATTTACAGTTGCTTTTG 319 Chamizo et al., (2001)
) AGGTAATCCATTTGTTCAG (D30710)
IL-1R CACAGTTCTCTGGTAGATGAGG 262 Hegemann et al., (2003)
) TGGCTTATGTCCTGTAACTTGC (Z70047)
TNE GCCCAGACAGTCAAATCATC 302 Chamizo et al., (2001)
-a CTTGATGGCAGAGAGTAGGTTG (X94932)
IL-6 GAACTCCCTCTCCACAAGC 325 Chamizo et al., (2001)
) TTCTTGTCAAGCAGGTCTCC (U12234)
IL-10 GAGCTCCGAGCTGCCTTC 374 Chamizo et al., (2001)
) GATGAAGATGTCAAACTCACTC (U33843)
IEN-? CATTCAAAGGAGCATGGATACC 202 Chamizo et al., (2001)
o CTTGATGGCAGAGAGTAGGTTG (S41201)
IL-4 CCTCCCAACTGATTCCAACTC 316 Chamizo et al., (2001)
) GATTTCCTTCATAGAACAGGTC (AF054833)

Nas reacOes de PCR, utilizaram-se 2,5 yuL de cDNA proveniente da reagdo de
transcricdo reversa, sendo acrescentados a tampao da reacao 10X [Tris- HCI (200 mM;
pH 8,4), KCI (500 mM)], 1,5 mM MgCI2, dNTP (0,2 mM)*’, 10 pmol de um dos primers
especificos para IL-103, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-?, previamente publicados
(HEGEMANN et al., 2003; ROTTMAN et al., 1996; TANI et al., 2002), e 1,0 U de Taq
DNA polimerase®®, completando-se com agua tratada com DEPC, para um volume final
de 25 pL. A RT-PCR do gene GAPDH foi realizada com cada amostra como um
controle interno. Todas as amostras que tiveram expressédo adequada de GAPDH foram
consideradas como tendo amplificagdo adequada do RNA. As condi¢cdes de

amplificacdo, anelamento e extenséo estéo descritas na Tabela 2.

17 \nvitrogen™, GIBCO, ref. 10297018, S&o Paulo, Brasil.
'8 Invitrogen™, INVITROGEN, ref. 11615010, S&o Paulo, Brasil.
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Tabela 2. Condi¢cdes de termociclagem utilizadas na PCR para amplificagdo dos genes de interesse.
Jaboticabal, S&o Paulo, 2006.

Etapa GAPDH IL-2 IL-1R TNFa IL-6 IL-10 IFN-? IL-4
- . . . . . . . 94°C/
Inicial 94°C/3min 94°C/3min 94°C/3min 94°C/3min 94°C/3min 94°C/3min 94°C/3min 3mi
min
Ciclos 45 45 30-35 45 45 50 50 50
- . 94°C/
Desnaturagdo 94°C/10seg 94°C/10seg 94°C/imin  94°C/10seg 94°C/10seg 94°C/10seg 94°C/10seg 10
seg
. 45°C/
Anelamento 62°C/10seg 54°C/10seg 50°C/lmin  60°C/10seg 60°C/10seg 60°C/10seg 64°C/10seg 10
seg
N 72°C/
Extenséo 72°Cl20seqg 72°C/l20seg 72°C/20seg 72°Cl20seg 72°C/l20seg 72°C/l20seg 72°C/20seg 0
seg
Extenséo 72°C/
) 72°C/7min 72°C/7Tmin ~ 72°C/10min  72°C/7min 72°C/7min 72°C/7min 72°C/7min .
Final 7min

3.4.3 Eletroforese e expresséo génica

A eletroforese foi realizada em gel de agarose'® a 1,0%, preparado com tamp&o
TBE 0,5x [Tris (0,045 M), &cido borico (0,045 M) e EDTA (0,001 M, pH 8,0)] e brometo
de etideo (0,5 pg/uL). Aliquotas de 5 pL dos produtos amplificados foram adicionadas a
2 UL de tampao de diluicdo da amostra [0,05% (p/v) de azul de bromofenol, 40%
sacarose (p/v), Tris-HCI (10 mM, pH 7,8), EDTA (1M, pH 8,0)]. Em cada corrida,
aplicou-se a escala de padréo de peso ou ladder com fragmentos de DNA de PHI-X174
RF DNA/HAE Il FRAGMENT (0,025 pg/uL)®. A corrida foi realizada em cuba de
eletroforese com tampéao TBE 0,5X a 80 V por, aproximadamente, 1 hora e 30 minutos.

Ao final da eletroforese, o gel foi posicionado em um transiluminador de UV?! e a
imagem obtida, digitalizada em programa computacional Genelink (Genetools, versao
2.11.03%°). A amplificacdo do gene de interesse foi confirmada pela comparacdo da
banda obtida com o tamanho esperado (GAPDH - 282bp, IL-2 - 319bp, IL-1R — 262bp,
TNF-a — 302 bp, IL-6 — 325bp, IL-10 — 374bp, IFN-? — 202bp, IL-4 — 316bp) e com o
padrdo de peso. A densidade de cada banda foi determinada por escaneamento

densitométrico (valor da intensidade da banda, em pixels, subtraido do background)

19 Agarose, LE, Analytical Grade, Promega, ref. V3125, Madison, WI, EUA.
2% |nvitrogen ™, GIBCO, ref. 15611015, S&o Paulo, Brasil.
2 Syngene, Synoptics Ltd ,Cambrigde, Reino Unido.
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através do programa de analise Quantity One® 1D %2, A quantidade relativa do gene de
interesse foi calculada dividindo-se a intensidade da banda do gene-alvo pela
intensidade da banda do GAPDH (gene de expressdo constitutiva) da mesma amostra
(COLE et al., 2003; DEGEN et al., 2005; KING, et al., 2000; LAU et al., 1998; LEE et al.,
1998; RUDNER et al., 2000; THAKUR et al., 2002; XUE et al., 2003).

3.5 Anédlise estatistica

A andlise a estatistica foi realizada empregando-se programas computacionais
para Windows, Sigma Stat (SPSS Inc. 2003, Verséo 3.0.1, Richmond, California, USA)
e Statistical Analysis System (SAS Institute Inc. 1999-2001, Versdo 8.2, Cary, NC,
USA). ApoOs a realizacao do teste de normalidade e verificando-se que os dados nédo se
enquadravam em uma distribuicdo gaussiana, para determinacao das diferencas das
médias entre os grupos cinomose e controle, utilizaram-se o teste ?2 seguido do teste
de Fisher para os dados relativos aos achados clinicos e a histopatologia. Os dados
relativos a expressao génica foram avaliados pelo teste Mann-Whitney. Dentro de cada
grupos, os achados relativos aos graus de inflamacdo e expressdo génica foram
submetidos ao teste KruskalWallis, seguindo-se o método Student Newmann-Keuls. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas, quando o nivel de
significancia foi de 5%.

Coeficiente de correlacdo de Spearman foi utilizado visando a determinacéo de
possivel correlacdo entre os sinais clinicos oftalmicos, achados a histopatologia das

bidpsias conjuntivais e expressao génica de citocinas (P < 0,05).

2 The Discovery Series ™, Bio-rad Laboratories Inc., Hercules, Califérnia, EUA.
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4 RESULTADOS

4.1 Achados clinicos

O valor médio e o erro padrao, relativamente ao teste lacrimal de Schimer, para o
grupo dos animais com ceratoconjuntivite seca e cinomose foram de 2,15 + 0,49 mm.
Para o grupo dos animais controle, eles foram de 21,8 £+ 0,82 mm. Observou-se
diminuicao significativa da média do valor de Schirmer do grupo cinomose quando este
foi comparado ao grupo controle (P =0,026) (Tabela 3, Figura 2A).

Tabela 3. Apresentacdo dos sinais clinicos, valores do teste lacrimal de Schirmer 1 e resultados dos
testes rosa Bengala e fluoresceina de cées do grupo controle (GSC) e do grupo com ceratoconjuntivite
seca portadores de cinomose (GPC). Jaboticabal, Sdo Paulo, 2006.

