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FONZAR, J. F. Uso subconjuntival de lipossomas com Rapamicina e
Tacrolimus tépico no tratamento da ceratoconjuntivite seca em cées.
Botucatu, 2014. 88p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar o emprego da associacdo de
Tacrolimus topico com lipossomas contendo Rapamicina, em cdes com
ceratoconjuntivite seca grave, sem resposta a tratamentos convencionais.
Foram estudados 29 olhos com valor de teste lacrimal de Schirmer menor que
5 mm/minuto. Os cées receberam, a cada 15 dias, durante dois meses, injecao
subconjuntival de lipossomas com Rapamicina na dose de 0,4mg/ml, sendo
mantida a medicacao topica com colirio de Tacrolimus 0,03%. Avaliacdo ocular
completa, utilizando-se do protocolo de McDonald e Shadduck modificado, bem
como testes de producao lacrimal Schirmer | e 1l e tempo de ruptura do filme
lacrimal, foram realizados a cada 15 dias. O tratamento empregado ndo gerou
efeitos adversos oculares em nenhum animal estudado. A associacdo de
Tacrolimus topico com lipossomas contendo Rapamicina foi eficaz na
atenuacao dos sinais clinicos de ceratoconjuntivite seca em caes, bem como
incrementou a producdo lacrimal e a qualidade da lagrima dos animais

tratados.

Palavras chave: Cao; Ceratoconjuntivite seca; Rapamicina; Tacrolimus.



FONZAR, J. F. Use of subconjunctivally injected liposome encapsulated
Rapamycin and topically administered Tacrolimus for the treatment of
keratoconjunctivitis sicca in dogs. Botucatu, 2014. 87p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the use of the association of topical
Tacrolimus with liposomes containing Rapamycin in dogs with severe
keratoconjunctivitis sicca, non-responsive to conventional treatments. Were
studied 29 eyes with Schirmer tear test value of less than 5 mm/min. The dogs
received every 15 days a subconjunctival injection of liposomes with
Rapamycin at a dose of 0.4 mg/ml for two months. Topical eye drop medication
was maintained with 0.03% Tacrolimus. Complete ophthalmologic evaluation
using a modified McDonald-Shadduck protocol, as well as Schirmer tear tests |
and Il and tear film break up time were made every 15 days. The treatment
used did not cause ocular side effects in any animal studied. The association of
topical Tacrolimus with liposomes containing Rapamycin was effective in
alleviating the clinical signs of keratoconjunctivitis sicca in dogs, as well as

increased tear production and tear film quality of the studied animals.

Key words: Dogs; Keratoconjunctivitis sicca; Rapamycin; Tacrolimus.



1. INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS) € uma doenca inflamatoria cronica
comum em céaes, resultante de deficiéncia do filme lacrimal pré corneal. Ela
pode ocorrer como uma deficiéncia quantitativa do componente aquoso da
lagrima, bem como uma deficiéncia qualitativa dos componentes lipidico ou
mucinico do filme lacrimal, gerando instabilidade desse filme (GUM et al.,
2007).

Clinicamente, a CCS caracteriza-se por secrecdo ocular mucoide,
hiperemia  conjuntival, blefaroespasmo, Ulcera corneal recorrente,
vascularizacdo corneal e, em casos avancados, pigmentacdo corneal.
Cegueira ou déficit de visdo do olho afetado provavelmente resultam da
densa opacificacdo e pigmentacédo ou ainda de perfuracéo corneal secundaria
a uma ulceracao profunda da cérnea (GUM et al., 2007).

O tratamento para CCS inclui uso de antiinflamatorios, antibidticos,
substitutos da lagrima artificiais e estimulantes da producéo natural de lagrima
(Ciclosporina A, Tacrolimus, Sirolimus). Apesar de todas essas terapias
serem benéficas, a estimulacdo da producdo lacrimal com uso de
imunomoduladores tem se mostrado a alternativa mais eficaz na melhora dos
sinais clinicos e prevencéo da perda da visdo (GRAHN e STOREY, 2004).

Tacrolimus (FK506) é um antibidtico macrolideo isolado da fermentacéo
do Streptomyces tsukubaensis. A molécula liga-se a uma proteina citosolica
especifica, a proteina de ligacdo FK (FKBP), formando um complexo que
inibe a expressado da fase inicial de ativacao de células T, inibindo a resposta
imune mediada por células T (WHITLEY e DAY, 2011).

Rapamicina ou Sirolimus é também um antibiético macrolideo isolado da
fermentacdo do Streptomyces hygroscopicus, ha mais de uma década de
uma amostra de solo em Easter Island (Rapa Nui). Apesar de ser um potente
antifingico, a Rapamicina vem sendo estudada também por suas
propriedades antitumorais e imunossupressoras (SEN et al., 2012).

Apesar da estrutura da Rapamicina ser muito semelhante a do Tacrolimus
e 0s dois componentes compartilharem da mesma proteina de ligacao
(FKBP), seus mecanismos de acdo molecular sdo diferentes. O Tacrolimus

inibe a fase inicial de ativacdo das células T, enquanto que a Rapamicina



inibbe uma fase tardia. Sendo assim, quando utiliza-se Rapamicina
conjuntamente com Tacrolimus €& esperado um efeito sinérgico,
potencializando a acdo de ambos os farmacos. Com a associacdo dos dois
principios a dose necessaria a ser utilizada de cada composto diminui (IKEDA
et al., 1997).

CCS afeta diretamente a qualidade de vida do paciente, seja ele humano
ou animal, pois leva a uma situacdo de incomodo e irritabilidade constantes.
Particularmente em animais, esse quadro € mais severo, pois 0s sinais sao
percebidos pelos proprietarios em estagios muito avancados da doenca, e
ainda, a medicacao e lubrificacdo ficam na dependéncia total e completa do
proprietario. Devido a importancia dessa afeccdo na qualidade de vida é
imprescindivel a compreensdo de seus mecanismos patologicos tanto em
humanos como em animais, para que novas e efetivas alternativas de
tratamento sejam criadas.

O tratamento a base de lubrificantes para olho seco é geralmente
limitado devido ao efeito fugaz das lagrimas artificiais aquosas sobre a
superficie ocular e, ainda, ao incomodo e distor¢do visual causados pela
administracao frequente de pomadas ou geéis. A utilizacdo de lipossomas para
o tratamento desta afeccéo, por se tratar de um método de liberacéo lenta,
promove a diminuicdo da frequéncia de aplicacdo de medicamentos, bem
como reducao da distorcao visual (SHENGYAN et al., 2012).

Os tratamentos convencionais para olho seco em cées requerem
aplicacdo frequente de colirios pelos proprietarios, 0 que muitas vezes é
incomodo ao animal e inviavel a seu dono. Desta forma, o desenvolvimento
de um tratamento a base de lipossomas, via subconjuntival, visa a diminuicao
da frequéncia de aplicacdo de medicamentos topicos. Acrescente-se ainda
que, a utlizacdo de Rapamicina/Sirolimus associada ao tratamento
convencional com Tacrolimus é uma nova alternativa a estimulacao lacrimal
em caes, fatos que justificam a realizacdo desta pesquisa.

Até o presente momento, na literatura consultada, ndo foram encontrados
relatos da aplicacdo da tecnologia lipossomal para o tratamento da
ceratoconjuntivite seca canina, bem como nao foram encontrados estudos
que utilizem o farmaco Rapamicina/Sirolimus associado ao Tacrolimus para

tratamento desta enfermidade nos caes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Anatomia e Fisiologia do Filme Lacrimal

A producdo e a manutencdo da lagrima na superficie ocular séo
importantes, dentre suas principais funcbes destacam-se a prevencdo de
infeccdes bacterianas e virais, a preservacdo do ambiente homeostatico do
filme lacrimal e ainda, a promocdo de uma superficie Optica regular para
refracéo da luz (STERN et al., 2004a).

Durante muitos anos, o filme lacrimal foi caracterizado por ser formado
de trés camadas: uma camada mucinica que recobre a superficie corneal,
uma camada intermediaria aquosa e finalmente, uma camada superficial
formada por lipideos, que atuariam reduzindo a evaporacdo (LAMBERT,
1994).

As mucinas da camada mais interna sdo formadas nas células de Goblet
da conjuntiva, enquanto que a porc¢ao lipidica do filme lacrimal € produzida
pelas glandulas de Meibémio. A porcado aquosa do filme lacrimal nos cées é
produzida principalmente pela glandula lacrimal principal, que esta localizada
dorsolateralmente ao bulbo ocular e também, em menor proporcao, pela
glandula da terceira palpebra (GUM et al., 2007).

Mais recentemente, estudos demonstraram que este modelo de
camadas bem definidas e delimitadas ndo esta perfeitamente correto. O
epitélio corneal possui uma superficie composta por glicocalix formada por
mucinas e fatores de crescimento epiteliais. E ainda, a camada intermediéaria
aquosa do filme, longe de ser somente composta por agua, € preenchida
também por mucinas ligadas a membrana, pequenas mucinas sollveis e
mucinas maiores formadoras de gel (STERN et al., 2004b).

Admite-se que, para compreender a fisiologia da producéo lacrimal,
deve-se levar em consideracéo a interrelacdo entre as glandulas lacrimais, a
superficie ocular e as conexdes nervosas que as suprem. Todas essas partes
consideradas como um todo é o que se chama de “Unidade Funcional
Lacrimal” (STERN et al., 2004a).



Stern et al. (1998) apresentou o conceito “Unidade Funcional Lacrimal”
para descrever a relacédo entre a superficie ocular e as glandulas lacrimais na
producao de lagrima normal e também durante a inflamacéao.

A secrecdo da glandula lacrimal € controlada por atividade neural e
hormonal. A glandula lacrimal apresenta inervacdo parassimpatica e
simpatica: a via parassimpatica é ativada através de um arco reflexo, por
nervos sensoriais na cornea e a via simpatica é ativada através dos nervos
simpaticos, que se originam no ndcleo motor parassimpatico do nervo facial,
mas que viajam com 0 nervo trigémeo até a glandula lacrimal (GUM et al.,
2007).

Um estimulo as terminacdes nervosas da cornea resulta na geracao de
impulsos aferentes pelo ramo do nervo trigémeo. O impulso € transmitido
pelas células do ganglio do trigémeo e faz sinapse no cérebro, que envia o
impulso eferente através do ganglio pterigopalatino e entédo para as glandulas
lacrimais (STERN et al., 1998).

Alguns trabalhos citam a hipotese de que o impulso nervoso que
estimula a producdo das células de Goblet e as glandulas de Meibémio
também percorre essa rota (DIEBOLD et al., 2001; LEDOUX et al., 2001).
Dessa forma, pode-se compreender que os trés principais componentes do
filme lacrimal sdo secretados para a superficie ocular em um sistema
coordenado e controlado entre si (WILLIAMS, 2008).

Alguns neurotransmissores também estdo envolvidos nesse processo,
tais como acetilcolina, peptideo intestinal vasoativo, substancia P,
noradrenalina e calcitonina, porém sabe-se que a aceticolina e a
noradrenalina destacam-se por serem 0S mais potentes estimuladores na
producado de agua e eletrolitos nas lagrimas (LAMBERT, 1994).

O controle hormonal realizado pelo eixo hipotalamopituitario gonadal tem
um efeito profundo na secrecdo lacrimal, com participacdo de diferentes
hormonios; horménio adrenocorticotrofico, hormoénio estimulador alfa
melanocitico, prolactina, andrégenos, estrégenos e progestagenos, todos
influenciando a funcéo da glandula lacrimal (LAMBERT, 1994). Dentre todos,
destacam-se os hormonios andrégenos, que apresentam papel importante na
producdo lacrimal, com efeitos relacionados ao sexo e idade, que serao
discutidos mais adiante (WILLIAMS, 2008).



2.2. Conceitos de imunologia basica

Para uma melhor compreensdo dos mecanismos imunologicos que
estdo envolvidos na superficie ocular e ainda, para posteriormente,
compreender o tratamento objetivado pelo estudo em questdo, faz-se
necessaria a revisao de alguns conceitos de imunologia basica.

Imunidade inata é aquela baseada na resposta fagocitaria como primeira
linha de defesa em uma enfermidade. Ha fagocitose do patdgeno e
consequente liberacéo de citocinas, que irdo determinar o comportamento de
outras células do sistema imune. Este tipo de imunidade ocorre minutos a
horas apos o dano e é visto clinicamente com sinais de inflamacédo aguda:
vermelhidao, dor, inchaco, calor, podendo ocorrer ainda perda da funcdo do
tecido afetado. Outras caracteristicas importantes sao vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular, que permitem a chegada de células
imunes ao sitio de infec¢cédo (TIZARD, 2002).

Imunidade adaptativa € o tipo de resposta imune que depende do
encontro entre um antigeno patolégico e uma célula apresentadora de
antigeno (APC) circulante. APCs, como o0 proprio nome diz, sao
especializadas em capturar e processar antigenos, apresentando-os aos
linfécitos T, promovendo assim estimulo a diferenciacdo e proliferacdo desse
tipo celular (TIZARD, 2002).

Essas APCs, carregando o antigeno, migram do tecido afetado a um
linfonodo regional para ativar e estimular producdo de linfocitos. Esses
linfécitos viajam até o sitio de infeccdo para combater o patdgeno e podem
ainda liberar citocinas, que direcionam outras células imunes para combater
este patégeno. Sao necessarios mais de sete dias para que haja uma
populacdo suficiente e especifica de linfécitos e outras células imunes para
combater o agente (TIZARD, 2002).

Sendo assim, a resposta imune vai depender da ativacdo e
diferenciacao dos linfécitos T, que serdo discutidos a seguir. Para que ocorra
a ativacao das células T ha dois sinais distintos que devem ocorrer: o primeiro
€ realizado através de reconhecimento do antigeno e o segundo atraves de
receptores acessorios de ativacao (TIZARD, 2002; BIROS, 2007).



No primeiro sinal ha a participacdo de duas classes de complexo de
histocompatibilidade maior (MHC) que estdo presentes na superficie das
APCs e sao importantes na apresentacdo do antigeno processado aos
receptores de células T: MHC |, que apresenta antigenos intracelulares e
MCH II, que apresenta antigenos exdégenos, como de bactérias e fungos por
exemplo (TIZARD 2002; BIROS, 2007).

Cada individuo possui uma variedade enorme de receptores de células
T, sendo que cada célula T também € capaz de reconhecer uma variedade
enorme de antigenos. No entanto, uma célula T sé pode se ligar ao antigeno
processado, no contexto de MHC de um mesmo individuo. Receptores CD8 e
CD4 também se ligam a MHC | e MHC II, respectivamente. Linfocitos CD8 e
CD4 contribuem para o primeiro sinal de ativacdo das células T (TIZARD,
2002; BIROS, 2007).

Sem o segundo sinal, ou sinal acessoério, ndo ha ativacéo de células T.
Esse segundo sinal € importante na ativacao de células T jovens e serve para
amplificar os sinais intracelulares da interacéo entre receptores de células T e
MHC. Apo6s a formacdo da ligacdo da célula T acessoéria com a APC, ha
regulacéo por interleucina 2 (IL-2), que resulta em proliferacdo e expanséo de
células T antigeno especificas (TIZARD, 2002; BIROS, 2007).

A partir desses dois sinais € que a diferenciacdo das células T sera
iniciada. Existem trés fatores que influenciam diretamente a natureza das
células T que serdo produzidas: a forma de apresentacdo do antigeno, o tipo
de APC e o microambiente em que as células T sao ativadas (BIROS, 2007).

Existem cerca de trés tipos de células T helper (Th) na resposta imune
adaptativa: Th-1, Th-2 e Th-3. Elas sao definidas pelas citocinas e pelo tipo de
resposta efetora que induzem (BIROS, 2007).

Por exemplo, células Th-1 s&o caracterizadas pela producdo de
interferon gama (IFN gama), fator de necrose tumoral (TNF) e IL-2. Estéao
relacionadas com reacdes de hipersensibilidade, rejeicdo a tumores e
transplantes, podendo ainda ser mediadas por células B. As Th-2 produzem
IL-4, IL-5 e IL-13 e estdo associadas a respostas alérgicas. As Th-3 séo
menos estudadas, porém caracterizadas por seu potencial em suprimir a
resposta imune mediada por Thl (BIROS, 2007).



O nivel de sinal durante a ativacéo das células T é ditado pela afinidade
dos receptores de células T com o MHC; assim, alta afinidade leva a resposta
por Th-1 e baixa afinidade leva a resposta por Th-2 ou Th-3 (BIROS, 2007).

Quando os patdgenos ja foram combatidos ou quando ja ndo ha
necessidade de resposta por células T € imperativo que essa resposta seja
interrompida para nao haver inflamacdo ou danos desnecessarios. Ao
terminar a imunidade adaptativa, reestabelece-se a homeostase, o privilégio

imunoldgico e um ambiente que promove a auto-tolerancia (BIROS, 2007).

2.3. Imunologia da Superficie Ocular

O termo superficie ocular foi introduzido em 1977 para descrever a
regeneracao do epitélio corneal e ressaltar a importancia da relacdo entre o
filme lacrimal, a cornea e a conjuntiva. Estudos mais recentes consideram a
superficie ocular ndo somente uma parte da “Unidade Funcional Lacrimal’,
como também uma unidade imunoldégica com a habilidade de responder a
estimulos internos e externos (BARABINO et al., 2012).

A cérnea normalmente transparente é desprovida de vasos linfaticos e
sanguineos, uma caracteristica chamada de “privilégio angiogénico corneal.
Essa caracteristica tem implicacdo importante no “privilégio imune corneal”
por retardar o transporte de APCs para o compartimento linféide (devido a
auséncia dos vasos linfaticos), bem como limitar as células efetoras que
chegam a cérnea (KUCHLE et al., 2002).

Estudos recentes sugerem que a manutencdo desse privilégio imune
NAo € um processo passivo, mas sim ativo que envolve equilibrio entre fatores
angiogénicos e antiangiogénicos no epitélio corneal (ELLENBERG et al.,
2010).

A cornea normal expressa receptores de fator de crescimento vascular
endotelial (VEGFr-1) que atuam como armadilha aos fatores de crescimento
vascular endotelial endégeno (VEGF), que sao potentes estimuladores da
angiogénese (AMBATI et al., 2007). Como resultado, tanto a hemangiogénese
como a linfangiogénese sao inibidas, contribuindo para a imunidade da

superficie ocular.
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Outros fatores antiangiogénicos expressados pela cérnea sédo a
trombospondina (TSP1), o receptor antagonista da interleucina 1 (IL-1ra) e
ainda, os inibidores de metaloproteinases (TIMPs), que também s&o capazes
de inibir neovascularizagao corneal (BARABINO et al., 2012).

Adicionalmente a este mecanismo inato Unico da coOrnea, a superficie
ocular também usa uma série de mecanismos para modular e suprimir a
resposta imune inflamatoria, o que inclui células efetoras e algumas
moléculas (BARABINO et al., 2012).

A predominancia de APCs (estromal e epitelial) esta na periferia da
cérnea e limbo e, em menor quantidade na area central. Essas células
apresentadoras de antigeno imaturas sédo caracterizadas por apresentarem
baixa expressdao MHC I, o que contribui para a tolerancia de células T, mas
guando ha um insulto a superficie ocular, essas mesmas APCs, induzidas por
citocinas inflamatorias como a interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-alfa) sdo capazes de adquirir MHC Il e moléculas estimulatérias
(BARABINO et al., 2012).

No entanto, ha varios outros mecanismos que tentam controlar esse
processo antagonizando o efeito das citocinas. Dentre eles pode-se citar o
fator de crescimento transformador beta (TGF-beta), que é encontrado na
lagrima humana e apresenta efeito supressor a maturacdo das APCs, ou
ainda, o receptor antagonista da interleucina 1 (IL-1ra), que atenua os efeitos
da IL-1, e também o peptideo vasoativo intestinal, que é secretado pelas
terminacdes nervosas na cornea e regula a expressdo de citocinas pro
inflamatorias como a IL-1 e TNF-alfa, estimulando ainda citocinas
antiinflamatérias como IL-10 e TGF-beta (MOTTERLE et al., 2006).

APCs migram através dos compartimentos linféides e ativam células T,
gue vao para a superficie ocular. Ha fortes evidéncias que células T
reguladoras como CD4+ e CD25+, induzidas pela presenca de IL-2 e TGF-
beta, atuam no centro da modulac&o para limitar os danos imunes da células
T reativas (SHEVACH, 2006).

Células T CD8+ sao conhecidas por serem a populacdo de células T
predominante no epitélio conjuntival humano. Em pacientes com olho seco

tratados com dexametasona topica observou-se aumento dessas células
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reguladoras, no entanto sua importancia na imunopatologia da superficie
ocular ainda permanece desconhecida (REINOSO et al., 2011).

Mais recentemente, vém-se estudando outros mecanismos que limitam
os efeitos das células T reativas na superficie ocular, tais como PD-L,
expressado pelas células epiteliais e endoteliais da cérnea, que inibiria a
proliferacéo de células T e producao de citocinas e também FasL, expressado
pelo epitélio e endotélio corneal, com capacidade de gerar apoptose de
células T reativas, diminuindo a inflamac&o da superficie ocular (EL ANNAN
et al., 2010).

2.4. Ceratoconjuntivite Seca

2.4.1. Caes

Ceratoconjuntivite Seca (CCS), mais comumente conhecida por olho
seco, € uma condicao inflamatoria da superficie ocular causada pela reducao
patolégica do componente aquoso do filme lacrimal, que leva a lesédo da
cérnea. E comum no c&o e diagnosticada por teste lacrimal de Schirmer (TLS)
| com medida menor que 10mm/min concomitantemente com sinais clinicos
patolégicos da superficie ocular (WILLIAMS, 2008). Ja Kaswan e Salisburry
(1989) consideram como portadores de olho seco cdes com valor de TLS |
abaixo de 15mm/min.

A CCS canina pode ser classificada em 2 tipos: no primeiro a producéo
lacrimal é deficiente e, no segundo, a evaporacéo devido a baixa qualidade da
lagrima é a responsavel pela deficiéncia do filme lacrimal. No cédo, esse ultimo
tipo € visto em animais braquicefalicos, que apresentam lagoftalmia, o que
leva a uma falha do fechamento palpebral completo, gerando uma area
central de deficiéncia do filme lacrimal; ou ainda, em cées que apresentam
deficiéncia do componente lipidico do filme lacrimal, o que gera aumento da
evaporacao desse filme (WILLIAMS, 2008).

A CCS pode ter uma Unica causa ou diversas causas associadas; dentre
as possiveis causas em caes pode-se citar: predisposicado genética de certas
racas; induzida por drogas como anestesia geral, atropina, sulfonamidas; de

causa congénita, como por exemplo a alacrimia, que geralmente acomete



12

racas miniatura e € unilateral; iatrogénica por remocao da glandula da terceira
palpebra; infecciosas, por exemplo na cinomose canina; traumatica ou ainda
por desordem metabdlica, como por exemplo diabetes melitus,
hiperadrenocorticismo e hipotireoidismo (GIULIANO e MOORE, 2007;
WILLIAMS et al., 2007).

O avancar da idade também esta diretamente relacionado com
diminuicdo do lacrimejamento. Em filhotes de cées esta descrito que a idade,
0 peso e 0 sexo dos animais afetam diretamente o valor do Teste Lacrimal de
Schirmer, sendo que a partir da 92 ou 102 semana de vida esses cdes passam

a apresentar valores normais, como de adultos (BROADWATER et al., 2010).

2.4.2. Humanos

Em humanos olho seco é definido como “uma desordem multifatorial das
lagrimas e superficie ocular que resulta em sinais de desconforto, visao
prejudicada e instabilidade do filme lacrimal, com potencial dano a superficie
ocular, acompanhada pelo aumento da osmolaridade do filme lacrimal e
inflamacédo da superficie ocular” (INTERNATIONAL DRY EYE WORKSHOP,
2007).

Em humanos a CCS é também dividida em dois tipos:

v' Olho seco evaporativo: em que a producao de lagrima esta
normal, porém a superficie ocular ndo estd adequadamente
lubrificada. Entre as causas mais comuns esta disfuncdo das
glandulas de Meibomio, alteracdes palpebrais, baixo ritmo de
piscar e deficiéncia de vitamina A (INTERNATIONAL DRY
EYE WORKSHOP, 2007).

v' Olho seco por deficiéncia do componente aquoso: que €
caracterizado por reducdo da secrecdo e volume lacrimal
devido a uma falha funcional da glandula lacrimal. Este pode
ser dividido em duas subclasses em humanos: Olho seco por
Sindrome de Sjogren ou Olho seco nao Sjogren (BARABINO
et al., 2012).

Sindrome de Sjogren € uma exocrinopatia em que as glandulas lacrimal,

salivar e potencialmente outras glandulas e Orgdos sofrem um processo
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autoimune, associado a outros sinais sistémicos como artrite reumatoide.
Atualmente, a causa da apoptose do tecido epitelial glandular e infiltracdo de
linfécitos CD4+ nas glandulas lacrimais na Sindrome de Sjogren vem sendo
atribuida a infecgdes virais tais como Epstein Barr virus, virus da hepatite C e
virus tipo | da leucemia de células T (BARABINO et al., 2012).

Olho seco nao Sjogren esta relacionado a uma disfuncdo da glandula
lacrimal sem sinais aparentes de afeccdo imunomediada sistémica. Em
humanos ainda, entre as causas mais comuns estdo a baixa de lagrima
relacionada a idade, onde ha diminuicdo da secrecdo e volume lacrimal, bem
como aumento da osmolaridade e instabilidade do filme lacrimal com
alteracbes na composicdo dos lipideos secretados pelas glandulas de
Meibémio (SULLIVAN et al., 2006).

Outras causas comuns seriam uso de drogas sistémicas que diminuem a
producao lacrimal, hormoénios sexuais, baixa umidade do ar, ambientes com
ventiladores e ar condicionado, que aumentam a evaporagao da lagrima, uso
cronico de colirios, uso de lentes de contato e cirurgias refrativas (BATTAT et
al., 2001).

2.5. Prevalénciada CCS

Em humanos estima-se que, apenas nos Estados Unidos,
aproximadamente 5 milhdes de pessoas com 50 anos ou mais sofrem com
olho seco (BARABINO et al., 2012).

O primeiro levantamento da prevaléncia de olho seco na populacdo
canina foi realizado em uma populacdo de cdes de uma Universidade dos
Estados Unidos em 1976 e sugeriu uma prevaléncia de 0,4% de animais
afetados. Em 1998, também nos Estados Unidos foi documentada uma
prevaléncia de 35% em uma populacdo de 460 cdes (WILLIAMS, 2008).

Williams (2008) cita ainda um trabalho mais recente, porém n&o
publicado, onde os autores estudaram a prevaléncia da CCS em uma
populacdo canina nos Estados Unidos de 1000 cédes, sendo que 4%
apresentaram TLS menor que 10mm/min.

No Brasil, Andrade e Laus (1997) relataram uma prevaléncia da

enfermidade em caes entre 11 a 14,5%.
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2.6. Imunopatologiana CCS

A Ceratoconjuntivite Seca canina €, sem duavida, uma enfermidade
comum e provavelmente uma condi¢cdo pouco reconhecida na rotina clinica
veterinaria. Seu tratamento vem sendo revolucionado nos ultimos 15 anos
apos a introducao dos imunomoduladores, tais como Ciclosporina A (CsA) e
Tacrolimus (FK506), o que sugere uma origem imunomediada para a
enfermidade, no entanto sua etiopatogenia ainda ndo € completamente
entendida (WILLIAMS, 2008).

A quantidade normal de filme lacrimal e seus constituintes
antiinflamatérios reparam e previnem os danos causados pela exposicdo da
superficie ocular aos agentes ambientais, tais como vento, baixa umidade do
ar, piscadas ou exposicao dos olhos a bactérias e virus (STERN et al., 1998).

Uma diminuicdo na producdo de lagrima e consequentemente uma
diminuicdo na lubrificacdo da superficie ocular expde a cornea aos riscos dos
danos provocados pelos fatores ambientais. Em pacientes com CCS, um
estado de inflamacéo cronica surge desse ambiente seco adverso, o qual
resulta em secrecdo de citocinas inflamatoérias pelas glandulas lacrimais e
superficie ocular. Com a progressdo da CCS, ha maior diminuicdo da
producdo de lagrima devido aos infiltrados linfociticos e a secrecdo de
citocinas, com eventual destruicdo ou disfuncédo das glandulas lacrimais, além
de poder haver perda do reflexo nervoso ao estimulo para producdo da
lagrima (STERN et al., 2004a).

A perda desse reflexo nervoso ocorre porque a secrecdo de citocinas e
células inflamatdrias pelas células epiteliais e/ou infiltrados linfociticos
impedem a transmissdo neural direta ou indiretamente; esse processo €
chamado de inflamacgéo neurogénica (STERN et al., 2004a).

Williams (2008) relata que os primeiros estudos sobre a etiopatogenia da
CCS canina aparecem por volta de 1980 com o Dr. Rene Kaswan, o qual
documentou a avaliacao histolégica de 40 glandulas da terceira palpebra e 9
glandulas lacrimais principais de 28 cdes com CCS por diferentes causas;
concluiu que 20% das glandulas da terceira palpebra e 22% das glandulas

lacrimais principais apresentavam tecido glandular insuficiente.
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Izci et al. (2002) mostraram um decréscimo no numero de linfocitos CD8
e uma inversao na proporcao de linfocitos CD4/CD8, em glandulas da terceira
palpebra de cdes com CCS tratados por um més com Ciclosporina 2%, com
melhora dos sinais clinicos concomitante, o que sugere a importancia desse
tipo de células em cées, assim como em humanos.