Rosa

Fluor in
Bengala uoresceina

Animal Quemose Blefarospasmo Hiperemia Secrecao Schirmer

GSC GPC GSC GPC GSC GPC GSC GPC GSC GPC GSC GPC GSC GPC

1 - - - - - + - + 26 0 - - - -
2 - - - - - - + 23 0 - - - -
3 - - - - - - - + 16 0 - + - -
4 - - - + - + - + 19 3 - + - +
5 - - - - - - - + 20 0 - + - -
6 - - - - - - - - 30 5 - - - -
7 - - - - - - - - 18 3 - + - +
8 - - - + - + - - 22 0 - + - +
9 - - - - - + - + 25 0 - - - +
10 - - - - - - - - 22 2 - + - -
11 - - - - - - - - 20 5 - - - -
12 - - - - - - - + 30 0 - + - +
13 - - - - - + - + 23 5 - + - +
14 - - - - - + - - 20 3 - - - -
15 - - - - - + - + 20 5 - + - -
16 - - - - - - - + 22 3 - + - -
17 - - - - - - - + 20 0 - + - +
18 - + - - - + - + 20 4 - + - -
19 - - - - - - - + 22 0 - + - -
20 - - - - - + - + 18 5 - + - -

Para os sinais clinicos, (-) representa auséncia de sinais e (+) manifestagdo moderada a intensa dos
mesmos. Para o teste da fluoresceina, (+) representa positividade para o corante e (-) representa
negatividade.
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O exame oftalmico, a biomicroscopia com lampada de luz em fenda, permitiu
verificar, no grupo de animais com CCS e cinomose, presenca de quemose em 5% dos
animais. O blefarospasmo, no grupo cinomose, foi identificado em 10% dos caes
estudados. No grupo controle, quemose e blefarospasmo nao foram identificados em
nenhum cdo estudado. Quando os parametros quemose e blefarospasmo foram
avaliados a estatistica, diferenca entre os grupos cinomose e controle nao foi verificada
(Tabela 3, Figura 2B).

No grupo cinomose, hiperemia conjuntival discreta foi visibilizada em 45% dos
caes. No grupo controle, nenhum animal apresentou hiperemia conjuntival. Quando os
grupos foram comparados entre si, um aumento significativo da porcentagem de
animais com hiperemia conjuntival péde ser identificada no grupo cinomose (P =
0,0012) (Tabela 3, Figura 2C).

Secrecado ocular foi observada, no grupo cinomose, em 70% dos animais. Nos
animais do grupo controle, esta alteracdo n&o foi identificada. A porcentagem de
animais que apresentaram secrecao ocular no grupo cinomose foi estatisticamente
maior do que no grupo controle (P <0,0001) (Tabela 3, Figura 2C).

A impregnacgao pelo teste de msa Bengala foi de moderada a severa em 70%
dos cées do grupo cinomose. O teste da fluoresceina foi positivo em 35% destes.
Ambos os testes foram negativos em 100% dos caes do grupo controle. O grupo
cinomose apresentou um aumento significativo da porcentagem de animais positivos
para o teste de rosa Bengala e fluoresceina (P < 0,0001; P = 0,0083) (Tabela 3, Figura
2D).
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Figura 2. Sinais oftalmicos apresentados por cdes do grupo controle (GSC) e do grupo cinomose (GPC).
Em (A), médias e erros padrdo dos valores do teste lacrimal de Schirmer (mm); Em (B), porcentagem de
animais com presenca de quemose e blefarospasmo; Em (C), porcentagem de animais com presenca de
hiperemia e secregcdo ocular; Em (D), porcentagem de animais com presenca de impregnacgdo pelos
corantes rosa Bengala e fluoresceina. (*) Valor estatisticamente significativo quando comparado ao grupo
controle (P < 0,05). Jaboticabal, Sdo Paulo, 2006.

4.2 Histopatologia

A microscopia de luz, observouse a presenca de infiltrado inflamatorio
mononuclear, com predominio de linfocitos e plasmacitos, caracterizando inflamacgéo de
curso cronico (Figura 3A). Em outros animais, infiltrado de polimorfonucleares pdde ser
evidenciado, com predominancia de neutrofilos e raros eosinofilos, caracterizando uma
inflamacédo aguda (Figura 3B). Em outros cortes, observou-se a presengca de ambos o0s
tipos celulares, mono e polimorfonucleares, caracterizando um processo inflamatério

sub-agudo (Figura 3C).
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Figura 3. Fotomicrografia da conjuntiva bulbar, em condi¢Bes inflamatérias, de cé8es com
ceratoconjuntivite seca portadores de cinomose Em (A), presenca de infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario no epitélio (seta larga) e no estroma adjacente (seta). HE. 40X; Em (B), presenca de
infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear no epitélio (seta larga) e no estroma adjacente (seta). HE. 40X; Em
(C), degeneracao epitelial (seta larga) e presenca de infiltrado inflamatério linfoplasmocitario no epitélio e
polimorfonuclear no estroma adjacente (seta). HE. 40X; Em (D), presenca de células caliciformes repletas
de muco (seta), no epitélio. PAS. 40X. Jaboticabal, Sdo Paulo, 2006.

Infiltracdo inflamatéria foi identificada na regido epitelial, sub-epitelial e
perivascular, apresentando-se de forma focal, multifocal ou difusa e discreta, moderada
ou acentuada.

Quando os dados coletados foram dispostos em percentis, ho grupo cinomose
evidenciouse inflamacao cronica em 55% dos animais, aguda em 5%, sub-aguda em

20% e ausente em 20% dos cées estudados. No grupo controle, encontrou-se auséncia
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de inflamacdo em 65% dos cées, inflamacdo aguda em 20% e sub-aguda em 15%
deles. Aumento significativo foi identificado, relativamente a inflamacgé&o crénica, quando
0 grupo cinomose foi comparado ao controle (P = 0,003). No grupo cinomose,
predominio de inflamagédo crénica foi observado relativamente a inflamacédo aguda e a
sub-aguda (P =0,001) (Tabela 4, Figura 4).

Tabela 4. Histopatologia da conjuntiva de cdes do grupo controle (GSC) e do grupo com
ceratoconjuntivite seca e portadores de cinomose (GPC). Jaboticabal, Sdo Paulo, 2006.

Células Corpusculo

Animal Inflamacéo caliciformes Queratinizacéo de inclusio Acantélise
Aguda Cronica azllj,l%_a
GSC GPC GSC GPC GSC GPC GSC GPC GSC GPC GSC GPC GSC GPC
1 - - - - - - + - - - - + - +
2 - - - - - - + - - + - - - -
3 - - - + - - + + - + - - - -
4 - - - - - + + + - + - + - +
5 - - - - - - + + - - - + - +
6 - - - + - - + + - - - - - +
7 + - - + - - + + - - - - - +
8 + - - - - + + + - - - - - +
9 + - - + - - + + - - - - - -
10 - - - - - + + + - - - - - -
11 - - - - - - + + - - - - - -
12 - - - + - - + + - - - + - +
13 - + - - - - + - - - - - - +
14 - - - + + - + - - + - - - -
15 - - - + + - + - - - - - - -
16 - - - + + - + - - + - - - +
17 - - - + - - + + - - - + - +
18 + - - + - - + + - - - - - +
19 - - - + - - + + - - - - - -
20 - - - - - + + - - - - - - +
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Figura 4. Médias e erros padrdo dos graus de inflamag¢do encontrados nos cortes histologicos de caes
submetidos a biopsia conjuntival nos grupos controle (GSC) e cinomose (GPC). (*) Valor estatisticamente
significativo quando comparado ao grupo controle. (#) Valor estatisticamente significativo quando os
graus de inflamagdo foram comparados a inflamag&o adnica, ro grupo cinomose. Jaboticabal, S&o
Paulo, 2006.

Células caliciformes puderam ser evidenciadas ao HE e ao PAS. Pelo HE, elas
mostraram forma arredondada e sendo maiores, quando comparadas as epiteliais, com
nicleo achatado e deslocado para a periferia e citoplasma abundante. Vacuolos
citoplasmaticos, sem coloracdo, foram observados. Pelo PAS, células caliciformes
ocupadas por conteudo mucoso foram mais evidentes, mostrando tonalidade purpura
intensa (Figura 5A).