Williams (2008) cita um trabalho préprio, porém nao publicado onde
realizou-se imunohistoquimica de glandulas da terceira palpebra de nove
animais com TLS | normal, seis com CCS idiopética e dois com CCS de
origem neurolégica. O numero de linfécitos CD3 apresentou-se maior nos
animais com CCS idiopatica e também o numero de células T e B foi maior
nesse grupo, 0 que sugere, que 0 aumento no numero de linfocitos T estaria
mais relacionado a causa da enfermidade do que como resultado do olho
seco, pois caso contrario, estaria elevado também nos animais com
problemas neurolégicos. Tudo isso leva a pensar em uma causa
imunomediada nesses animais idiopaticos.

Em outra tentativa de comprovar uma causa imunomediada a casos de
CCS canina, estudou-se por imunofluorescéncia anticorpos contra antigenos
lacrimais em nove caes com CCS idiopatica sendo que cinco desses animais
apresentaram esses anticorpos. Em 31 animais testados para anticorpos
contra tecido ductal da glandula da terceira palpebra, apenas nove foram
positivos. E ainda 67% desses animais apresentavam hipergamaglobulinemia
e 16% apresentavam IgA elevada. A relevancia desses resultados para
compreender a etiologia da CCS canina, no entanto, nao € definida, porque é
impossivel afirmar que tais alteracbes sejam a causa ou a consequéncia da
enfermidade (KASWAN et al.,1985).

Em animais com Leishmaniose e olho seco concomitante foi feito estudo
histopatolégico das glandulas lacrimais, resultando que a diminuicdo da
secrecdo da lagrima se da devido a infiltragdo no ducto glandular, o que leva
a ocluséo do ducto e diminuicao do fluxo de saida (NARANJO et al., 2005).

Na CCS, a superficie ocular perde sua homeostase e apresenta graus
variados de inflamacdo caracterizados pela expressdo de citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinas, com infiltracdo de células T reativas (STERN et
al., 2010).
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Os mecanismos precisos da imunopatogenia da CCS nao estdo bem
estabelecidos, mas o0 primeiro passo parece se dar com ativacdo dos
componentes imunes inatos. Em muitas doencas autoimunes, resposta imune
primaria (como a ativacdo de ceélulas natural killer) representam um
importante papel ndo somente no direcionamento da resposta, mas também
na modulacdo da resposta imune adaptativa subsequente (WILLIAMS, 2008).

Outra familia de imunoproteinas inatas chamada Toll-like receptors
(TLR) também vem sendo estudada por estar envolvida na inflamacdo da
superficie ocular na CCS. Supde-se que a apoptose, que ocorre em grande
namero na CCS, liberaria cromatina e pequenas particulas ribonucleares que
ativariam esse tipo de célula e que essas células teriam entéo, a capacidade
de induzir autoimunidade na CCS (YEH et al., 2003).

Em humanos e alguns modelos animais, citocinas pro-inflamatorias
encontram-se elevadas em individuos com CCS, tais como IL-1 alfa e beta,
TNF-alfa, IL-6, IL-23, IFN-gama e IL-17 (KANG et al., 2011).

IL-1 e TNF-alfa sdo capazes de estimular o recrutamento de leucdcitos
para a superficie ocular inflamada e ativar essas células para promover
adesdo de moléculas no epitélio e também expressar MHC classe Il nas
células apresentadoras de antigeno. A IL-6 esta relacionada ao
desenvolvimento de células Th1l7 e ainda ha uma estreita correlacdo entre a
presenca de IL-6 com a severidade do dano a superficie ocular epitelial,
incluindo sinais clinicos, como dor e irritagdo, como também tintura positiva
para fluoresceina e lissamina verde. A IL-23 é essencial para a sobrevivéncia
e proliferacao de células Th17 (BARABINO et al., 2012).

Quimiocinas apresentam atividade de quimioatracdo para leucdcitos,
tendo a importante funcéo de regular a ativacéo e trafico dos linfocitos para a
superficie ocular através dos tecidos linfoides. Na CCS, algumas das
guimiocinas ja estudadas com atividade comprovada em humanos sdo: CCL3,
CCL4, CCL5, CXCL9, CXCL10, CCL20 (BARABINO et al., 2012).

Na superficie ocular com CCS, tém-se um ambiente rico em citocinas e
0 epitélio conjuntival produz muito MHC classe Il, até o presente momento na
literatura consultada ndo estd muito bem definida a importancia do MHC
classe Il na patogenia da CCS (BARABINO et al., 2012).
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Na CCS ha envolvimento de células T reativas devido a continua
inflamacédo da superficie ocular. O principal mecanismo na promocdo de
resposta imune seria a apresentacdo de antigeno pelas APCs. Tanto o
epitélio como o estroma corneal possuem APCs imaturas, entdo supde-se
que o estresse dessecativo na CCS poderia induzir a mobilizacdo e
maturacdo das APCs na superficie ocular, desencadeando a resposta imune
(BARABINO et al., 2012).

Ha evidéncias ainda, em estudos com corneas de olho seco de ratos,
que ha um crescimento exclusivamente de vasos linfaticos e ndo sanguineos,
gue aumentariam seu calibre e area em dire¢cdo ao centro da cornea com a
progressdo do olho seco, o que contribui para a migracdo das APCs
(BARABINO et al., 2012).

A compreensao dos mecanismos e mudancas inflamatérias que levam a
uma profunda reducao da producéo lacrimal ndo é simples. Sugere-se que a
citotoxicidade associada aos linfocito do tecido lacrimal € o mecanismo central
dos efeitos patologicos na lacrimogénese. Uma segunda hipotese estaria
associada a apoptose das ceélulas do epitélio glandular, sendo a maior
responsavel pela hiposecrecdo da lagrima. A terceira possibilidade estaria
associada as citocinas liberadas pelas células inflamatdrias que alterariam a
producao lacrimal. E finalmente, como ultima causa pode-se considerar que
as ceélulas inflamatorias, as citocinas associadas a elas ou entdo os auto
anticorpos podem influenciar a neurotransmissdo na glandula lacrimal,
inibindo o estimulo neurolégico necessario para a secrecao lacrimal. Esses
mecanismos ndo sdo excludentes, assim deve-se pensar na combinacdo de
todos esses diferentes fatores no mecanismo de deficiéncia da lagrima, tanto

em caes como também em humanos (WILLIAMS, 2008).

2.6.1. Hormoénios

Dentre os multiplos fatores envolvidos na etiologia da CCS esta a
atividade hormonal. Em humanos, em pacientes diagnosticados com CCS,
que nao apresentam Sindrome de Sjogren, a predominancia € de mulheres
apos menopausa, mulheres gestantes ou ainda mulheres que tomam

contraceptivos. A principio suspeitava-se que o principal hormonio envolvido
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seria 0 estrogeno, no entanto, mulheres apdés menopausa apresentam niveis
diminuidos de estrégeno, enquanto que, mulheres gravidas ou que tomam
contraceptivos tém nivel elevado de estrogeno (CORCORAN et al., 2010).

A alteracdo comum a todos os grupos de mulheres afetadas com olho
seco seria a diminuicdo das taxas de hormdnios androgenos, que ocorre com
a diminuicdo da funcédo ovariana em mulheres apdés menopausa e também
com mulheres gravidas e que tomam contraceptivos (CORCORAN et al.,
2010).

Os hormonios andrégenos estariam ainda relacionados a atividade das
glandulas de Meibémio e também possuem propriedades antiinflamatérias.
Krenzer et al. (2000) observaram que pacientes que tomavam medicagao anti
androgénica apresentaram sinais oculares e sintomatologia de olho seco, com
desvitalizacdo do epitélio corneal e diminuicdo do tempo de ruptura do filme
lacrimal.

Zylberberg et al. (2007) demonstraram que o0 estr0geno regula a
producdo de metaloproteinases 2 e 9 em glandulas lacrimais de coelhos, além
de aumentar a expressao de citocinas inflamatérias como IL-1 beta, IL-6 e IL-
8 nas células do epitélio corneal humano. J4 os horménios andrégenos teriam
atividade anti-inflamatodria reduzindo TNF-alfa e IL-1 beta (CORCORAN et al.,
2010).

Em cées, na literatura consultada, ndo ha estudos que comprovem a

relacéo entre a atividade hormonal e a patogenia da CCS.

2.7. Diagnostico da CCS

A avaliacdo da reflexdo de uma fonte de luz focal sobre a superficie
ocular demonstra a integridade do epitélio corneal e do filme lacrimal, sendo
importante na avaliacédo da superficie ocular (OLLIVIER et al., 2007).

O teste padrdo para mensuracao da lagrima no céo é feito atraves do
Teste Lacrimal de Schirmer, sozinho (TLS I) ou ap6s anestesia topica (TLS II)
(VAN DER WOERDT e ADAMCAK, 2000; OLLIVIER et al., 2007). O teste é
realizado utilizando-se tiras comerciais graduadas em milimetros e

posicionadas no meio do fornix conjuntival inferior durante um minuto. Para a
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realizacdo do TLS Il deve-se instilar colirio anestésico e realizar a secagem
do fornix conjuntival com auxilio de um swab (OLLIVIER et al., 2007).

O TLS I, na realidade, acessa a combinacdo da quantidade de lagrima
produzida e o volume no férnix conjuntival (WILLIAMS, 2005). Consideram-se
normais valores acima de 15mm/min; entre 11-14mm/min CCS subclinico;
entre 6-10mm/min CCS moderada e abaixo de 5mm/min CCS severa.

Os valores do TLS I, segundo a literatura, variam de 18.64+4.47mm/min
a 23.90+2.12mm/min (HAMOR et al., 2000; OLLIVIER et al., 2007). Ja o TLS
Il determina o nivel de lagrima basal, que em cées e gatos supde-se ser 50%
da volume total (OLLIVIER et al., 2007). Segundo a literatura seus valores sao
muito mais variaveis e vao de 3,6+x2.8mm/min a 13.95+4.40mm/min (HAMOR
et al., 2000; OLLIVER et al., 2007).

Outros testes que podem ser utilizados em conjunto com o TLS para
acessar a lagrima e a integridade do filme lacrimal, promovendo uma maior
abrangéncia de diagndstico dos distarbios lacrimais em cées sao: tempo de
ruptura do filme lacrimal, teste com rosa de bengala, teste com verde de
lissamina e avaliacdo das glandulas de Meibémio (OFRI et al., 2007).

O tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL) esta sendo cada vez mais
utilizado para acessar a combinacdo de uma producao lacrimal reduzida e
aumento da evaporacdao em um filme lacrimal deficiente (SAITO e KOTANI,
2001). Esse teste avalia a habilidade da superficie corneal em reter uma
pelicula lacrimal uniforme. E realizado instilando-se uma gota de fluoresceina
topica no olho e depois mantendo-o aberto manualmente conta-se o tempo
desde a ultima piscada (manual) até o aparecimento do primeiro ponto escuro
de evaporacao do filme lacrimal. Recomenda-se o auxilio de luz de cobalto
para uma melhor visualizacdo. Em cdes um TRFL normal apresenta valores
acima de 20 segundos, podendo estar abaixo dos 5 segundos em casos de
CCS. Moore et al. (1987) referem um valor de aproximadamente 19,5
segundos em cées adultos saudaveis.

Coloracédo pelo rosa bengala e lissamina verde mostram alteracdes
patolégicas da superficie epitelial (SAITO e KOTANI, 1999). Rosa bengala é
um derivado da fluoresceina e esta disponivel comercialmente nas formas de
colirio ou tiras de papel. A aplicagcdo com tiras € mais recomendada do que

em solucdo por causar menor irritacdo. Tanto o rosa bengala como a
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lissamina verde coram células epiteliais mortas ou desvitalizadas,
especialmente superficies corneais com deficiéncia de algum componente do
filme lacrimal, no entanto, a lissamina verde vem sendo estudada por
apresentar uma menor citotoxicidade as células do epitélio corneal (OLLIVIER
et al., 2007).

As glandulas de Meibdmio apresentam um papel fundamental provendo
lipidios, que reduzem a evaporacdo da pelicula lacrimal, porém ha poucos
estudos sobre sua avaliagdo em cédes e nenhum estudo que comprove sua
relacdo com a CCS canina (OFRI et al., 2007).

Sendo assim, o TLS continua sendo um importante critério para julgar
uma superficie ocular saudavel, sendo as leituras abaixo de 10mm/min
consideradas como olho seco. A pesar de sua pobre repetibilidade e
inconsisténcia, o TLS | € o teste padrdo de eleicdo para avaliar a producao
lacrimal em cédes ha mais de 30 anos (BROADWATER et al., 2010). O que
acontece na pratica clinica veterinaria, no entanto, € que este teste ndo é
realizado como rotina, sendo o olho seco portanto somente diagnosticado em
casos cronicos. 975647781 D

2.8. Tratamento

Recentes pesquisas sobre a patogenia da CCS levam a uma
compreensao diferente de tratamento da enfermidade. A abordagem
tradicional baseada no uso de substitutos da lagrima, apesar de ter grande
importancia na manutencdo do equilibrio fisiologico da superficie ocular,
demonstra grandes limitacdes (WILLIAMS, 2008).

CCS idiopatica em caes é considerada uma afeccdo presumidamente
imunomediada que envolve as glandulas lacrimais, sendo os imunomodulares
os farmacos de eleicdo para seu tratamento (WILLIAMS, 2008). Um fator que
sugere fortemente a origem imunomediada de algumas CCS idiopaticas em
cdes esta na resposta positiva ao tratamento com farmacos
imunomoduladores. A imunomodulacdo para afetar ou manipular o sistema
imune nos seus pontos criticos pode causar uma mudanca na expressao da
enfermidade e promover uma estratégia efetiva de tratamento da CCS
(GIULIANO e MOORE, 2007).
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Ciclosporina A (CsA), Tacrolimus (FK506) e Rapamicina sdo produtos de
origem natural que inibem a ativacdo de linfocitos. Tacrolimus e Rapamicina
sdo moléculas pequenas que se ligam a receptores citosolicos chamados
imunofilinas. Nos linfocitos T, a CsA se liga a ciclofilina, enquanto que FK506
e a Rapamicina se ligam a um receptor distinto, 0 FKBP (BERTELMANN e
PLYER, 2004).

Ciclofilinas séo diferentes do FKBP, porém apresentam atividade
enzimatica semelhante. Tanto o complexo Ciclofilina/Ciclosporina quanto
FKBP/Tacrolimus interagem com a calcineurina bloqueando a transcricdo de
linfocinas. Sem linfocinas, ndo ha IL-2 e a ativacdo de linfécitos Th é
bloqueada, resultando em inibicdo da ativacdo de resposta das células T e B
(BERTELMANN e PLYER, 2004).

Ja a Rapamicina ndo apresenta efeito na producéo de linfocinas, agindo
no bloqueio da transducédo dos receptores dessa linfocinas, inibindo assim a
proliferacéo de linfécitos T. Tacrolimus e Rapamicina sdo muito mais potentes
que a Ciclosporina na inibicdo da resposta de células T e B (TIZARD, 2002).