No grupo cinomose, a presenca moderada a intensa de células caliciformes foi
observada em 65% dos animais e discreta a ausente em 35% dos caes estudados. No
grupo controle, a presenca moderada a intensa pode ser verificada em 100% dos
animais. Quando os dados relacionados a presenca de células caliciformes foram
submetidos a andlise estatistica, a densidade das células mostrou-se estatisticamente
diminuida no grupo cinomose (P = 0,0083) (Tabela 4, Figura 6).

Verificou-se acantdlise e perda da coesao entre as células epiteliais, resultando
em fissura intercelular (Figura 5B). No grupo cinomose, 60% dos animais apresentaram

acantolise e no grupo controle nenhum deles a demonstrou. A porcentagem de
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acantolise foi estatisticamente maior no grupo cinomose quando comparado ao grupo
controle (P < 0,0001) (Tabela 4, Figura 6).

Figura 5. Fotomicrografia da conjuntiva bulbar de cdes com cerat

I M

oconjuntivite se

h‘i

B

ca portadores de

cinomose. Em (A), presenca de células caliciformes repletas de muco (seta), no epitélio. PAS. 40X. Em
(B), acantdlise (seta), degeneracdo epitelial acentuada (seta larga) e corpusculo de incluséo viral de
Lentz (asterisco). HE. 40X. Jaboticabal, Sao Paulo, 2006.
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Figura 6. Porcentagem das variaveis encontradas nos cortes histologicos dos cédes dos grupos controle
(GSC) e cinomose (GPC). (*) Valor estatisticamente significativo quando comparado ao grupo controle.
Jaboticabal, S&o Paulo, 2006.
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No grupo cinomose, granulos de melanina entremeados as células epiteliais e ao
tecido conjuntivo frouxo (Figura 7A) foram observados. Degeneracao epitelial p6de ser
identificada junto as células epiteliais, as quais apresentavam nucleo mais alongado,
citoplasma irregular e em forma que diverge do padrdo normal de uma célula epitelial

da conjuntiva (Figura 7B).
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Figura 7. Fotomicrografia da conjuntiva bulbar de cdes com ceratoconjuntivite seca portadores de
cinomose. Em (A), células caliciformes (seta larga) e melandcitos no epitélio (seta). PAS. 40X; Em (B),

degeneracdo de células epiteliais (seta) e hiperplasia do epitélio conjuntival (seta larga). HE. 40X.
Jaboticabal, Sdo Paulo, 2006.

Queratinizacao epitelial, de grau discreto a acentuado (Figura 8A) foi igualmente
observada. No grupo cinomose, 25% dos animais apresentaram sinais de
gueratinizagcdo conjuntival e, no controle, nenhum deles apresentou a anormalidade.
Diferenca estatisticamente significativa na comparacao entre os grupos foi observada (P
= 0,0471) (Tabela 4) (Figura 6).

Corpusculos de incluséo (corpusculos de Lentz) foram identificados em 25% dos
animais do grupo cinomose (Tabela 4) (Figura 6). Estes se mostraram acidofilicos, com
formato arredondado e bordas livres de pigmentacdo (Figura 8B). A porcentagem de

animais que apresentaram corpusculos de inclusdo nos cortes histologicos foi ausente
no grupo controle.
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Figura 8. Fotomicrografia da conjuntiva bulbar de cdes com ceratoconjuntivite seca portadores de
cinomose. Em (A), hiperqueratose e hiperplasia do epitélio conjuntival (seta). HE. 40X; Em (B), presenca
de corpusculos de incluséo viral de Lentz em células epiteliais (seta). HE. 40X. Jaboticabal, S&o Paulo,
2006.

4.3 Avaliacdo da expressao génica

4.3.1 Expresséo génicarelativa

Os padrdes de bandas em gel de agarose corados com brometo de etideo para
os genes GAPDH, IL-2, IL-1, TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-? e IL-4, expressos no grupo
controle, estdo descritos na Figura 9. Os resultados de expresséao dos genes IL-2, IL-1,
TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-? e IL-4, relativa ao gene GAPDH, para os animais do grupo
controle estéo descritos na Tabela 5 e na Figura 10.
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ANIMAL 1 ANIMAL 2 ANIMAL 3

L AB CDUEUFGH L A B CDIEFGH L A B CD E F GH

ANIMAL 4 ANIMAL 5 ANIMAL 6 _
& - _" N s .-‘
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ANIMAL 7 ANIMAL 8 ) ANIMAL 9
- - - -

L ABCDTETFGH L ABCDTETFGH L ABT CHDTETFTGH

ANIMAL 10 ANIMAL 11 ANIMAL 12

LABCDEFGHL-ABCI-DEFGHLABCDEFGH

ANIMAL 13 ANIMAL 14 ANIMAL 15

L ABCDTETFGH L ABCDTETFGH L ABT CTDTETFGH

ANIMAL 16 ANIMAL 17 ANIMAL 18

L A B CDUEFGMH L A B CDEZFGH L A B CD E F GH

ANIMAL 19 AN!ME_\_L 20

. g v

we e =

A B CDTETFGH L ABCODTETFGH.

Figura 9. Padréo de bandas obtidas em gel de agarose corado com brometo de etideo, do “ladder” (L) e
dos genes GAPDH (A), IL-2 (B), IL-1R (C), TNF-a (D), IL-6 (E), IL-10 (F), IFN-? (G), e IL-4 (H), nas
amostras de conjuntiva bulbar dos animais (n = 20) que constituiram o grupo controle. Jaboticabal, S&do
Paulo, 2006.
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Tabela 5. Valores individuais, médias das relagcfes e erros padrdo entre as intensidades das bandas dos
genes (IL-2, IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-? e IL-4) e a intensidade da banda do gene de expressao
constitutiva GAPDH (GAP), em cada amostra conjuntival coletada dos animais (n = 20) do grupo controle.
Jaboticabal, S&o Paulo, 2006.

Animal IL-2/GAP IL-1/GAP TNF/GAP IL-6/GAP IL-10/GAP IFN/GAP IL-4/GAP
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 1,22 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0,54 0 0 0
8 0,30 0 0 1,06 0 0 0
9 0 0 0 0,77 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0,25 0,60 0 0 0
15 0,46 0 0 2,27 1,14 0 0
16 0,99 0 0 1,03 0,62 0 0
17 0 0 0 0,54 0 0 0
18 0 0 0,30 1,39 0 0 0
19 0 0 0 0,43 0 0 0
20 0 0 0 0,22 0 0 0
Média + 0,09 + ot 0,03 + 0,50 + 0,09 + o o’
Ep 0,05 0,02" 0,14 0,06

(*) Valor estatisticamente menor, quando comparado ao valor de expressdao relativa do gene IL-6.

Nas amostras de conjuntiva bulbar dos animais que constituiram o grupo
controle, ndo se observou expressdo dos genes IL-1-B, IFN-? e IL-4. Os genes IL-2,
TNF-a e IL-10 foram expressos, porém ndo houve diferenca estatisticamente
significativa quando as médias da expressao relativa foram comparadas entre si.

A média da expressao relativa do gene IL-6 mostrou-se significativamente
superior (P < 0,05) para os animais do grupo controle, quando comparada as dos outros

genes estudados.
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Figura 10. Médias e erros padrao dos valores das relagfes entre as intensidades das bandas dos genes
estudados (IL-2, IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-? e IL-4) e a intensidade da banda do gene de expressao
constitutiva GAPDH, nas amostras de conjuntiva do grupo controle (GSC). (*) Valor estatisticamente
maior quando comparado ao valor de expressao relativa dos outros genes estudados. Jaboticabal, S&o
Paulo, 2006.

Os padrbes de bandas em gel de agarose corado com brometo de etideo para os
genes GAPDH, IL-2, IL-1, TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-? e IL-4, expressos no grupo
cinomose, estdo descritos na Figura 11. Os resultados de expressao dos genes IL-2, IL-
1, TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-? e IL-4, relativa ao gene GAPDH, para os animais do grupo
cinomose, estdo descritos na Tabela 6 e na Figura 12.
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Figura 11. Padrédo de bandas obtidas em gel de agarose corado com brometo de etideo, do “ladder” (L) e
dos genes GAPDH (A), IL-2 (B), IL-1B (C), TNF-a (D), IL-6 (E), IL-10 (F), IFN-? (G), e IL-4 (H), nas
amostras de conjuntiva bulbar dos animais (n = 20) que constituiram o grupo cinomose. Jaboticabal, S&o

Paulo, 2006.
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Tabela 6. Valores individuais e médias das relagdes entre & intensidades das bandas dos genes
estudados (IL-2, IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-? e IL-4) e a intensidade da banda do gene de expressao
constitutiva GAPDH (GAP), das amostras conjuntivais coletadas dos animais (n = 20) do grupo cinomose.
Jaboticabal, S&o Paulo, 2006.

Animal IL-2/GAP IL-1/GAP TNF/GAP IL-6/GAP IL-10/GAP IFN/GAP IL-4/GAP
1 0 0 0,30 0 0,54 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0,34 0,31 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0,92 0 0 0 0 0
6 0 0,45 0,90 0,91 1,0 0 0
7 0 0 0,17 0 0,66 0 0
8 0 0 0 0 1,03 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0,46 0 1,03 0 0
11 0 0,83 0,42 0 0 0 0
12 0 0,75 1,0 1,01 1,0 0 0
13 0 0 0 0,47 1,01 0 0
14 0 0 0 0,80 0 0 0
15 0 0,47 0,65 1,34 0 0 0
16 0 0,25 0,39 0,28 0,65 0 0,20
17 0,32 0,40 0,98 0,98 0,97 0,35 0
18 0 0,99 0,53 1,00 0,98 0 0,99
19 0,30 0,42 1,06 1,23 1,21 0,31 0
20 0 0 0 0 1,29 0 1,40

Média + 0,03 0,30 0,34 + 0,42 + 0,60 + 0,03 + 0,13 +
Ep 0,02"" 0,08 0,09 0,12 0,11 0,02"” 0,03%

() Valores estatisticamente menores quando comparados aos valores de expressao relativa dos genes
IL-13, TNF-a, IL-6 e IL-10.

Nas amostras de conjuntiva bulbar dos animais que constituiram o grupo
cinomose, as medias de expressao relativa dos genes IL-6, IL-10, TNF-a e IL-1R foram
estatisticamente maiores, quando comparados as médias dos genes IL-2, IFN-? e IL-4
(P <0,05) (Tabela 6 e Figura 12).
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Figura 12. Médias e erros padrao dos valores das relagfes entre as intensidades das bandas dos genes
estudados (IL-2, IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-? e IL-4) e a intensidade da banda do gene de expressao
constitutiva GAPDH, nas amostras de conjuntiva do grupo cinomose (GPC). (*) Valores estatisticamente
maiores quando comparados aos de expressao relativa dos genes IL-2, IFN-?, e IL-4. Jaboticabal, S&ao
Paulo, 2006.

Quando as médias de expressao relativa do gene IL-1R foram comparadas entre
0S grupos controle e cinomose, verificou-se expressao estatisticamente maior no grupo
cinomose (P = 0,015). As expressodes relativas das citocinas TNF-a (P = 0,008) e de IL-
10 (P = 0,016) mostraram-se, igualmente, maiores no grupo cinomose, quando este foi
comparado ao grupo controle. Diferencas estatisticamente significativas ndo foram
identificadas, quando os genes IL-2, IL-6, IFN-? e IL-4 foram comparados entre 0s
grupos (Figura 13).
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Figura 13. Médias e erros padrdo dos valores das relagdes entre as intensidades das bandas dos genes
estudados (IL-2, IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-? e IL-4) e a intensidade da banda do gene de expressao
constitutiva GAPDH, nas amostras de onjuntiva dos grupos controle GSC) e cinomose (GPC). (*)
Diferenca estatisticamente significativa do gene estudado entre os grupos. Jaboticabal, Sdo Paulo, 2006.

4.4.Correlagdes

No grupo controle, os sinais oftdlmicos ndo se correlacionaram estatisticamente
aos achados a histopatologia. Neste grupo, inflamacéo aguda foi verificada em 20% dos
cées estudados e inflamacdo sub-aguda em 15%. Estes animais ndo apresentaram
sinais clinicos de quemose, blefarospasmo, hiperemia e secrecdo ocular. Os cées
também apresentaram valores negativos para os testes de rosa Bengala e fluoresceina
valores normais do teste lacrimal de Schirmer.

A expressao génica relativa da IL-6, no grupo controle, foi estatisticamente maior
do que os outros genes estudados. Correlacdo negativa entre a expressdo de IL-6 e
inflamacé&o aguda foi verificada (q = -0,5, P = 0,02)

No grupo cinomose, a presenca de hiperemia, secrecdo ocular, positividade para
os testes de rosa Bengala e fluoresceina e valores reduzidos do teste lacrimal de
Schirmer ndo puderam ser correlacionadas estatisticamente com a presenca de
inflamacado cronica, a histopatologia, porém, clinicamente, a presenca destes eventos
estava relacionada. Estes animais também apresentaram diminuicdo da densidade de

células caliciformes, presenca de queratinizacdo, acantolise e corpusculos de inclusao.
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Embora as expressoes relativas dos genes TNF-a, IL-1R e IL-10 tenham estado
aumentadas no grupo cinomose, quando comparada a expressao dos genes IL-2, IFN e
IL-4, apenas o TNF-a foi correlacionado positivamente a presenca de inflamacéo
cronica (g = 0,47, P =0,038).

Os perfis de sinais oftdlmicos encontrados nos grupos estudados, assim como de

achados histopatologicos e expressao génica estdo dispostos na Figura 14.
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Figura 14. Perfis das porcentagens (%) de ocorréncia dos sinais oftalmicos e achados histopatol6gicos e
das médias da taxa de expressdo génica (Citocina/GAPDH) nos grupos controle (GSC) e cinomose
(GPC). Jaboticabal, Sdo Paulo, 2006. (+) Correlagdo positiva entre as variaveis inflamagéo crbnica e
expressao de TNF-a no grupo cinomose, (T) correlagdo negativa entre as variaveis inflamagédo aguda e
expressao de IL-6 no grupo controle.
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5 DISCUSSAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS) € uma enfermidade freqlientemente encontrada
nos caes. Ela é caracterizada por déficit lacrimal, que enseja danos as superficies
corneal e conjuntival (BARRERA, 1992; BEGLEY et al., 2003; KUNERT et al., 2002;
PFUGFELDER et al.,, 2000). Nos ultimos 25 anos, ndo ha enfermidade em cornea e
superficie ocular que tenha sido mais estudada que a CCS (PFLUGFELDER et al.,
2000).

Neste trabalho, estudaram-se animais com CCS secundéaria a cinomose. Os
resultados do teste da lacrimal Schirmer foram inferiores no grupo cinomose,
comparativamente ao controle. A diminui¢do significativa dos valores do Schirmer
reproduz o que fora mostrado por GREEN et al. (1989), KASWAN et al. (1983),
KASWAN et al. (1985), MARTIN (1999) e TISHLER et al. (1998), que descreveram a
cinomose como uma doencga viral que acomete a glandula lacrimal, induzindo a quadros
de inflamacéo com CCS secundéria.

Outros sinais oftdlmicos foram evidenciados neste experimento, tais como
hiperemia conjuntival e secrecéo ocular, comuns na CCS. A presenca deles foi maior no
grupo cinomose, quando comparado ao grupo controle. Autores como KUNERT et al.
(2002), LUBNIEWSKI & NELSON (1990), SALISBURY et al. (1995) e WILCOCK (1993)
reportaram-se a estes, entre outros sinais oftalmicos, como decorrentes do déficit
lacrimal.

A xeroftalmia causa ndo apenas desconforto ocular, mas também desencadeia
alteracdes histopatologicas a cornea e conjuntiva (BARRERA, 1992; BEGLEY et al.,
2003; KUNERT et al., 2002; PFUGFELDER et al., 2000), por aumento da osmolaridade
lacrimal, dessecacao e pobre lubrificacdo da superficie ocular (BARABINO et al., 2004;
MARSH & PFUGFELDER, 1999; RAPHAEL et al., 1988).