Apesar da estrutura da Rapamicina ser muito semelhante a do
Tacrolimus, e os dois componentes compartilharem da mesma proteina de
ligagdo (FKBP), seus mecanismos de acdo molecular sdo muito diferentes.
Sendo assim, quando utiliza-se Rapamicina conjuntamente com Tacrolimus
obtem-se efeito sinérgico, potencializando a acdo de ambas as drogas. Com a
associacdo dos dois principios a dose necessaria a ser utilizada de cada
composto diminui (IKEDA et al., 1997).

Gilger et al. (2013) estudaram um derivado semi sintético da CsA, o
SCY-641, o qual € um potente inibidor de citocinas e que possui solubilidade
em agua elevada, o que o coloca em vantagem em relacdo aos outros
imunomoduladores que sdo altamente insolGveis em agua.

A formulacdo de colirios com substancias altamente lipofilicas e
insollveis requer o uso de uma base oleosa, 0 que pode acarretar em
algumas desvantagens como dificuldade de aplicacéo, irritacdo local e ainda
possibilidade de reacbes alérgicas por conta do veiculo oleoso (GILGER et
al., 2013).
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No estudo de Gilger et al. (2013) concluiu-se que o tratamento topico
com SCY-641 é bem tolerado e apresentou resultados semelhantes na
producao lacrimal, quando comparado com outros imunomoduladores.

Os imunomoduladores somente irdo agir quando ainda existe algum
remanescente de tecido glandular, ou seja, quando a glandula ainda nao
atingiu um estado avancado de inflamacéo, senéo as alternativa terapéuticas
viaveis seriam cirdrgicas, como a tarsorrafia parcial, oclusdo do ponto
lacrimal, transposicdo do ducto parotideo, ou ainda, a transposicao de
glandulas salivares menores (WILLIAMS, 2008; ANGELICO et al., 2011).

Apesar dos efeitos promissores dos imunomoduladores € importante
enfatizar as limitacbes do uso tépico. O tratamento requer meses de
continuidade para demonstrar sua eficacia e ainda alguns pacientes
demonstram intolerancia como ardéncia e irritabilidade apos aplicacdo, o que

faz com que o uso seja descontinuado (BARABINO et al., 2012).

2.8.1. Ciclosporina A

A CsA é um antibiotico macrolideo que foi isolado a partir do fungo
Tolypocladium inflatum. Sua estrutura molecular é constituida por um
undecapeptideo ciclico hidrofébico. No citoplasma, a CsA liga-se as
ciclofilinas. O complexo ciclofilina/CsA bloqueiam a calcineurina induzindo a
fosforilacdo de fatores de transcricdo que estdo envolvidos na expressao
células T, tais como a IL-2 e INF-gama. O efeito do tratamento com CsA € o
bloqueio da resposta de Thl e inducdo da expressdo de MHC classe |
(TIZARD, 2002).

A Ciclosporina A (CsA) foi a primeira droga a ser testada via topica para
tratar a CCS canina. Os primeiros trabalhos sugeriam uma concentracdo para
uso oftalmolégico de 2% (MORGAN e ABRAHAMS, 1991). Ja outros
sugeriam 1% (OLIVERO et al., 1991) e a formulacdo comercial mundialmente
conhecida Optimune (Union, New Jersey) apresenta concentracao de 0,2%.

CsA é um metabdlito fungico natural que foi extensivamente estudado
devido ao seu uso como imunossupressor no controle da rejeicdo de

transplantes de 6rgdos e no tratamento de enfermidades imunomediadas.
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Sua apresentacao topica oftalmoldgica foi aprovada pela U.S. Food and Drug
Administration (FDA) em dezembro de 2002 (BERTELMANN e PLYER, 2004).

Em humanos, ja teve sua eficacia topica em oftalmologia comprovada no
alivio de sinais da CCS e atividade antiinflamatoria. Apesar dos efeitos
adversos da administracdo de CsA pelas vias oral e endovenosa como
nefrotoxicidade e hipertensdo, o uso tOpico demonstrou baixa absorcao
sistémica e nenhum efeito colateral, a ndo ser uma sensacdo passageira de
queimacdo apos a aplicacdo, relatada por alguns pacientes (SALL et al.,
2000).

Os efeitos imunomodulatorios da CsA ocorrem pela inibicdo da ativacao
de células T. Ela atua no citoplasma formando um complexo com a ciclofilina
A, que se liga a calcineurina resultando em producéo de citocinas. Estudos
demonstraram diminuicdo da IL-6 apés seis meses de tratamento topico com
CsA (TURNER et al., 2000).

Outro mecanismo da Ciclosporina A seria a inibicdo da apoptose,
demonstrada em humanos e em células da glandula lacrimal de cées
(KASWAN e SALISBURY, 1989).

2.8.2. Tacrolimus

Tacrolimus (FK506) é um antibidtico macrolideo isolado da fermentacéo
do Streptomyces tsukubaensis. A molécula liga-se a uma proteina de ligacao
citosélica especifica, a proteina de ligacdo FKBP, formando um complexo que
inibe a expressado da fase inicial de ativacao de células T, inibindo a resposta
imune mediada por essas células (WHITLEY e DAY, 2011).

Assim como a CsA, o Tacrolimus é lipofilico, embora apés aplicacéo
topica o nivel intraocular atingido pelo Tacrolimus demonstrou ser mais
elevado que o atingido pela CsA. Niveis intraoculares podem ser
significativamente aumentados por combinacédo do farmaco com os veiculos
de transporte, como lipossomas (MOLOKHIA et al., 2013).

Em humanos o uso topico do FK506 foi considerado benéfico no
tratamento de pacientes ap0s ceratoplastia por causa de Ulcera de Mooren e
também em pacientes que sofrem de conjuntivite atopica, com reducdo dos
sinais clinicos (MOORE, 2004).
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Williams (2008) relata que em casos refratarios ao efeito lacrimogénico
da Ciclosporina 2%, o uso do Tacrolimus apresenta melhora dos sinais
clinicos. E Berdoulay et al. (2005) encontraram um efeito lacrimogénico do
Tacrolimus mais potente que a Ciclosporina. Moore (2004) refere que a
atividade do Tacrolimus in vitro € 10 a 100 vezes mais potente que a CsA.

Tacrolimus topico ja foi avaliado em uma série de trabalhos com bons
resultados para o tratamento da CCS canina. Uma formulacdo a 0,03%
aplicada duas vezes ao dia demonstrou ser segura e tao eficaz quanto a CsA
2% (GRAHN e STOREY, 2004). Em outro trabalho a concentracédo de 0,02%
também foi capaz de aumentar a secrecédo lacrimal sem efeitos colaterais em
cdes (BERDOULAY et al., 2005).

2.8.3. Rapamicina

A Rapamicina, também chamada de Sirolimus é um antibidtico
macrolideo ciclico, que tem uma estrutura molecular semelhante ao
Tacrolimus. Ela foi isolada a partir do Streptomyces hygroscopicus,
encontrado pela primeira vez na llha de Pascoa (Rapa Nui), fato que deu
origem a seu nome (BERTELMANN e PLYER, 2004).

As propriedades imunossupressoras da Rapamicina foram primeiro
detectadas por Sehgal em 1977. Rapamicina se liga ao FKBP-13 (proteina 13
de ligacdo FK), mas ndo tem efeito sobre o complexo de
Calcineurina/Calmodulina (em contraste com a CsA). Além disso, nao
interfere com a producao de IL-2 . No entanto, a Rapamicina inibe algumas
proteinas mTOR, cujo nome do inglés é Mammalian Target of Rapamycin,
gue estdo associadas com a progressdao do ciclo celular na fase G1
(ONYESOM et al., 2013).

Esta aprovada pela FDA desde 1999 para a profilaxia contra rejeicao de
transplantes de 6rgdo em pacientes humanos maiores de 13 anos de idade
(GHANBARZADEH et al., 2013). A Rapamicina apresenta pobre solubilidade
em agua (2.6ug/mL) e alta lipofilicidade (logPgpy = 5.77). Sua

biodisponibilidade quando administrada por via oral € baixa, devido a

sensibilidade aos acidos gastricos, absorcdo intestinal e metabolismo
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hepatico. A encapsulacdo do farmaco dentro de nanoparticulas, como por
exemplo lipossomas, poderia melhorar sua estabilidade (ONYESON et al.,
2013).

Em comparacdo com CsA e Tacrolimus (FK506), a Rapamicina interfere
com a progressao do ciclo celular em um estagio posterior e ndo bloqueia os
fatores estimuladores de proliferacao (por exemplo, IL-2), mas sim o sinal de
proliferacéo que € induzido por esses fatores (GHRAN e STOREY, 2004).

Rapamicina € reconhecida ainda por suas propriedades anticancer,
sendo capaz de inibir crescimento tumoral e metastase (ONYESOM et al.,
2013).

Em oftalmologia a Rapamicina ja foi testada na forma de colirio em
concentracdo de 1mg/ml (0,1%) (BUECH et al., 2007). Neste estudo Buech et
al. (2007) demonstraram que o colirio de Rapamicina ndo foi capaz de
penetrar a cornea integra; conseguindo atingir a concentracao terapéutica
minima, que seria 7 a 12 ng/ml, apenas apos a remocao completa do epitélio

corneal de porcos.

2.9. Medicacdo em Oftalmologia — Dificuldades e Novas

Alternativas

O olho é um 6rgéo pequeno e complexo separado do resto do corpo por
multiplas camadas de barreiras bioldgicas. As estruturas e tecidos oculares
internos estéao protegidos do meio externo pelas estreitas jungdes das células
do epitélio corneal e da superficie mucosa. Portanto, o primeiro desafio da
administracdo de drogas em oftalmologia é ultrapassar essas barreiras
protetoras, conseguindo atingir o0s tecidos alvo em uma concentracao
terapéutica efetiva (SHENGYAN et al., 2012).

O objetivo da administracdo de medicamentos oftalmoldgicos é tratar de
forma localizada as doencas oculares, sem atividade sistémica da droga, o
gue poderia causar efeitos indesejados. (SHENGYAN et al., 2012)

Um sistema ideal de administracdo de farmacos para o olho deve
possuir algumas propriedades importantes, tais como: um perfil de liberacédo
controlado, que mantenha a concentragao terapéutica do farmaco durante um

periodo prolongado de tempo, reduzindo assim a frequéncia de
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administracdo; adaptacdo e retencdo especificas aos tecidos doentes,
melhorando a eficiéncia terapéutica e diminuindo efeitos colaterais; um
método de administracéo eficaz que néo gere efeitos colaterais (SHENGYAN
et al., 2012).

As dificuldades para administrar medicamentos oftalmolégicos comegam
na anatomia e fisiologia do olho, um 6rgdo que é dividido em segmentos
anterior e posterior. A administracdo topica na forma de colirios, suspensfes
ou pomadas sao as formas preferidas para tratamento de doencas do
segmento anterior, além da facilidade de acesso e baixo custo. No entanto,
administracdo local para a porcdo anterior do olho via topica é
significativamente limitada por alguns mecanismos da superficie ocular, como
lacrimejamento, evaporacéao e reposicdo lacrimal constante (ACHOURI et al.,
2013).

Adicionalmente, drogas administradas topicamente sao absorvidas pela
via corneal (cornea - humor aquoso - tecidos intraoculares) ou pela via néo
corneal (conjuntiva — esclera — coroide - epitélio pigmentar da retina). Devido
a todos esses mecanismos e barreiras oculares, menos de 5% do total
administrado topicamente atinge o humor aquoso (ACHOURI et al., 2013).

Por exemplo, apds administracdo de uma solucao oftalmolégica comum
contendo 0,05% de ciclosporina para tratar olho seco, mais de 95% da droga
atinge a circulacéo sistémica via transnasal ou absor¢cao conjuntival (PENG et
al., 2011).

2.9.1. Nanocarreadores

Até o presente momento na literatura, nanocarreadores parecem ser
uma ferramenta promissora como sistema de administracao de farmacos para
a superficie ocular (SHENGYAN et al., 2012).

Nanotecnologia € o ramo da ciéncia que estuda e desenvolve materiais
com dimensfes entre 1-100nm. O termo “nanotecnologia” comecou a ser
utilizado em 1974 por pesquisadores japoneses e desde entdo vem sendo
utiizado em diferentes areas como medicina, farmacologia, quimica e
agricultura. Nas duas ultimas décadas inameros trabalhos foram publicados

relatando o0 sucesso da aplicacdo de nanoparticulas para tratamentos
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inovadores na medicina, 0 que inclui uma variedade de aplicacbes que
promovem meios muito mais eficientes de disponibilidade dos farmacos aos
tecidos (GONZALEZ et al., 2013).

Nanoparticulas, por apresentarem um tamanho muito pequeno,
apresentam alta difusividade por membranas, tal como o epitélio corneal: um
significativo numero de trabalhos ja demonstraram que o uso topico de
nanomateriais aumenta a permeabilidade corneal de algumas drogas
(SHENGYAN et al., 2012).

Avancos no desenvolvimento de sistemas de administracdo
oftalmolégica baseados em nanoparticulas nédo servem apenas para O
tratamento de doencas da superficie ocular, como também geram novas
possibilidades para o tratamento de afeccbes intraoculares, com
acometimento por exemplo da cordide ou retina, usando métodos de
administracdo nao invasivos. (SHENGYAN et al., 2012)

Muitos pesquisadores tém desenvolvido diferentes tipos de
nanomateriais para administracdo oftalmolégica de farmacos. Os trés
principais objetivos da medicacdo ocular com nanocarreadores seriam:
aumento da permeabilidade do farmaco; controle dos mecanismos de
liberacdo do farmaco e capacidade de modificar a superficie do
nanocarreador para um alvo especifico (ACHOURI et al., 2013).

Devido ao tamanho pequeno desses nanocarreadores, a permeabilidade
do farmaco aumenta muito, reduzindo a frequéncia de medicacéo e reduzindo
o custo do tratamento (SHENGYAN et al., 2012).

2.9.2. Injecado Subconjuntival

Atualmente, administracdo de farmacos pela via periocular vem sendo
também investigada como um meétodo pouco invasivo, porém muito eficiente
em atingir concentracdes intraoculares desejadas (SHENGYAN et al., 2012).

Administracdo periocular refere-se a injecdo da droga na periferia do
olho, tal como regido subconjuntival, porcdo subtenoniana ou regifes
parabulbares (POZO-RODRIGUEZ et al., 2013).
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No entanto, administracéo periocular de farmacos néo é livre de efeitos
adversos, tais como aumento da pressao intraocular, desenvolvimento de
catarata, hifema, estrabismo e descompensacao corneal (REGNIER, 2007).

A administracdo subconjuntival é indicada para condi¢cdes inflamatorias
ou infecciosas da cornea e segmento anterior. Essa via de administracao
promove niveis terapéuticos do medicamento por 8 a 12 horas apdés uma
Unica injecdo de farmacos sollveis em agua e de 2 a 3 semanas para
suspensdes. E indicada para suplementar a terapia tépica e reduzir a
necessidade de medicacao frequente (REGNIER, 2007).