A realizacdo da histopatologia permitiu verificar alteragcdes na conjuntiva bulbar
dos cées da pesquisa. O procedimento pode ser realizado mediante instilacdo de colirio

anestésico, como o fora por RALPH (1975). As bidpsias foram realizadas no quadrante
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superonasal, a aproximadamente 5 mm do limbo, como proposto por KUNERT et al.
(2002) e PFLUGFELDER et al., (1997).

No grupo cinomose, a presenca de células, notadamente macrofagos,
neutrdéfilos, linfocitos e plasmacitos, ratificaram a ocorréncia de exsudagéao inflamatoria.
Evidéncias de que a inflamacé&o participa na patogénese da ceratoconjuntivite seca sao
cada vez mais reportadas KUNERT et al.,, 2000; KUNERT et al., 2002; MARSH &
PFUGFELDER, 1999; PFLUGFELDER et al.,, 1990; PFUGFELDER et al., 2000;
RAPHAEL et al., 1988; TURNER et al., 2000). Inflamagéo cronica foi encontrada em
55% dos animais, 0os quais apresentavam infiltrado inflamatorio mononuclear, com
predominio de linfécitos e plasmaocitos. KUNERT et al. (2000), KUNERT et al. (2002),
PFLUGFELDER et al. (1990), PFUGFELDER et al. (2000), POWER et al. (1993),
RAPHAEL et al. (1988) e RIVAS et al. (1992) reportaram a predominancia de linfocitos,
especificamente os linfécitos T, de permeio a plasmaocitos, no epitélio conjuntival de
pacientes com CCS. RIVAS et al. (1992) afirmaram, ainda, que quando a inflamacéo se
torna crbnica, decorre importante aumento no percentil de linfécitos. PFLUGFELDER et
al. (2000) relataram que a inflamacéo crénica da superficie ocular exerce papel decisivo
na patogénese da CCS. Os autores afirmaram, ainda, que a inflamagé&o cronica decorre
do déficit lacrimal. A correlacdo entre os valores do teste lacrimal de Schirmer e a
presenca de inflamag&o ndo pdde ser estatisticamente confirmada. N&o obstante, os
animais do grupo cinomose, que apresentaram valores reduzidos do teste lacrimal de
Schirmer, mostraram maior incidéncia de inflamacéo cronica.

No grupo controle, 20% dos animais apresentaram inflamacdo aguda, com
predominancia de neutréfilos e raros eosindfilos. Em 15% dos caes, decorreu
inflamacéo sub-aguda, com presenca de células mono e polimorfonucleares. Ao exame
oftalmico, todavia, 0s animais que compuseram este grupo ndo apresentaram sinais
clinicos sugestivos de inflamacdo. Segundo RIVAS et al. (1992), correlacdo entre a
intensidade da inflamacéo e os sinais clinicos oftalmicos néo pode ser estabelecida. Os

autores relataram que irritantes locais e estados alérgicos podem estar presentes em
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animais sem alteracdes oftdlmicas visibilizaveis, contribuindo para um quadro

histopatoldgico de inflamacéao.

Na CCS, a inflamacdo crénica na superficie ocular pode induzir a uma
metaplasia escamosa. A presenca de acantdlise, queratinizacdo, ingurgitamento de
células epiteliais e degeneragdo epitelial encontrados no grupo cinomose
caracterizaram um quadro de metaplasia escamosa, como resultado do déficit lacrimal
na conjuntiva, a similitude do que fora mostrado em pesquisas de outros autores
(KUNERT et al., 2002; MARSH & PFUGFELDER, 1999; PFLUGFELDER et al., 1990;
PFLUGFELDER et al., 1997; RALPH, 1975; RAPHAEL et al., 1988; RIVAS et al., 1992).
Segundo PEIFFER et al. (1998) e WILCOCK (1993), em resposta a irritacdo crénica da
superficie ocular decorrente do déficit lacrimal, a conjuntiva, ndo queratinizada, sofre
metaplasia escamosa, passando a ser identificada como um epitélio escamoso
estratificado queratinizado. Em nosso experimento, em 25% dos animais, a
histopatologia, houve queratinizagdo e em 60% deles acantdlise, ratificando o que fora
encontrado na literatura.

PFUGFELDER et al. (1990) verificaram forte correlacdo entre a exsudacéo
inflamatéria e a metaplasia escamosa da conjuntiva bulbar. Tal correlagdo néo foi
estatisticamente identificada no presente estudo, entretanto, no grupo cinomose, 80%
dos animais exibiram inflamac&o com sinais histopatolégicos de metaplasia escamosa,
com queratinizacdo, acantdlise ou ambos.

Outro evento que se associa a metaplasia escamosa é a perda de células
caliciformes (BARABINO et al., 2004; KUNERT et al., 2002; MARSH & PFUGFELDER,
1999; PFLUGFELDER et al.,, 1990; PFLUGFELDER et al., 1997; RALPH, 1975;
RAPHAEL et al., 1988; RIVAS et al., 1992). De consoante com o que fora descrito por
esses autores, os dados obtidos na presente pesquisa mostraram que a densidade de
células caliciformes encontrou-se diminuida na conjuntiva bulbar dos animais do grupo
cinomose, comparativamente ao grupo controle. Células caliciformes produzem mucina,
gque € um dos componentes da lagrima (KESSING, 1968). RIVAS et al. (1992)
afirmaram que a densidade diminuida das células caliciformes poderia indicar a

severidade da doenca ocular. PFLUGFELDER et al. (2000) relataram que a producao
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reduzida de muco também esta associada a patogénese da CCS. Nos cédes do grupo
cinomose, cujos valores do Schirmer estavam diminuidos, havia densidade reduzida de
células caliciformes, maior acantélise e queratinizagdo, e presenca de células
inflamatorias.

O emprego do rosa Bengala na superficie ocular é oportuno para a avaliacdo da
severidade das lesdes (DANJO et al., 1994). BARABINO et al. (2004) e TSENG (1994)
afirmaram que o corante se fixa as células epiteliais conjuntivais e corneais pouco ou
ndo protegidas pelo filme lacrimal. Em 70% dos animais do grupo cinomose, houve
impregnacédo, de moderada a severa, pelo corante. Os animais do grupo controle nao
apresentaram sinais de impregnacao. Correlagdo entre os escores do teste de bsa
Bengala e a severidade das lesGes conuntivais, a histopatologia, puderam ser
clinicamente identificadas, porém, a estatistica, tal ndo péde ser comprovada.

Ha como admitir que o virus, por acdo direta sobre a glandula lacrimal, tenha
desencadeado a diminuicdo da secre¢do lacrimal e perda da densidade de células
caliciformes, por quebra da homeostase da superficie lacrimal, com diminuicdo da
producdo de muco. Uma vez que o muco diminui os efeitos da evaporacdo sobre a
porcdo aquosa da lagrima, sua reducdo pode ter contribuido sobremaneira para a
ocorréncia das alteracfes, a histopatologia, vistas no presente estudo, corroborando
DANJO et al. (1994), PFLUGFELDER et al. (2000) e RIVAS et al. (1992).

A fluoresceina é um corante vital hidrossoluvel utilizado para se avaliar a
integridade do epitélio corneano (BARABINO et al., 2004). O teste foi positivo em 35%
dos cées do grupo cinomose. A presenca de Ulceras corneais nestes animais corrobora
o que fora descrito por MOORE (1999). Segundo o autor, na CCS, o déficit lacrimal e a
inflamacéo crénica podem desencadear doenga corneana progressiva, com malacia
estromal, uma vez que a nutricao e a lubrificacdo corneais estdo comprometidas.

Na cinomose, corpusculos de inclusdo do morbilivirus podem ser encontrados no
epitélio conjuntival JEGOU & LIOTET, 1991; MARTIN & STILES, 1998; MOORE &
NASISSE, 1998; RAPP & KOLBL, 1995; RENDER et al., 1982). Na presente pesquisa,
25% dos animais com CCS, portadores de cinomose, submetidos ao procedimento de

biépsia, apresentaram, a histopatologia, corpusculos permeando o epitélio conjuntival,
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de caracteristica basofilica e formato arredondado, a similitude do que fora descrito por
JEGOU & LIOLET (1991). Embora este achado tenha sido encontrado em 25% e nao
em 100% dos animais da presente pesquisa, por sua simplicidade operacional, ha como
admitir que o procedimento possa ser realizado rotineiramente, conferindo maior
acuracia ao diagnéstico da cinomose.

Granulos de melanina, entremeados as células epiteliais e ao tecido conjuntivo
frouxo, puderam ser observados em ambos 0s grupos, a exemplo do que fora mostrado
por BOLZAN et al. (2005), quando avaliou, & citologia conjuntival por impresséo e a
histopatologia, conjuntivas de animais normais.

Segundo KASWAN et al. (1984), correlacdo entre achados clinicos e
histopatoldgicos p6de ser verificada em apenas 8% dos casos (n = 33). DANJO et al.
(1994) ndo encontraram correlagdo entre os achados histopatologicos e a severidade
das lesbes. No presente estudo, os resultados obtidos foram comprobatérios. Achados
clinicos e histopatolégicos ndo se correlacionaram estatisticamente.

A expressdo génica foi avalizada pelo método RT-PCR semi-quantitativo,
conforme descrito por COLE et al. (2003), DEGEN et al. (2005), KING et al. (2000), LAU
et al. (2006), LEE et al. (1999), RUDNER et al. (2000), THAKUR et al. (2002) e XUE et
al. (2003). A RT-PCR semi-quantitativa normaliza a quantidade relativa do produto da
PCR, derivado do DNA complementar gerado a partir do RNA extraido da amostra
tecidual, com a de um gene de expressdo constitutiva. Empregou-se o GAPDH
(gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), um gene expresso constitutivamente em
inumeros tecidos, como proposto por CHAMIZO et al. (2001), DEGEN et al. (2005),
HEGERMANN et al. (2003), LAU et al. (2006) e LEE et al. (1999). Com este método de
avaliacdo, gerou-se um valor de abundéncia relativa, expresso como citocina/GAPDH, o
que permitiu a quantificagdo relativa dos genes estudados. O GAPDH foi também
utilizado como controle positivo de referéncia, para a variagdo de concentracédo e de
gualidade do RNA (CHAMIZO et al., 2001). Concentracdo e qualidade do RNA
poderiam interferir sobremaneira na reacdo de transcricdo reversa e no processo de

amplificacdo, fornecendo falsas diferencas na expressao de uma citocina especifica,
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entre as amostras estudadas (CHAMIZO et al., 2001; GRONE et al., 1996; GRONE et
al., 1998).

O envolvimento de citocinas na destrui¢cdo da superficie ocular na CCS tem sido
cada vez mais estudado (DURSUN et al., 1994; KUNERT et al., 2002; PFLUGFELDER
et al., 1999; PFLUGFELDER et al., 2002). Na cinomose, GRONE et al. (1998) relataram
expresséo elevada de IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e TGF, no sangue de caes infectados.
Estudo adjunto, realizado com infeccdo pelo paramixovirus em camundongos, mostrou
aumento da expressdo de citocinas, tais como TNF-a, IL-6 e IFN-?, e expressao
reduzida de IL-4 e IL-10 (KHUTH et al., 2001).

Na presente pesquisa, a expressao e a semi-quantificagdo de citocinas na
conjuntiva bulbar foram avaliadas em animais aparentemente normais, sem sinais
oftalmicos, e em cades com ceratoconjuntivite seca, portadores de cinomose. Os
resultados indicaram que os niveis aumentados de citocinas inflamatorias no epitélio
conjuntival podem exercer papel decisivo na patogénese da CCS.

Para avaliacdo das citocinas IL-13, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-?,
utilizaram-se primers previamente descritos por CHAMIZO et al. (2001) e HEGERMANN
et al. (2003). Durante otimizacao das reagdes, obteve-se expressao das citocinas IL-103,
IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-? com as mesmas condi¢cdes de amplificacdo, anelamento
e extensdo descritos pelos autores, porém, para a IL-4, com a temperatura de
anelamento de 60°C (CHAMIZO et al., 2001), ndo se obteve qualquer expressao.
Entretanto, & temperatura de 45°C, obteve-se a expressdo desta interleucina. As
citocinas estudadas foram escolhidas com base nos achados da literatura referentes a
relevancia destas na patogénese da ceratoconjuntivite seca e de outras enfermidades
da superficie ocular.

Com a obtencdo dos valores de expressdo génica relativa das citocinas
estudadas para cada animal, observou-se que, no grupo cinomose, a IL-6 (0,42) foi
significativamente expressa, comparativamente a expressdo das outras citocinas.
Niveis elevados de IL-6 ja foram relatados no epitélio conjuntival (BADOUIN et al.,
1997; JONES et al., 1994; RAPHAEL et al., 1988) e no filme lacrimal (PFLUGFELDER
et al., 1999; TISHLER et al., 1998) de seres humanos com CCS. A IL-6 € uma citocina
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pré-inflamatéria que atua tanto na imunidade inata quanto na adaptativa (ABBAS &
LICHTMANN, 2005; FUJIWARA et al., 2003). Ela é, ainda, uma citocina multifuncional
gue atua concomitantemente com outras citocinas, como a IL-10, e possui atividade
reguladora inibindo a producéo de IL-1 e TNF (COLE et al., 1999; SANTOS-GOMES et
al.,, 2002). Sua génese pode influenciar inameras atividades imune-mediadas no olho
(COLE et al, 1999). A IL-6 parece exercer funcdo deciséria na regulacdo do
recrutamento de leucdécitos para a superficie ocular, controlando a expressdo de ICAM-
1 (COLE et al., 2003; HOBDEN et al., 1999). O recrutamento rapido e efetivo de células
polimorfonucleares para a superficie ocular aparenta exercer papel protetor e €
dependente da producéo, em niveis satisfatorios, de IL-6 (COLE et al., 2003).

De acordo com TURNER et al. (2000), na CCS, a expressao de IL-6 elewvou-se,
em olhos de seres humanos com xeroftalmia, quando comparada a de olhos normais.
Na presente pesquisa, o0 mesmo ndo pbde ser confirmado. No grupo controle,
observouse, também, expressao elevada de IL-6 (0,50 - valor de expressao relativa),
comparativamente a expressdo reduzida ou nula das demais citocinas estudadas.
Segundo COLE et al. (1999) e CUBITT et al. (1995), a IL-6 é produzida
constitutivamente em niveis reduzidos pelas células da cérnea, o que capacita esta
estrutura a elevar, rapidamente, niveis desta interleucina. Tal condi¢cdo poderia sugerir
gque a IL-6 estaria também presente, de forma constitutiva, na conjuntiva bulbar,
justificando a sua expressao também no grupo controle. Condicdo adjunta, que
justificaria niveis elevados de IL -6 na conjuntiva de pacientes sem altera¢gfes oftalmicas
detectaveis ao exame clinico, foi a ocorréncia e células inflamatrias em 35% dos
animais do grupo controle (inflamagdo aguda em 20% e sub-aguda em 15%).
Neutrofilos polimorfonucleares, presentes em quadros de exsudacdo aguda e sub-
aguda, sdo os primeiros a migrar para o local agredido. SIQUEIRA & DANTAS (2000)
relataram que a IL-6 € um dos mediadores inflamatorios indutores desta migracao.

O influxo de células inflamatorias para o local da lesdo é mediado, em grande
parte, por IL-6, TNF-a e IL-1, os quais aumentam a permeabilidade vascular e induzem
a expressdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais ABBAS & LICHTMAN,
2005; GRONE et al., 1998; TRACEY, 2002). A proposito, no presente estudo,
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identificou-se, também, expresséo elevada de IL-1 e de TNF-a na conjuntiva dos caes
do grupo cinomose.