Injecdo subconjuntival € ainda considerada a menos dolorosa e 0 mais
eficiente meio de administracdo de farmacos para 0 segmento posterior
(POZO-RODRIGUEZ et al., 2013)

Geralmente a via subconjuntival € mais util para a administracdo de
farmacos altamente hidrofilicas ou lipofilicas, que ndo apresentam boa
penetracdo através do epitélio corneal. Para melhor eficacia sua
administracdo deve ser realizada abaixo da conjuntiva bulbar ou da capsula
de Tenon (POZO-RODRIGUEZ et al., 2013).

Apesar da natureza invasiva das injecdes perioculares, muitos estudos
in vivo ja demonstraram que nanoparticulas administradas por essa via nao
causaram nenhum sinal de irritacdo ou resposta inflamatoria, porém o uso
prolongado de tais medicacbes deve ser ainda pesquisado (SHENGYAN et
al., 2012).

Niveis terapéuticos prolongados foram alcancados apods injecao
subconjuntival de suspensdo de lipossomas contendo diferentes tipos de
drogas tais como: 5-Fluorouracil, Ciclosporina, Gentamicina e Tobramicina
(MEZEI e MEISNER, 1992).

2.9.3. Lipossomas

Lipossomas séo particulas biocompativeis e biodegradaveis compostas
de bicamadas lipidicas, constituidas principalmente por fosfolipidios. A
tecnologia lipossomal foi descoberta ha mais de 50 anos atras, no entanto,
ainda ndo é largamente utilizada na industria farmacéutica (SHENGYAN et
al., 2012).
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Apresentam uma estrutura esférica oca, formando uma vesicula com
uma fase lipofilica (bicamada lipidica) e uma fase hidrofilica (compartimento
aquoso). Devido a essa natureza bifasica, os lipossomas podem encapsular
tanto agentes terapéuticos hidrofilicos quanto lipofiicos em cada
compartimento. Algumas propriedades lipossomais, como por exemplo a
carga de sua superficie, podem ser controladas e modificadas variando sua
composicao lipidica. Uma medicacéo lipossomal topica por exemplo, sera
melhor absorvida pela cornea se apresentar uma carga positiva, do que uma
carga negativa ou neutra (MEZEI e MEISNER, 1992).

Estudos recentes, utlizando formulacbes lipossomais para
administracdo de farmacos em oftalmologia comprovam haver aumento da
absorcdo e maior controle na liberagdo de medicamentos para o olho. No
entanto, os lipossomas ainda enfrentam alguns desafios que merecem ser
estudados, como a estabilidade estrutural limitada e a baixa capacidade de
armazenamento, devido a natureza complexa de sua estrutura (SHENGYAN
etal., 2012.)

Lipossomas séo vesiculas microscopicas esféricas compostas por folhas
circulares de fosfolipidios que envolvem um compartimento aquoso. Os
fosfolipidios apresentam uma cabeca hidrofilica polar orientada para o exterior
e uma cauda hidrofébica apolar localizada no interior da membrana. Em
solugcéo aquosa se arranjam em camadas, formando vesiculas parecidas com
células artificiais, que envolvem agua e material insolivel em agua em uma
esfera de fosfolipidios (MEZEI e MEISNER, 1992).

Como resultado, os lipossomas permitem que substancias solluveis e
insolUveis em agua possam ser utilizadas juntas sem adicdo de surfactantes
ou outros emulsificantes (MEZEI e MEISNER, 1992).

Os diferentes tipos de lipossomas que podem ser formados sao
univesicular (ULV) ou multivesicular (MLV) e, dependendo de sua
composicdo, podem ter carga positiva, negativa ou neutra. Desta forma,
lipossomas podem ser personalizados para a maioria das necessidades
variando seu conteudo lipidico, tamanho, carga e método de preparacdo
(MEZEI E MEISNER, 1992).

Os principais componentes lipossomais sao lipideos, agua, farmacos e

possiveis eletrolitos. Os lipideos séo principalmente fosfolipideos e colesterol.
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A maioria dos lipossomas é preparada utilizando-se lecitina de ovo ou de soja.
Em estudos de biocompatibilidade foi demonstrado que a lecitina de soja
apresenta os melhores resultados. Colesterol geralmente é incorporado aos
lipossomas para conferir estabilidade a membrana e minimizar o escape da
droga soluvel encapsulada, no entanto sua inclusédo afeta as propriedades
vesiculares. Eletrolitos séao utilizados para melhorar a formacado das camadas
lipidicas e promover isotonicidade. Sendo os lipossomas constituidos de
substancias similares a membranas celulares, € esperado que eles sejam
preparacdes biocompativeis e biodegradaveis (MEZEI e MEISNER, 1992).

Devido a natureza bifasica (agua e lipideos) dos lipossomas, tanto
ingredientes lipofilicos quanto hidrofilicos, dependendo da sua solubilidade,
podem ser acomodados as vesiculas e, com isso, quase qualquer tipo de
farmaco pode ser encapsulado. O medicamento ideal para ser encapsulado &
aguele que apresenta potente atividade farmacologica e que seja, ou
altamente soluvel em agua, ou em lipideos (MEZEI E MEISNER, 1992).

Se o farmaco € solivel em agua, ele sera encapsulado dentro do
compartimento aquoso e sua concentracado no produto lipossomal dependera
do volume de agua e da solubilidade do farmaco. Se a farmaco & lipofilico, se
encontrara aderido as camadas lipidicas ou dissolvido na fase de lipideos.
Estando o farmaco associado com as camadas lipidicas, ele ndo saira
facilmente para a fase externa aquosa e por isso geralmente o coeficiente de
encapsulacdo de farmacos lipofilicos € maior que de hidrofilicos (MEZEI e
MEISNER, 1992).

As principais vantagens do uso de lipossomas sdo a reducdo da
frequéncia de medicacdo, diminuicdo da concentracdo do medicamento,
capacidade de ser alvo especifico no tecido desejado, o que melhora o indice
terapéutico do farmaco e reduz sua toxicidade nos tecidos sadios e, ainda, a
habilidade de atingir passivamente 0 sistema mononuclear fagocitario
(MAURER et al., 2001; HUWYLER et al., 2002).

Em farmacologia oftalmoldgica, os lipossomas sdo estudados em uma
variedade de métodos de aplicacdo para tratamento de afeccbBes tanto de
segmento anterior quanto segmento posterior. Zhao et al. (2009) estudaram a

encapsulacdo da Rapamicina em lipossomas demonstrando ser um método
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eficaz de aplicacdo da droga, capaz de diminuir consideravelmente a
vascularizacéo corneal de ratos.

A aplicacdo tépica € o meio mais conveniente e frequente, mas alguns
pesquisadores experimentaram também as vias intravitrea e subconjuntival,
com o objetivo de melhorar a penetracdo dos farmacos pela via ocular
(MEZEI e MEISNER, 1992).

Apesar de ser mais vantajosa para o tratamento de doencas do segmento
anterior, a administracao topica em oftalmologia encontra alguns obstaculos,
como a remocdo rapida do medicamento pelo filme pré corneal, a
justaposicdo das células do epitélio corneal, que promovem uma barreira
efetiva a penetracdo da maioria dos agentes farmacoldgicos e a pouca
penetracdo de substancias altamente hidrofilicas e hidrofobicas através do
epitélio e estroma corneal (MALHOTRA e MAJUMDAR, 2001; KAUR e
SMITHA, 2002).

Com o objetivo de evitar esses problemas a aplicacdo subconjuntival foi
também estudada na forma lipossomal com resultados promissores quanto a
penetracdo e farmacocinética intraocular. O tempo de acdo do farmaco na
forma de lipossomas aplicado subconjuntival foi consideravelmente
prolongado. Estudos em coelhos demonstraram que apdés 7 dias da aplicacao
das vesiculas lipidicas via subconjuntival foi detectado conteudo lipossomal
em coOrnea, esclera, retina e coroide, demonstrando que esse tipo de

aplicacdo reduz a necessidade frequente de medicacédo (HIRNLE et al, 1991).
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como principais objetivos avaliar em caes com

Ceratoconjuntivite Seca:

- A acdo da associacdo de Tacrolimus toépico 0,03% com
lipossomas contendo Rapamicina na concentracéo 0,4mg/mi;

- a via subconjuntival para a administracdo de farmacos no
tratamento de caes com ceratoconjuntivite seca canina cronica e
grave;

- o efeito do tratamento no Teste Lacrimal de Schirmer | e Il, bem
como no Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal com a progresséo

do tratamento.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos

A pesquisa foi conduzida obedecendo-se aos critérios da Association for
Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) (ARVO 2012) e sob a
anuéncia dos proprietarios e aprovacdo da Camara de FEtica e
Experimentacdo Animal da FMVZ — UNESP — Campus Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil (Protocolo n® 195/2013).

4.2, Medicamentos e materiais utilizados

As solucgdes contendo lipossomas vazios e lipossomas com Rapamicina
foram gentilmente cedidas pelos Laboratérios Santgar no Meéxico, em
associacdo com a Universidade Nacional Autdnoma do México (UNAM).

Laboratérios Santgar também forneceram todos os demais colirios e

tiras diagndsticas utilizados neste estudo e estédo listados Anexo 1.

4.3. Delineamento Experimental

43.1. Fase | — Testes em coelhos

* Testes em coelhos utilizando lipossomas sem medicacgéao

Foram utilizados 8 animais Oryctolagus cuniculus, provenientes do
Biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Nacional Autbnoma do México, sendo todas fémeas jovens. Todos os animais
estudados apresentavam-se clinicamente sadios e sem alteracdes ao exame
clinico oftalmologico.

Os 8 coelhos receberam injecéo subconjuntival de 0,3ml de uma solucéo
contendo lipossomas vazios no olho esquerdo, servindo o olho direito como
controle de cada animal.

Foi aplicada 1 injecdo a cada 7 dias, por um periodo de um més (4

semanas).
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Os animais foram avaliados a cada 3 dias, utlizando-se uma
modificacdo do protocolo de McDonald-Shadduck para graduacdo da
inflamac&o ocular (Anexo 2).

Para a aplicacdo das injecdes foi realizada anestesia topica com colirio

de Cloridrato de Proparacaina 0,5% e contengcdo manual.

» Testes em coelhos utilizando lipossomas com Rapamicina

Apo6s encerrado o periodo de um més de testes com lipossomas vazios,
iniciaram-se os testes com lipossomas contendo Rapamicina na concentracao
de 0,4mg/ml.

Os mesmos 8 coelhos receberam injecdo subconjuntival de 0,3ml de
uma solucdo contendo lipossomas com Rapamicina no olho esquerdo,
servindo o olho direito como controle de cada animal.

Foi aplicada 1 injecdo, a cada 7 dias, por um periodo de um més (4
semanas).

Os animais foram avaliados a cada 3 dias utilizando-se uma modificacao
do protocolo de McDonald-Shadduck para graduacdo da inflamacao ocular
(Anexo 2).

Apl6s os dois meses de testes, os 8 animais foram mantidos sob

observacéo por mais dois meses.

e Bidpsia Conjuntival

Foi coletado de 4 animais material conjuntival para analise sob
Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM).

As coletas ocorreram 7 dias ap6s a aplicacdo da ultima injecéo
subconjuntival, tanto com lipossomas vazios quanto com lipossomas com
Rapamicina.

Com contencdo manual e colirio de Cloridrato de Proparacaina 0,5%
colocou-se um blefarostato infantil. Com uma pinca colibri e uma tesoura de
conjuntiva foi retirado da conjuntiva bulbar superior na posicdo de 11 a 2
horas um fragmento retangular de aproximadamente 1cmx0,5cm; a

profundidade do fragmento incluia conjuntiva bulbar e capsula de Tenon.
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O fragmento foi mantido refrigerado em solucdo de Glutaraldeido e
processado no Laboratorio de Microscopia Eletrbnica da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Nacional Auténoma do

México.

4.3.2. Fase Il — Tratamento de Caes com Ceratoconjuntivite Seca

* Animais utilizados

Foram utilizados 29 olhos de 17 animais da espécie canina, sendo 12
machos (3 castrados e 9 ndo castrados) e 5 fémeas (2 castradas e 3 nao
castradas).

Com relacdo a idade, na Tabela 1 observam-se os valores minimo e
maximo, bem como a mediana, média e desvio padrdo dos animais

estudados.

TABELA 1. Idade dos animais estudados em anos.

Minimo Maximo Mediana Média Desvio
padréo
Idade 3 13 7 7,4 2,9

Na Tabela 2 estd demonstrado o numero de animais de cada raca

utilizada no estudo.

TABELA 2. Distribuicdo dos cédes estudados segundo aracga.

Raca NUumero de animais

Schnauzer
Poodle
Pastor Alemé&o
Buldogue Inglés
Pastor Branco
Basset Hound
Maltés
Welsh Corgi
Lhasa Apso

P R P P P NN W O
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» Critérios de incluséo para o estudo:

Todos os animais utilizados foram previamente diagnosticados com
Ceratoconjuntivite Seca cronica de causa supostamente imunomediada. A
causa imunomediada € sugerida e ndo comprovada. Os animais que
participaram do estudo passaram por uma avaliacdo geral, na qual foram
descartadas causas sistémicas, endocrinas ou infecciosas.

Além de estarem saudaveis, porém exibindo sinais clinicos oculares,
foram selecionados apenas animais que preencheram rigorosamente 0s

critérios abaixo delineados:

v' Teste Lacrimal de Schirmer | menor que 5mm/minuto, em um
ou ambos os olhos;

v Sinais clinicos de olho seco crénico como: secrecao ocular
intermitente, desconforto ocular, blefarospasmo, decréscimo
de viséo, opacidade, vascularizacdo ou pigmentacao corneal;

v' Cées submetidos a tratamento para olho seco com Tacrolimus
0,03% topico por um periodo minimo de quatro meses, sem
resposta’;

v Cédes doceis e proprietario comprometido a realizar
corretamente o tratamento, bem como comparecer a todos 0s

retornos.

e Sequéncia experimental

Os animais foram selecionados no Hospital Veterinario de
Especialidades OFTALVET na Cidade do México, México.

Apés inclusdo dos animais nos pré-requisitos da pesquisa e
concordancia dos respectivos proprietarios, iniciou-se o tratamento com

lipossomas.

1 Nota: entende-se por “sem resposta” o tratamento que n&o alcancou regressao dos sinais
clinicos e tampouco revelou aumento dos valores do Teste Lacrimal de Schirmer |I.
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Em todos os momentos de avaliacao foi utilizado uma modificacdo do
protocolo de McDonald-Shadduck para graduacdo da inflamacédo ocular
(Anexo 2).

Os animais receberam a cada 15 dias, 0,15ml de uma injecdo
subconjuntival (SC) de lipossomas contendo Rapamicina na concentracao
0,4mg/ml e continuaram o tratamento tépico prévio que incluia Tacrolimus
0,03% topico, trés vezes ao dia.