O TNF-a atua de modo sinérgico a IL-1 (KEADLE et al., 2000). Além disso, age
nos fagécitos mononucleares estimulando a secrecdo de IL-1 (TRACEY, 2002).
SOLOMON et al. (2001) relataram a participagdo da IL-18 e do TNF-a na CCS, em
pacientes com sindrome de Sjogren. Os autores sugeriram haver correlacdo positiva
entre a expressao elevada destas citocinas e a severidade das lesGes na superficie
ocular, o que p6de ser confirmado neste experimento.

O grupo cinomose apresentou, juntamente com a expressao elevada de IL-1R e
TNF-a, quadros significativamente mais intensos, quando comparado ao grupo controle,
de hiperemia, secrecdo ocular, impregnacdo pelos corantes rosa Bengala e
fluoresceina e condigBes histopatologicas de inflamacdo cronica, com metaplasia
escamosa.

O conceito de que a inflamacdo pode alterar a diferenciacdo epitelial normal é
reconhecido, também, em outras enfermidades como na epidermite por psoriase, cujos
niveis de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1, encontram-se elevados
(PFLUGFELDER et al., 1999). Forte correlacéo entre inflamacéo e apoptose de células
epiteliais, incluindo as da superficie ocular, foi descrita por BRIGNOLE et al. (2000) e
TSUBOTA et al. (1999). Os autores afirmaram que a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL-18 e de TNF-a, poderia estimular a apoptose, ensejando
degeneracdo epitelial. Tais mediadores poderiam, ainda, desencadear esta
degeneracao por interferir com as conexdes neuronais que regulam a homeostase da
superficie ocular (BRIGNOLE et al., 2000; STERN et al., 1998; ZOUKHRI et al., 2002).

A expressédo elevada das citocinas IL-6, IL-13 e TNF-a, nos pacientes com
ceratoconjuntivite seca decorrente de cinomose, poderia ser justificada pelo fato de que,
independentemente da causa de base para a xeroftalmia, a deficiéncia lacrimal cronica
resulta em estimulacdo nervosa continua e excessiva, induzindo a uma inflamacédo de
causa neurogénica, com ativacao de células T e subsequente liberacdo de citocinas na
glandula e filme lacrimais, bem como na conjuntiva (AVUNDUK et al., 2003; LEE et al.,

2006; STERN et al., 2002). Células epiteliais corneais e conjuntivais sao capazes de



56

produzir IL-6, IL-13 e TNF-a, os quais estimulam a producéo do fator de crescimento
neuronal, um mediador que exerce papel significativo na CCS, e participam na
inflamacéo local imune-mediada (LEE et al., 2006).

Neste sentido, o estudo de BRIGNOLE et al. (2000), que evidenciou, por
citometria de fluxo, a presenca de marcadores inflamatorios na conjuntiva de seres
humanos portadores de ceratoconjuntivite seca auto-imune, com diagnéstico de Sjogren
ou decorrente de outras causas que ndo auto-imunes, e a expressdo elevada de
antigenos inflamatérios relacionados a apoptose (CD40), comprova que as células
epiteliais, mesmo em casos de CCS de causa nao auto-imune, estdo diretamente
envolvidas no quadro inflamatério imunogenicamente mediado.

Segundo BRIGNOLE et d. (2000) e JONES et al. (1994), em pacientes com
CCS, que nédo de origem auto-imune, o déficit lacrimal induziria a um quadro de
inflamacéo crbénica da superficie ocular, decorrente da injuria crbnica das células
epiteliais, abrasdo mecanica exercida pelas palpebras e, possivelmente, auséncia do
fator de crescimento epidermal. Entretanto, STERN et al. (2002) relataram que a
irritacdo crénica decorrente do déficit lacrimal ndo seria a Unica entre as causas de
alteracdes da superficie ocular nos pacientes com CCS de origem ndo auto-imune, uma
vez que a reatividade para moléculas do MHC I, na superficie de linfocitos e de células
epiteliais conjuntivais, jA havia sido encontrada. A expressdo destes antigenos nao
seria, entdo, apenas o resultado da irritacdo, mas um forte indicativo de resposta imune-
mediada. Os autores afirmaram que pacientes com ceratoconjuntivite seca decorrentes
de outras causas que ndo auto-imunes, cursam com inflamacdo imune-mediada, a
similitude dos pacientes com diagndstico de Sjogren.

STERN et al. (2002) identificaram, ainda, infiltragdo linfocitaria conjuntival,
independentemente da causa, com presenca de células T CD4" e CD8", indicando que
a inflamagéo da superficie ocular teria um componente celular comum. Os autores
também identificaram a expresséo elevada de ICAM-1, uma integrina que é capaz de
exacerbar a resposta inflamatéria imune-mediada. A constatagcdo de multiplos
marcadores de inflamacdo imune-mediada, em qualquer das condi¢des, sugere,

também, uma patofisiologia comum.
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Com base no que fora proposto por STERN et al. (2002), poder-se-ia sugerir que
a etiologia viral da CCS nao teria alterado o perfil de expressdo génica obtido no
presente estudo, estando a inflamacgéo imune-mediada da superficie ocular exercendo
papel primario para as altera¢des conjuntivais encontradas.

Na presente pesquisa encontrou-se expressao elevada de IL-10 nos cdes com
ceratoconjuntivite seca. A IL-10 é uma citocina inibidora da resposta imune, com funcao
reguladora da resposta inflamatéria exacerbada (COLE et al., 2003), inibindo
macrofagos e a ativacdo de células T, induzindo o sistema imune a um estado de
repouso (ABBAS & LICHTMAN, 2005). No olho, o papel da IL-10 ndo esta
completamente compreendido (TUMPEY et al., 1998). Segundo COLE et al. (2003),
trata-se de uma citocina que regula, para menos, a expressao de TNF-a, IL-6 e IFN-?,
em ceratites por Pseudomonas aeruginosa. De conformidade com estes mesmos
autores, a IL-10 € um importante modulador da angiogénese na infec¢cdo corneana,
uma vez que regula a acdo do TNF-a, do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e de quimiocinas, os quais estdo envolvidos com a génese de vasos
sanguineos.

No presente estudo, a expressédo elevada de IL-10 poderia estar atuando na
regulacdo das citocinas TNF-a. No grupo cinomose, 35% dos cdes apresentaram
ulceracao corneana. Neles, a IL-10 ainda estaria atuando na regulagéo da angiogénese.
Naqueles animais em que havia inflamacéo crénica, vista a histopatologia, ha como
supor que a IL-10 estaria regulando, para menos, a expressdao de mediadores
inflamatdrios na superficie ocular.

As citocinas IL-4, IL-2 e IFN-? foram expressas em concentra¢cdes minimas nos
animais do grupo cinomose. A qualidade do RNA obtido pdde ser demonstrada pela
amplificagcdo do gene constitutivo GAPDH, em todas as amostras empregadas na
pesquisa e pelas leituras espectrofotométricas, de tal forma que a auséncia ou
expressao diminuida das citocinas IL-4, IL-2 e IFN-? ndo decorreria da degradacéo do
RNA obtido a partir do tecido conjuntival. Poder-se-ia, entao, considera-las como pouco
importantes na patogénese da ceratoconjuntivite seca. Entretanto, a expresséo

reducida destas citocinas poderia refletir limitagcbes da pesquisa, na forma como fora
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concebida, por ter se valido de cdes com CCS naturalmente infectados por uma
enfermidade viral, em estagios variados da doenca, com cargas virais antigénicas,
resposta imune e idades distintas, conforme proposto por GRONE et al. (1998), que
avaliaram a expressdo do RNAm em amostras de sangue total de caes naturalmente
infectados por cinomose. KRAKOWKA et al. (1987), em um estudo utilizando cepas
R252 do virus da cinomose para infeccdo de cédes, observaram uma reducdo na
habilidade de macrofagos e mondécitos em produzir citocinas durante estagios de
viremia. Os autores também observaram depressao da blastogénese e na capacidade
de sintese e liberacdo de imunoglobulinas, assim como falha na producéo e na resposta
a citocinas. Aumento da producéo de prostaglandinas foi identificado em cées durante
fases tardias da infeccdo. As prostaglandinas inibem a funcdo de linfécitos T, a
blastogénese, a resposta citotoxica e a producdo de IL-2. Tratam-se de condi¢cbes que
podem ter influenciado a expressdo das citocinas IL-4, IL-2 e IFN-?. Estudos em
condi¢Bes controladas de infeccao, certamente, forneceriam respostas mais fidedignas.