Para realizacdo das injecdes utilizou-se colirio anestésico topico de
Cloridrato de Proparacaina 0,5% e contencdo manual.

Todos os animais selecionados estavam e continuaram sendo tratados
com colirio lubrificante de Hialuronato de Sdédio 0,1% e com colirio de
Tacrolimus a 0,03% trés vezes ao dia cada, protocolo de tratamento para olho
seco do Hospital cedente dos caes.

Na Tabela 3 encontram-se descritos os momentos de avaliacao.

TABELA 3. Momentos de avaliacdo e respectivos procedimentos

realizados.
Momento Procedimento

M1 Avaliacdo prévia
-12 injecdo SC

M2 Avaliacdo 15 dias ap6s primeira injecao
-22injecdo SC

M3 Avaliacdo 15 dias ap6s segunda injegédo
-32 injecdo SC

M4 Avaliagdo 15 dias ap0ds terceira injegdo
-42 injecdo SC

M5 Avaliacdo 15 dias ap6s quarta injecdo

Na Tabela 4 observa-se o tempo de tratamento antes de iniciar o estudo

e 0 numero de animais.
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TABELA 4. Tempo de tratamento com Tacrolimus e numero de cées

antes de iniciar a pesquisa.

Tempo de Tratamento Numero de cées

Acimade 1 ano 10
6 meses alano

4 a 6 meses

O periodo total de tratamento para cada cédo foi de 60 dias,
correspondendo a 4 injecdes recebidas, com 5 momentos de avaliacéo.

Nos dias de avaliacédo, os proprietarios foram orientados a néo limpar e
nao instilar qualquer colirio, estando os animais ha no minimo, 8 horas sem
gualquer medicamento.

Todos os animais foram avaliados e injetados pelo mesmo pesquisador,
com a ajuda de diferentes auxiliares.

Ao chegarem ao consultério, os animais foram posicionados na mesa e
imediatamente tomavam-se dois tipos de fotos, sendo uma a distancia (de
rosto inteiro) com uma camera digital Canon SX50 e outra mais proxima
(cornea e superficie ocular) com uma Camera de Retina Digital Portatil Kowa
modelo Genesis-D.

Ato continuo realizava-se o Teste Lacrimal de Schirmer I, cuja tira era
posicionada no saco conjuntival inferior, durante um minuto.

Procedia-se entdo a instilacdo de uma gota do colirio anestésico
Proparacaina, cujo excesso do saco conjuntival era retirado com o auxilio de
um swab estéril; colocava-se outra tira do Teste Lacrimal de Schirmer para
mensurar o TLS II, também posicionado no saco conjuntival inferior por um
minuto.

Apos isso, colocava-se uma gota de solucéo fisioldgica 0,9% em uma
tira de Fluoresceina, essa tira era entdo posicionada na conjuntiva bulbar
superior, tocando-a levemente. Com o auxilio de lampada de fenda portatil
Kowa modelo SL-15 com filtro azul de cobalto em iluminacdo difusa, o
pesquisador fechava as palpebras superior e inferior, simulando uma piscada
completa. Ao abri-las e segura-las abertas, comecava a contar o tempo até
gque a pelicula lacrimal se rompesse, com aparecimento de pontos

enegrecidos, sendo esse o Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal. Esse
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procedimento era repetido 3 vezes, sendo o valor obtido uma média dessas 3
mensuracoes.

Na sequéncia, procedia-se lavagem para retirada do excesso de
Fluoresceina e eram tomadas mais fotos. Entdo, instilava-se uma gota de
solucéo fisiolégica 0,9% em uma tira de Rosa Bengala, tocava-se levemente a
conjuntiva bulbar superior e observava-se com auxilio de lampada de fenda
com filtro de azul de cobalto em iluminacao difusa, além de tomar mais fotos.
Tanto para a Fluoresceina, quanto para o Rosa Bengala, a avaliacao era feita
de uma adaptacdo do protocolo de McDonald-Shadduck para graduacéo da
inflamac&o ocular (Anexo 2), classificando com notas de 0 a 4, a porcentagem
da superficie corneal que corou-se com 0s corantes.

Por fim, exceto no momento M5, instilava-se colirio anestésico de
Cloridrato de Proparacaina 0,5% e com auxilio do proprietario ou de um
ajudante para conter o animal, o pesquisador procedia a injecao de 0,15ml da
solucéo contendo lipossomas de Rapamicina na concentracao 0,4mg/ml pela
via subconjuntival.

Se necessario, para manter as palpebras mais abertas, utilizava-se
blefarostato infantil ou neonato. A agulha utilizada foi de 8mm de comprimento
por 0,3mm de diametro acoplada a uma seringa de 1ml. A aplicacdo foi
realizada com auxilio de uma pinga Colibri na conjuntiva bulbar superior na
posicdo de 11 a 2 horas a 3-4mm do limbo.

Para evitar erros, interferéncia da opinido dos proprietarios ou
subjetividade por parte do pesquisador, em todos os momentos de avaliacao
foram tomadas diversas fotos, e preenchidas as folhas de avaliagdo segundo
a modificacdo do protocolo de McDonald-Shadduck para graduacdo da
inflamacéo ocular (Anexo 2), realizado ndo somente baseado na avaliacao
clinica, mas também através de um comparativo de fotos da progressédo do

tratamento.

* Questionario dos proprietarios

Levando em consideracdo a opinido dos donos dos cées estudados e

também como forma de integra-los a participar mais ativamente do processo,

pois o tratamento com Tacrolimus tépico dependia do apoio deles em casa;



40

em todos os momentos de avaliagdo, os mesmos deveriam responder a um
questionario atribuindo nota de 0 a 10 (sendo zero ruim e 10 excelente) a 4
itens, obrigando-os assim a observar em suas casas essas quatro

caracteristicas (Anexo 3).

4.4. Andalise estatistica

Os valores atribuidos a todos os itens da modificacdo do protocolo de
McDonald-Shadduck para graduacdo da inflamacdo ocular, TLSI, TLSII e
Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal foram avaliados momento a momento
pela técnica da analise de variancia ndo paramétrica complementada com o
teste de comparagdes multiplas de Dunn (ZAR, 2009), considerando o nivel

de 5% de significancia.
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5. RESULTADOS

5.1. Fasel - Testes em coelhos

N&o foram observadas, em nenhum momento de avaliacdo, tanto das
injecdes de lipossomas vazios quanto de lipossomas contendo Rapamicina,
alteracbes de valor dos itens do protocolo modificado de McDonald e
Shadduck, bem como ndo foram constatados efeitos adversos do uso das
injecbes nos dois meses de estudo, ou nos dois meses de avaliacado

posteriores.

» Biopsia conjuntival

Apos 7 dias da aplicacdo subconjuntival de lipossomas vazios (Figura 1)
e lipossomas contendo Rapamicina, podia-se observar a presenca das
particulas lipidicas no tecido conjuntival.

Nas imagens das conjuntivas que receberam lipossomas com
Rapamicina observava-se ainda cristais do farmaco livres no tecido

conjuntival (Figura 2).
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FIGURA 1. Foto em Microscopia Eletronica de Transmisséo. Lipossomas
vazios medindo aproximadamente 90nm na conjuntiva bulbar de coelhos,

apos 7 dias da injecéo.

FIGURA 2. Foto em Microscopia Eletronica de Transmisséo. Lipossomas
contendo Rapamicina medindo aproximadamente 80nm na conjuntiva bulbar
de coelhos, ap6s 7 dias da injecdo. Observam-se pequenas pontos

enegrecidos de cristal livre do farmaco fora das esferas lipidicas (setas).



43

5.2. Fase ll — Tratamento de Caes com Ceratoconjuntivite Seca

+ Teste Lacrimal de Schirmer | e Teste Lacrimal de Schirmer I

Na Tabela 5 estdo apresentados a mediana, o valor minimo e maximo
do TLS | e do TLS II, em milimetros por minuto, de acordo com o momento de

avaliacao.

TABELA 5. Mediana e valores minimo e maximo do TLS | e TLS Il segundo
momento de avaliacdo

Momento de Avaliacéo

Variavel ML B V3 NI V5 Valor p
TLS | 1,5(0,0;4,0)a 4,0(0,0;15,0)ab 4,0(0,0;21,0)bc  4,5(0,0;20,0)c 6,0(0,0;21,0)d p<0,001
TLS I 0,0(0,0;4,0)a 0,0(0,0;10,0)ab 0,0(0,0;11,0)ab 1,5(0,0;13,0)b 2,0(0,0;13,0)b  p<0,001

M1, M2, M3, M4 e M5 sdo os momentos de avaliacdo com 15 dias de intervalo.
Os valores seguidos por pelo menos uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si
(p<0,001), quanto a variavel analisada, nos diferentes momentos estudados.

De acordo com a Tabela 5, pode-se inferir que:

- O TLS | apresentou aumento numérico progressivo de seus valores de
acordo com os momentos de avaliacao.

- Nao houve diferenca significativa entre o M1 e M2 ou entre M2 e M3.

- Houve diferenca significativa entre os valores de M1 e M3 e também
entre M4 e M5.

- Ao tomar como referéncia M1, que € o momento de avaliacdo antes de
iniciada a medicacédo, e compara-lo aos outros momentos (sob efeito
da medicacéo), houve diferenca significativa e com aumento numérico
de valores em todos as avaliagGes a partir do momento 3 (M3, M4 e
M5).

- O TLS Il apresentou aumento numerico progressivo de seus valores de
acordo com os momentos de avaliacéo.

- Os dois dultimos momentos de avaliacdo (M4 e Mb5) foram
significativamente maiores que M1 (pré medicacao).

- Nao houve diferencas significativas entre M1 e M2, M2 e M3, M3 e M4
ou M4 e M5.
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* Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL)

A Tabela 6 mostra a mediana, valor minimo e maximo do Tempo de
Ruptura do Filme Lacrimal, em segundos, de acordo com os momentos de

avaliacao.

TABELA 6. Mediana e valores minimo e maximo do Tempo de Ruptura do
Filme Lacrimal segundo momento de avaliacao

Momento de Avaliagao
Variavel M1 M2 M3 M4 M5 Valor p
TRFL  6,0(4,0;13.0)a 10,0(5,0;21,0)b  10,0(5,0;25,0)bc  10,0(5,0;25,0)bc  11,0(6,0:25,0)c  p<0,001

M1, M2, M3, M4 e M5 sdo os momentos de avaliacdo com 15 dias de intervalo.
Os valores seguidos por pelo menos uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si
(p<0,001), quanto a variavel analisada, nos diferentes momentos estudados.

De acordo com a Tabela 6, pode-se inferir que:

- O Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal apresentou aumento numerico
progressivo de seus valores de acordo com 0os momentos de avaliacéo.

- Houve diferenca significativa de valores entre M1 e M2, M1 e M5 e
entre M2 e M5.

- Nao houve diferenca significativa entre os valores entre M2 e M3, M3 e
M4 ou M4 e M5.

Os seguintes itens sao resultados numéricos de acordo com a
modificacdo do protocolo de McDonald-Shadduck para graduacdo da
inflamacédo ocular. Sendo o zero indicativo de normalidade e quanto mais

distante do zero, maiores alteracdes clinicas.

» Clareza do Meio Ocular (CMO - escala de 0 a 4)

A Tabela 7 mostra a mediana, valor maximo e valor minimo da Clareza

do Meio Ocular de acordo com 0 momento de avaliacao.
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TABELA 7. Mediana e valores minimo e maximo para Clareza do Meio Ocular
(CMO) segundo momento de avaliacao

Variavel Momento de Avaliacéo Valor p
M1 M2 M3 M4 M5
CMO 1,0(0,0;2,0)  1,0(0,0;2,0) 1,0(0,0;2,0) 1,0(0,0;2,0) 1,0(0,0;2,0) p>0,05

M1, M2, M3, M4 e M5 sdo os momentos de avaliacdo com 15 dias de intervalo.

De acordo com a Tabela 7, pode-se inferir que:

- Nao houve diferenca significativa dos valores de Clareza do Meio

Ocular entre os momentos estudados.

» PAalpebras (escala de 0 a 3)

Na Tabela 8 estdo apresentados a mediana e os valores minimo e

maximo para as Palpebras de acordo com 0 momento de avaliacéo.

TABELA 8. Mediana, valores minimo e maximo para Palpebras segundo
momento de avaliacdo

Variavel Momento de avaliacdo Valor p
M1 M2 M3 M4 M5
Palpebra 1,0(0,0;2,0)b 0,0(0,0;2,0)ab 0,0(0,0;2,0)ab 0,0(0,0;2,0)ab 0,0(0,0;2,0)a  p<0,001

M1, M2, M3, M4 e M5 sdo os momentos de avaliacdo com 15 dias de intervalo.
Os valores seguidos por pelo menos uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si
(p<0,001), quanto a variavel analisada, nos diferentes momentos estudados.

De acordo com a Tabela 8, pode-se inferir que:

A escala de pontos para avaliacdo palpebral apresentou diminuicéo
numeérica de seus valores de acordo com 0os momentos de avaliacao.
- Houve diminuicao significativa de valor entre os momentos M1 e M5.
- Nao houve diferencas significativas ao comparar 0s outros momentos

de avaliacao.

* Cornea (escalade 0 a4)

A Tabela 9 mostra os resultados da mediana e valores minimo e maximo

da escala de avaliacdo corneal de acordo com os momentos de avaliacao.
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TABELA 9. Mediana e valores minimo e maximo para Cornea segundo
momento de avaliacdo

Momento de avaliacdo
Variavel M1 M2 M3 M4 M5 Valor p
Cdérna 1,0(0,0;2,0)  1,0(0,0;2,0) 1,0(0,0;2,0) 1,0(0,0;2,0) 1,0(0,0;2,0) p> 0,05

M1, M2, M3, M4 e M5 sdo os momentos de avaliacdo com 15 dias de intervalo.

Segundo a Tabela 9, pode-se inferir que:

- Nao houve diferenca significativa entre os valores da escala de pontos

para avaliacdo corneal entre 0s momentos estudados.

* Porcentagem de Opacidade Corneal (%OC - escala de 0 a 4)

Na Tabela 10 estdo apresentados a mediana e os valores minimo e
maximo para avaliacdo da Porcentagem de Opacidade Corneal (%0OC) de

acordo com os momentos de avaliacao.

TABELA 10. Mediana e valores minimo e maximo para Porcentagem de
Opacidade Corneal (%0C) segundo momento de avaliacao

Momento de avaliacdo
Variavel M1 M2 M3 M4 M5 Valor p
%O0P 2,0(1,0;4,0)0b 1,5(1,0;4,0)ab 1,0(0,0;3,0)ab 1,0(0,0;3,0)ab 1,0(0,0;3,0)a  p<0,001

M1, M2, M3, M4 e M5 sdo os momentos de avaliacdo com 15 dias de intervalo.
Os valores seguidos por pelo menos uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si
(p<0,001), quanto a variavel analisada, nos diferentes momentos estudados.

De acordo com a Tabela 10, pode-se inferir que:

- Houve diminuicdo numérica dos valores para avaliacdo da Opacidade
Corneal em funcdo dos momentos de avaliacao.

- Houve diferenca significativa entre os valores de M1 e M5.

- Nao houve diferenca significativa de valores entre os demais

momentos.

» Vascularizacédo Corneal (VC - escala de 0 a 2)

Na Tabela 11 observa-se a mediana e valores minimo e maximo para

avaliacao da Vascularizacdo Corneal (VC) segundo momento de avaliacéo.
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TABELA 11. Mediana e valores minimo e maximo para Vascularizacao
Corneal (VC) segundo momento de avaliacao

Variavel Momento de avaliacao Valor p
M1 M2 M3 M4 M5
VC 2,0(0,0;2,0)a 2,0(0,0;2,0)a 2,0(0,0;2,0)a 2,0(0,0;2,0)a 2,0(0,0;2,0)a p>0,05

M1, M2, M3, M4 e M5 sdo os momentos de avaliacdo com 15 dias de intervalo.
Segundo a Tabela 11, pode-se inferir que:

- Nao houve diferenca significativa entre os valores da escala de pontos
para avaliacdo da vascularizagcdo corneal entre 0S momentos

estudados.
» Congestao Conjuntival (CC - escala de 0 a 3)
A Tabela 12 mostra os resultados da mediana, valor minimo e valor
maximo para avaliacdo da Congestdo Conjuntival (CC) segundo momento de

avaliacao.

TABELA 12. Mediana e valores minimo e maximo para Congestao Conjuntival
(CC) segundo momento de avaliacéo

Variavel Momento de avaliacdo Valor p
M1 M2 M3 M4 M5
CC 2,0(0,0;2,0)c 1,0(0,0;2,0)0b 1,0(0,0;2,0)ab 0,5(0,0;2,0)ab 0,0(0,0;1,0)a  p<0,001

M1, M2, M3, M4 e M5 sdo os momentos de avaliacdo com 15 dias de intervalo.
Os valores seguidos por pelo menos uma mesma letra mindscula, nao diferem entre si
(p<0,001), quanto a variavel analisada, nos diferentes momentos estudados.

De acordo com a Tabela 12, pode-se inferir que:

- A escala de pontos para avaliagdo da Congestdao Conjuntival
apresentou diminuicdo numérica de seus valores em funcdo do tempo
decorrido entre os momentos de avaliacao.

- Houve diferenca significativa entre os valores da escala de pontos para
avaliacdo da congestédo conjuntival entre os momentos M1 e M3, M1 e
M5 e M2 e M5.

- Nao houve diferenca significativa entre os momentos M3 e M4.
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* Quemose (escala de 0 a 4)

Na Tabela 13 estdo os resultados da mediana, valores minimo e maximo
da avaliacdo da Quemose e Inchaco Conjuntival (QIC) segundo momento de

avaliacao.

TABELA 13. Mediana e valores minimo e maximo para Quemose e Inchaco
Conjuntival (QIC) segundo momento de avaliacdo

Variavel Momento de Avaliacéo Valor p
M1 M2 M3 M4 M5
Quemose 1,0(0,0;2,00b 0,0(0,0;2,0)a 0,0(0,0;2,0)a 0,0(0,0;2,0)a 0,0(0,0;2,0)a p<0,001

M1, M2, M3, M4 e M5 sdo os momentos de avaliacdo com 15 dias de intervalo.
Os valores seguidos por pelo menos uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si
(p<0,001), quanto a variavel analisada, nos diferentes momentos estudados.

De acordo com a Tabela 13, pode-se inferir que:

- Houve diferenca significativa entre M1 e 0os demais momentos, nao
havendo diferenca significativa entre os momentos estudados a partir
de M2.

» Secrecdo Ocular (SO - escala de 0 a 3)

Na Tabela 14 estdo apresentados os resultados da mediana, valor
minimo e valor maximo para a avaliacado da Secrecéo Ocular (SO) de acordo

com 0 momento de avaliacéo.

TABELA 14. Mediana e valores minimo e maximo para Secrecédo Conjuntival
(SC) segundo momento de avaliacao

Variavel Momento de Avaliacéo Valor p
M1 M2 M3 M4 M5
SO 2,0(1,0;3,0)c 1,0(0,0;2,0)0b 1,0(0,0;2,0)0b 1,0(0,0;2,0)ab 1,0(0,0;2,0)a p<0,001

M1, M2, M3, M4 e M5 sdo os momentos de avaliacdo com 15 dias de intervalo.
Os valores seguidos por pelo menos uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si
(p<0,001), quanto a variavel analisada, nos diferentes momentos estudados.

De acordo com a Tabela 14, pode-se inferir que:

- Houve diminuicdo numérica dos valores de avaliacdo da Secrecéo
Conjuntival em funcéo do tempo de tratamento.

- Foi observado diferenca significativa entre M1 e todos os outros

momentos e também entre M2 e M5 e M3 e M5.
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» Secrecdo: Cor e Consisténcia (SCC — escala de 0 a 3)

Na Tabela 15 séo apresentados os resultados da avaliacado da Secrecao

(SCC) de acordo com 0 momento de avaliacao.

TABELA 15. Mediana e valores minimo e maximo para Secrecédo: Cor e
Consisténcia (SCC) segundo momento de avaliacdo

Variavel Momento de avaliacao Valor p
M1 M2 M3 M4 M5
SCC 2,0(1,0;3,0)c 1,0(0,0;2,0)b 1,0(0,0;2,0)b 1,0(0,0;2,0)ab 1,0(0,0;2,0)a p<0,001

M1, M2, M3, M4 e M5 sdo os momentos de avaliacdo com 15 dias de intervalo.
Os valores seguidos por pelo menos uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si
(p<0,001), quanto a variavel analisada, nos diferentes momentos estudados.

De acordo com a Tabela 15, pode-se inferir que:

- Houve diminuicdo numeérica dos valores em funcdo do tempo de
tratamento.
- Foram observadas diferencas significativas entre M1 e todos os demais

momentos e também entre M2 e M5 e M3 e M5.

« Demais variaveis

As demais variaveis estudadas, por ndo apresentarem diferencas
significativas em seus valores em todos os momentos de avaliacdo, como
também por avaliarem estruturas que ndo sao fundamentais no estudo do

olho seco, estédo apresentadas juntas na Tabela 16.

TABELA 16. Mediana e valores minimo e maximo das variaveis segundo
momento de avaliacdo

Variaveis Momentos de avaliacdo Valor p
M1 M2 M3 M4 M5
Flare 0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0)0 0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0)
Aquoso

Celularidade  0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0)
Aquoso

iris 0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0)
Lente 0,0(0,0;1,0) 0,0(0,0;1,0) 0,0(0,0:1,0) 0,0(0,0;1,0)  0,0(0,0;1,0) p>0,05
Vitreo 0,0(0,0;1,00 0,0(00,0;1,0) 0,0(0,0;1,0) 0,0(0,0;1,0)  0,0(0,0;1,0) p>0,05
Retina 0,0(0,0:0,0)  0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0:0,0) 0,0(0,0;0,0)  0,0(0,0:0,0)

M1, M2, M3, M4 e M5 sdo os momentos de avaliacdo com 15 dias de intervalo.
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FIGURA 3. Paciente Schanauzer, 8 anos, sem resposta ao Tacrolimus topico
h&a mais de um ano: antes e depois do tratamento. a) No momento MO (pré
tratamento). Observa-se cérnea sem brilho, com secrecdo, hiperemia
conjuntival e opacidade corneal. b) No momento M5 (ap0s 2 meses de
tratamento). Observa-se diminuicdo da hiperemia conjuntival e secrecao,
maior brilho da superficie corneal e discreta diminuicdo da opacidade e
vascularizacdo corneal.

, NS a = NS

FIGURA 4. Paciente Pastor Branco, 4 anos, sem resposta ao Tacrolimus
topico ha mais de um ano: antes e depois do tratamento. a) No momento MO
(pré tratamento). Observa-se cornea sem brilho, com secrecdo mucosa
abundante e vascularizacdo corneal. b) No momento M5 (apos 2 meses de
tratamento). Observa-se diminuicdo da secrecdo e maior brilho da superficie
corneal com diminuic&o discreta da vasculariza¢ao corneal.

J
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FIGURA 5. Paciente Buldogue Inglés, 4 anos, sem resposta ao Tacrolimus
topico ha 6 meses: antes e depois do tratamento. a) No momento MO (pré
tratamento). Observa-se intensa hiperemia e quemose, cOrnea opaca e
vascularizada. b) No momento M5 (apés 2 meses de tratamento). Observa-se
diminuicao significativa da hiperemia e quemose bem como da vascularizacao
e opacidade corneal.

A S



» Avaliacédo dos proprietarios
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Todos o0s proprietarios que participaram deste estudo avaliaram

positivamente os dois meses de tratamento.

Na Tabela 17 sao apresentados dados descritivos das notas atribuidas

pelos proprietarios no final do tratamento aos itens: Conforto, Lubrificacéo,

Secrecao e Hiperemia.

TABELA 17. Medidas descritivas das notas dos proprietarios segundo item

Medida Descritiva

Item Valor Mediana Valor Média Desvio CV (%)
minimo maximo padrao

Conforto 5,0 7,0 9,0 7,2 1,6 22,2%

Lubrificagcédo 2,0 7,0 10,0 6,7 2,2 32,8%

Secrecgéo 0,0 7,0 9,0 6,9 2,4 34,8%

Hiperemia 5,0 7,0 10,0 7,2 15 20,8%

CV (Coeficiente de Variagéo)

De acordo com a Tabela 17, pode-se inferir que:

- as notas atribuidas ao item Hiperemia obtiveram resultados mais

homogéneos, enquanto que as notas atribuidas a Secrecdo foram as

mais heterogéneas.

- A classificacdo quanto a homogeneidade das notas da mais

homogénea a

mais

heterogénea

Hiperemia>Conforto>Lubrificacdo>Secrecao

seria;
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6. DISCUSSAO

Devido a auséncia de literatura com testes utilizando lipossomas com
Rapamicina pela via subconjuntival, optou-se por avaliar em coelhos, a
possibilidade de efeitos adversos que este tipo de tratamento poderia
ocasionar, antes de aplica-lo em cdes com Ceratoconjuntivite Seca. O modelo
experimental escolhido foi o coelho, por tratar-se de um bom modelo
experimental em oftalmologia e de facil manuseio.

A aplicacdo de 0,3ml da solucdo contendo lipossomas vazios e
lipossomas com Rapamicina a cada 7 dias, durante 8 semanas, ndo gerou
inflamacédo, incobmodo ou qualquer efeito adverso nos coelhos. Mesmo apos
finalizadas as aplicacdes, durante 2 meses, 0s 8 animais ndo apresentaram
sinais de irritacdo ocular. Ao utilizar nos coelhos o dobro da quantidade ja
prevista para 0 uso em caes e com um intervalo de aplicacdo mais curto, a
obtencdo de bons resultados serviu de base para o inicio dos testes na
espécie canina.

O intervalo de aplicacdo para cdes de 15 dias foi recomendado pelos
profissionais dos Laboratorios Santgar, fornecedor do medicamento, que
através de estudos de liberacdo in vitro da suspenséo lipossomal contendo
Rapamicina, chegaram a conclusdo que aproximadamente 12 dias seriam
necessarios para que toda a Rapamicina fosse liberada das nanoparticulas.
Dessa forma, no 15° dia ndo haveria mais medicamento subconjuntival,
podendo ser realizada outra aplicacéo.

Nos coelhos foi realizada biopsia conjuntival e posterior envio das
amostras para Microscopia Eletrbnica de Transmissado (TEM). O objetivo
dessa analise nao foi avaliar a inflamacé&o tecidual, mas sim investigar como
os lipossomas estariam depositados abaixo da conjuntiva. Exatamente no
mesmo lugar da injecdo, apdés 7 dias, ainda havia lipossomas com
Rapamicina e também cristais do farmaco livres no tecido.

Na literatura ha diversos trabalhos que sugerem causa imunomediada a
CCS canina idiopatica (ICZI et al., 2002; WILLIAMS, 2008). No presente
trabalho, suspeitou-se da causa imunomediada apos serem descartadas

causas congénitas, sistémicas, enddcrinas ou infecciosas.
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Em humanos ha predominancia do niumero de mulheres portadoras de
CCS devido a causas hormonais, especialmente a influéncia de hormdnios
androgenos (BARABINO et al.,, 2012). No presente estudo, como houve
predominancia de machos sobre as fémeas em cerca de 1/3, a distribuicdo de
sexo na amostra é casual, ndo sendo suficiente para revelar dados sobre a
influéncia do sexo na CCS.

Considera-se pacientes portadores de olho seco grave aqueles animais
cujo TLS | apresenta valores abaixo de 5mm/minuto (WILLIAMS, 2005).
Todos os 29 olhos selecionados para este estudo apresentavam valores
abaixo de 5mm/min.

Um fator que sugere fortemente a origem imunomediada de algumas
CCS idiopaticas em cées esta na resposta positiva ao tratamento com drogas
imunomoduladoras (GIULIANO e MOORE, 2007). No entanto, o0s
imunomoduladores somente irdo agir quando ainda existe algum
remanescente de tecido glandular (WILLIAMS, 2008). No presente estudo,
foram selecionados animais com olho seco grave de causa supostamente
imunomediada, porém que ndo apresentavam resposta efetiva ao tratamento
com Tacrolimus 0,03%. Baseado na experiéncia clinica deste autor e seus
colaboradores, optou-se por testar a associacdo de dois imunomoduladores
justamente nesses animais irresponsivos, a fim de provar que, restando
algum remanescente de tecido glandular, € possivel obter atenuacdo dos
sinais de CCS.

Utilizar a associacdo de imunomoduladores em animais que respondem
bem a tratamentos convencionais com Tacrolimus ou Ciclosporina nao teria
sentido, sendo o objetivo desta investigacdo conseguir um tratamento novo e
alternativo para animais refratarios a tratamentos anteriores.

O fato de a tecnologia dos lipossomas, bem como o principio ativo da
Rapamicina apresentarem um elevado custo, fez com que o autor e seus
colaboradores optassem pelo investimento no tratamento apenas do olho
seco cronico, grave e sem resposta, visto que esses casos idiopaticos que
nao respondem a nenhum tratamento sdo comuns na rotina clinica
oftalmologica.

No entanto, considera-se aqui a possibilidade de estudos futuros com

cdes que apresentem olho seco leve a moderado, empregando a injecao
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subconjuntival de lipossomas com Rapamicina sem estar associada ao
Tacrolimus topico. Tomando como base o presente estudo, acredita-se que
tal investigacéo alcancaria bons resultados.