Reconhece-se que o tipo celular predominante na resposta imune mediada por
células Th afeta sobremaneira o resultado desta resposta (ENGLISH, 1998), porém, em
nosso estudo, a expressdo significativa das citocinas IL-6, TNF-a, IL-1 e IL-10
impossibilitou a determinacdo de um perfil celular Thl ou Th2. A IL-6 é produzida nédo
apenas por células T CD4" Th2, mas também por outras como mondcitos e células
préprias da superficie ocular, o que faz com que esta citocina ndo possa ser
considerada uma marcador exclusivo de resposta imune do tipo Th2. O TNF-a é
também uma citocina que pode ser gerada por macrofagos, células endoteliais e
epiteliais, células T CD4" Thl e Th2. A IL-10 é produzida por células T CD4" Th2 e por
macréfagos. Reconhece-se, todavia, que a IL-1 ndo possui participacao de linfécitos em
sua producgéo (CLOUGH & ROTH, 1997; ONGKOSUWITO et al., 1998).

O presente estudo sugere, ainda, a improvavel participacéo de linfocitos TCD4",
indutores de respostas imunes, na patogénese da inflamacao conjuntival de cdes com
cinomose. A assertiva decorre da auséncia ou reduzida expressao de IL-2, IL-4 e IFN-?,
gue sao produzidas quase que exclusivamente por linfocitos Thl (IL-2 e IFN-?) e Th2
(IL-4) (CLOUGH & ROTH, 1997).
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A participacdo da IL-6 na patogénese das leses da superficie ocular na CCS de
caes parece também improvavel, uma vez que a sua expressao se deu de forma similar
nos grupos cinomose e controle. Condi¢cdo adjunta que comprovaria a hipétese € a
correlacdo negativa, vista ao teste de Spearman, entre a expressao de IL-6 e a
presenca de inflamagéao aguda (g = -0,5, P = 0,025). A expresséo elevada de IL-6 na
conjuntiva dos animais do grupo controle nao decorreria, portanto, da inflamagéo aguda
encontrada em 20% dos cdes, mas sim da sua constante producdo pelas células
residentes da superficie ocular, como fora proposto por COLE et al. (1999).

Pode-se inferir que as citocinas IL-1, TNF-a e IL-10 tém participacdo decisoéria
na patogénese da CCS de caes portadores de cinomose. Correlagdo positiva entre a
inflamacao crénica da conjuntiva e a expressédo do TNF-a foi encontrada a estatistica (q
= 0,466, P = 0,038). Da observacdo, poder-se-ia admitir a hipétese de que o TNF-a,
juntamente com a IL-113, a qual tem sua secrecédo estimulada por este esse mediador
(TRACEY, 2002), atuariam na patogénese e severidade das lesdes encontradas na
superficie ocular na CCS. Contrariamente, a IL-10 agiria inibindo a exsudacado
inflamatoria, conforme descrito por TUMPEY et al. (1998), ao estudarem a participacao
da IL-10 na ceratite herpética. A IL-10 reduziria, ainda, a expressdao de TNF-a e,
consequentemente, de IL-1R.

O TNF-a e a IL-1R j& foram descritos como participes da resposta da superficie
ocular a injurias (KEADLE et al., 2000). Na CCS, sua expressao mostrou-se aumentada
na conjuntiva de pacientes com Sjogren (SOLOMON et al., 2001).

Em resumo, o perfil diferenciado de citocinas encontrado no grupo controle e
naquele com cinomose, sugere que a producéo de TNF-a, IL-1 e IL-10 desempenha
papel relevante na ceratoconjuntivite seca de caes portadores de cinomose. Admiti-se,
todavia, a necessidade de estudos futuros buscando-se a expressao de antigeno MHC
Il pelas células conjuntivais, para que se estabeleca a real participacao dos linfécitos T
CD4" na génese destas citocinas. O controle da carga antigénica viral igualmente
auxiliaria na determinacéo da possivel participacao do virus no perfil génico encontrado
na conjuntiva dos cdes com CCS portadores de cinomose. A concepcao de um terceiro

grupo, composto por cdes com ceratoconjuntivite seca, mas livres de cinomose,
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contribuiria para se estabelecer a real participacdo do virus nas lesées conjuntivais, sua
interferéncia no perfil génico encontrado e a origem das alterac6es da superficie ocular.

Pesquisas futuras devem ser realizadas para que tais consideracbes sejam
esclarecidas.



61

6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos com esta pesquisa, na forma como foi
concebida e executada, permite-se concluir que:

a interleucina 6 exerce uma papel protetor na conjuntiva de caes;

o fator de necrose tumoral alfa e as interleucinas 1 e 10 exercem participagcao

critica na patogénese da ceratoconjuntivite seca de caes com cinomose,;

o fator de necrose tumoral alfa e a interleucina 1 contribuem para a severidade

das lesbBes conjuntivais de cdes com ceratoconjuntivite seca decorrente de

cinomose;

a interleucina 10 protege a superficie ocular de cdes com ceratoconjuntivite seca

decorrente de cinomose, podendo apresentar um potencial terapéutico para esta

enfermidade;

cdes com ceratoconjuntivite seca decorrente de cinomose apresentam,

predominantemente, inflamacdo conjuntival crénica e metaplasia escamosa do

epitélio conjuntival;

a severidade das lesdes, encontradas ao exame clinico oftalmico da superficie

ocular de caes com ceratoconjuntivite seca e cinomose, néo se correlaciona com

os achados histopatolégicos.

A presenca de inflamag&o conjuntival cronica correlaciona-se com a maior

expressao de TNF-a.
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bandas (Rf) no gel de agarose corado com brometo de etideo. Perfis do gene constitutivo
Gapdh e de citocinas encontrados nos animais 5 (A) e 7 (B), pertencentes ao grupo controle.
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Figura 3B. Gréficos obtidos através do programa de analise Quantity One® 1D referentes aos valores
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bandas (Rf) no gel de agarose corado com brometo de etideo. Perfis do gene constitutivo
gapdh e de citocinas encontrados nos animais 6 (E) e 7 (F), pertencentes ao grupo cinomose.
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Figura 5B. Gréficos obtidos através do programa de analise Quantity One® 1D referentes aos valores
dos picos de intensidade das bandas obtidas (pixel) (Int) e valores da distancia percorrida pelas
bandas (Rf) no gel de agarose corado com brometo de etideo. Perfis do gene constitutivo
Gapdh e de citocinas encontrados nos animais 11 (I) e 12 (J), pertencentes ao grupo cinomose.
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Figura 6B. Graficos obtidos através do programa de anélise
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Figura 7B. Gréficos obtidos através do programa de analise Quantity One® 1D referentes aos valores
dos picos de intensidade das bandas obtidas (pixel) (Int)e valores da disténcia percorrida pelas
bandas (Rf) no gel de agarose corado com brometo de etideo. Perfis do gene constitutivo
Gapdh e de citocinas encontrados nos animais 15 (N) e 16 (O), pertencentes ao grupo

cinomose.
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Figura 8B. Gréficos obtidos através do programa de andlise Quantity One® 1D referentes aos valores
dos picos de intensidade das bandas obtidas (pixel) (Int) e valores da distancia percorrida pelas
bandas (Rf) no gel de agarose corado com brometo de etideo. Perfis do gene constitutivo
Gapdh e de citocinas encontrados nos animais 17 (P) e 18 (Q), pertencentes ao grupo

cinomose.
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Figura 9B. Graficos obtidos através do programa de anélise Quantity One® 1D referentes aos valores
dos picos de intensidade das bandas obtidas (pixels) (Int) e valores da distancia percorrida
pelas bandas (Rf) no gel de agarose corado com brometo de etideo. Perfis do gene constitutivo
Gapdh e de citocinas encontrados nos animais 19 (R) e 20 (S), pertencentes ao grupo
cinomose.
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