Na CCS, a superficie ocular perde sua homeostase e apresenta graus
variados de inflamacdo caracterizados pela expressdo de citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinas, com infiltracdo de células T reativas (STERN et
al., 2010). Apesar de utilizarem mecanismos distintos, tanto o Tacrolimus,
guanto a Rapamicina, agem inibindo a ativacdo de resposta das células T e B,
sendo os dois imunomoduladores muito mais potentes que a Ciclosporina
(TIZARD, 2002). Dessa forma, optou-se por associar a Rapamicina ao
Tacrolimus, e ndo a Ciclosporina, pois os dois imunomoduladores apresentam
um mecanismo de acéo similar e muito mais efetivo.

Em comparacéo ao Tacrolimus, a Rapamicina interfere com a progressao
do ciclo celular em um estagio posterior e ndo bloqueia os fatores
estimuladores de proliferacdo, mas sim o sinal de proliferacdo que € induzido
por esses fatores (GRAHAN e STOREY, 2004). Tacrolimus inibe a fase inicial
de ativacdo de células T, incluindo IL-2, IL-3, IL-4, INF gama, TNF e fator de
estimulacdo de granulacdo de mastocitos, enquanto que a Rapamicina nao
apresenta efeito na expressdo da fase inicial de células T, mas inibe
fortemente a fase tardia da ativacdo de células T. Seus efeitos ndo estédo
limitados ao crescimento de células T mediado por IL-2 ou IL-4, mas também
pela capacidade de inibir IL-12, IL-7 e IL-15. Dessa forma, a Rapamicina
bloqueia a progressao do ciclo celular do meio para o final da fase G1 e tem
ainda efeitos sobre a producdo de anticorpos, o que contribui para sua
atividade imunorregulatéria (SHANMUGANATHAN et al, 2005).

Tomando-se como base essas informacdes, onde supde-se que o efeito
das duas drogas seriam complementares, e ainda, baseando-se no estudo
realizado por Ikeda et al. (1997) onde comprovou-se o efeito sinérgico dos
dois imunomoduladores no tratamento da uveoretinite, optou-se por investigar
se essa associacao seria eficaz no tratamento da CCS canina imunomediada
crdnica e pouco responsiva.

Ainda, segundo lkeda et al. (1997) a utilizacdo da Rapamicina associada
ao Tacrolimus faria com que a dose necessaria a ser utilizada de cada

composto diminuisse. Tacrolimus tépico ja foi utilizado em uma série de
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estudos em cées para tratamento de CCS, sendo a concentracédo de 0,03%
eficaz na regressao de sinais clinicos (GRAHN e STOREY, 2004). Nao ha na
literatura, até o presente momento, trabalhos sobre o uso tdpico de
Rapamicina no tratamento da CCS canina. Buech et al. (2007) utilizaram
Rapamicina na forma de colirio em porcos na concentragcdo de 1mg/ml. No
presente trabalho, optou-se por utilizar a Rapamicina em uma concentracao
baixa (0,4mg/ml), visto que a aplicacdo seria subconjuntival, ndo necessitando
uma concentracao alta capaz de permear a cornea e ainda estaria associado
ao Tacrolimus. A concentracdo do Tacrolimus foi mantida a 0,03% devido a
disponibilidade comercial do colirio no pais onde foi realizado este estudo.

Outra justificativa para manter o Tacrolimus na concentracdo 0,03%
reside no fato que todos os animais selecionados para este estudo ja
encontravam-se sob tratamento para CCS no mesmo Hospital Veterinario,
que tem como protocolo de tratamento para olho seco utilizar colirio
lubrificante de Hialuronato de Sodio 0,1% e Tacrolimus 0,03% na forma de
colirio.

Além disso, visto que o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da
injecdo subconjuntival de Rapamicina associada ao Tacrolimus, e por tratar-
se de animais com olho seco grave (TLS | menor que 5mm/min), decidiu-se
por manter o tratamento com o colirio lubrificante, visando o bem estar dos
animais estudados; a medicacdo a ser testada era totalmente inovadora e
uma tentativa ao tratamento do olho seco, podendo apresentar resposta
positiva ou negativa; retirar o colirio lubrificante poderia seguramente
acarretar problemas graves a superficie ocular destes cachorros.

Dessa forma, todos os olhos dos cées estudados estavam sob 0 uso
prévio dos mesmos medicamentos, tanto o lubrificante quanto o Tacrolimus
na concentracao 0,03%, que ao serem mantidos, ndo se alteraria a rotina de
medicacédo, a qual animais e proprietarios ja estavam acostumados; bastaria
apenas comparecer a cada 15 dias para as injecoes.

A Rapamicina € praticamente insolivel em agua e altamente lipofilica
(GHANBARZADEH et al., 2013). Tais caracteristicas fazem com que a
formulacdo de uma medicacéo tépica oftalmologica seja uma tarefa dificil de
ser realizada. Nanocarreadores parecem ser uma ferramenta promissora

como sistema de administracdo de farmacos para a superficie ocular e ainda
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a encapsulacdo da Rapamicina em lipossomas poderia melhorar sua
estabilidade, prolongando sua bioviabilidade (SHENGYAN et al., 2012;
GHANBARZADEH et al.,, 2013). Assim, neste trabalho optou-se pela
encapsulacdo do farmaco em lipossomas, a fim de obter uma formulacéo
oftalmoldgica que fosse eficaz no tratamento de doencas oculares.

Buech et al. (2007) formularam um colirio de Rapamicina e concluiram
gue o mesmo nao foi capaz de penetrar a cornea intacta. A administracao
subconjuntival é indicada para condi¢cdes inflamatérias ou infecciosas da
cérnea e segmento anterior, sendo recomendada para farmacos altamente
hidrofilicas ou lipofilicas, que ndo apresentam boa penetracdo atraves do
epitélio corneal. Essa via promove niveis terapéuticos do medicamento na
forma de suspenséo de 2 a 3 semanas, sendo indicada para suplementar a
via tépica e reduzir a necessidade de medicacéo frequente (REGNIER, 2007).
Devido a tais fatores, no presente estudo decidiu-se pela administracéao
subconjuntival da solucdo lipossomal contendo Rapamicina, objetivando
penetracao e niveis terapéuticos capazes de tratar o segmento anterior, bem
como ser uma alternativa inovadora ao tratamento do olho seco em cées, cuja
frequéncia de medicacao poderia ser reduzida.

O tratamento com imunomoduladores requer meses de continuidade
para demonstrar sua eficacia e alguns pacientes demonstram intolerancia aos
efeitos colaterais de sua administracdo topica ocular, como ardéncia e
irritabilidade apos aplicacdo (BARABINO et al.,, 2012). Tomando-se como
referéncia esses dados, a presente investigacdo considerou como animais
sem resposta aqueles que estavam sob tratamento prévio com Tacrolimus ha
no minimo 4 meses, sendo que a maioria ja estava utilizando a concentracao
0,03% ha mais de um ano. O fato de acrescentar outro imunomodulador pela
via subconjuntival, também objetivou avaliar se essa via seria bem tolerada
para o tratamento da CCS canina, reduzindo os efeitos adversos da
administracao topica.

O fato do presente tratamento ter sido avaliado por apenas dois meses
pode ser questionavel no que diz respeito ao tempo minimo necessario para
gque seja atingida a eficacia completa da associacdo dos dois
imunomoduladores. Os resultados obtidos nos dois meses de estudo

demonstraram boa resposta, no entanto, ndo pode-se afirmar que a
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continuidade das aplicacGes seguiria gerando regressao dos sinais clinicos de
CCS, abrindo possibilidade a realizacdo de pesquisa continuada nessa area.

Outro fator a ser considerado aqui, seriam os efeitos causados a
conjuntiva desses animais, que estrariam recebendo mudltiplas injecbes. As
quatro aplicacoes deste estudo ndo geraram qualquer efeito colateral a
superficie ocular dos 17 animais, no entanto, S4o necessarias mais pesquisas
sobre a aplicacdo multipla e continua da formulacéo de lipossomas contendo
Rapamicina via subconjuntival por um tempo maior de tratamento.

O Teste Lacrimal de Schirmer € o teste padrdo para mensuracao da
producdo lacrimal de cdes (OLLIVIER et al., 2007). O TLS | revela a
combinacdo da quantidade lacrimal produzida com o volume do férnix
conjuntival (WILLIAMS, 2005). Ja o TLS Il determina o nivel de lagrima basal,
gue em caes supde-se ser 50% do volume total (OLLIVIER et al., 2007). Para
esta pesquisa foram incluidos animais que apresentavam valores de TLS I e |l
entre 0 e 4mm/minuto. Sendo que apos as quatro aplicacdes subconjuntivais
houve aumento significativo desses valores na maioria dos animais,
alcancando para o TLS | um valor maximo de 21mm/minuto e para o TLS Il
13mm/minuto, demonstrando que a medicacdo proposta aqui é capaz de
aumentar ndo somente a quantidade lacrimal produzida, como também o
volume lacrimal basal.

O Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal mostra a combinacdo da
producdo lacrimal e quantidade de evaporacéo, sendo Util para mensurar a
qualidade da lagrima (SAITO e KOTANI, 2001). No presente estudo os
animais incluidos apresentavam valores de TRFL de 4 a 13 segundos, apés
os dois meses de medicacdo esses valores aumentaram significativamente,
alcancando valores entre 6 e 25 segundos, fato que sugere que além de ser
capaz de aumentar a producédo lacrimal, a associacdo de Tacrolimus com
Rapamicina foi capaz de melhorar a qualidade da lagrima.

O protocolo de McDonald e Shadduck (1977) avalia a inflamacgéo ocular
e diversas adaptacbes ja foram realizadas para diferentes estudos em
oftalmologia, fato que justificou a escolha desse protocolo na avaliagcdo da
inflamacé&o ocular em caes com CCS.

Neste estudo, através da utilizacéo de tal protocolo demonstrou-se que a

medicacdo em questao foi capaz de diminuir significativamente a inflamacgéao
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palpebral, a opacidade corneal, a congestdo e secrecdo conjuntival,
representando melhora dos sinais clinicos dos animais estudados.

O fato de os proprietarios atribuirem notas a progressédo do tratamento
também contribuiu para a constatacdo da regressdo dos sinais clinicos de
CCS. A melhora significativa dos valores do protocolo modificado de
McDonald e Shadduck para a Congestdo Conjuntival e Quemose sao
consistentes com a nota atribuida a Hiperemia, a qual obteve valores mais
homogéneos. A segunda nota mais homogénea foi aquela atribuida ao item
Conforto, o que revela que além do tratamento em questao nao haver gerado
incomodo aos pacientes, foi capaz de melhorar sua qualidade de vida.

E importante ressaltar aqui, que a associacdo de Tacrolimus 0,03%
topico com injecdo subconjuntival de Rapamicina foi capaz de melhorar sinais
clinicos, quantidade e qualidade da lagrima da maioria do animais estudados,
todos portadores de olho seco cronico e grave. No entanto, apesar desses
efeitos benéficos positivos, a medicacdo proposta ndo levou esses animais a
uma producéao de lagrima normal, que seria acima de 10 mm/minuto, fato que
atenta para dois fatores relevantes: o primeiro seria em relacdo a cronicidade
da enfermidade, talvez esses animais ja ndo possuiam tecido glandular
suficiente para alcancar valores normais, ou entdo, o tempo de tratamento de
dois meses nao teria sido suficiente para atingir a resposta maxima da
producdo lacrimal desses cées, 0 que sugere que sejam feitas mais
pesquisas tomando-se um tempo maior de tratamento.

Os presentes dados apresentados sdo, até o momento na literatura,
inéditos no que diz respeito ao tratamento da CCS canina severa e refrataria.
Ndo ha relatos da utilizacdo de lipossomas contendo Rapamicina via
subconjuntival em cées, bem como ndo ha relatos na Medicina Veterinaria da
associacdo de Tacrolimus 0,03% com Rapamicina. A medicacado foi bem
tolerada por todos os animais, ndo havendo efeitos colaterais.

Sugere-se aqui a continuidade de estudos que pesquisem a associacao
de imunomoduladores ndo somente para o tratamento da CCS canina, mas
também para outras afeccfes imunomediadas, bem como mais estudos sobre

0 uso dos lipossomas para tratamento de doencas oculares de cées.
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7. CONCLUSOES

Pelo presente estudo, sob as condicbes metodologicas aplicadas,

concluiu-se que, em caes com Ceratoconjuntivite Seca:

- A associacdo de Tacrolimus tépico 0,03% com lipossomas
contendo Rapamicina na concentracdo 0,4mg/ml € capaz de
atenuar os sinais clinicos da CCS canina;

- A via subconjuntival, bem tolerada por todos o0s animais
estudados, ndo promove efeitos colaterais;

- A formulacdo terapéutica empregada propicia o0 aumento da
producédo lacrimal dos céaes, bem como a qualidade da lagrima,

com elevacéao significativa dos valores de TLS | e Il e TRFL.
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ABSTRACT

Obijective To evaluate the combination of topically administered tacrolimus and
liposome encapsulated rapamycin in dogs with severe keratoconjunctivitis sicca, non-
responsive to conventional medical therapy.

Animals studied Seventeen dogs (29 eyes) with a Schirmer tear test | value of less than
5 mm wetting/minute.

Procedure The eyes received a subconjunctival injection of liposomes with rapamycin
at a dose of 0.4 mg/ml every 15 days for two months. Topically administered
medication of 0.03% tacrolimus was utilized. Complete ophthalmologic evaluation
using a modified McDonald-Shadduck protocol, as well as Schirmer tear tests (STT) |
and Il and tear film break up time (TBUT) were made every 15 days.

Results STT I and 11, and the TBUT improved significantly during the 2 month
treatment period (p<0.001). Clinical signs improved significantly with reduction in
corneal opacity (p<0.001), conjunctival congestion (p<0.001), conjunctival chemosis
(P<0.001) and conjunctival discharge (p<0.001).

Conclusions The treatment used did not cause side effects in any animal studied. The
association of topical tacrolimus with liposomes containing rapamycin was effective in
alleviating the clinical signs of keratoconjunctivitis sicca in dogs, as well as increased
tear production and tear film quality of the studied animals.

Key words: Dogs, Keratoconjunctivitis sicca, Rapamycin, Tacrolimus.
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INTRODUCTION

Keratoconjunctivitis sicca (KCS) is a common inflammatory disease in dogs,
resulting from a deficiency of the pre-corneal tear film. This can occur either as a
quantitative deficiency in the aqueous component of tears or as a qualitative deficiency
in the mucinic or lipidic components of the tear film, leading to instability of this film.

[1]

KCS is clinically characterized by mucoid ocular discharge, conjunctival
hyperemia, blepharospasm, recurrent corneal ulceration, corneal vascularization and
eventual corneal pigmentation, with chronicity blindness can occur. [1]

Canine KCS can be congenital, neurogenic, iatrogenic, breed associated, or
caused by drug toxicity, but the most common cause is idiopathic. Histopathologic
studies of the lacrimal tissue from idiopathic affected dogs have revealed varying
degrees of lymphocytic—plasmocytic cellular infiltrate and acinar atrophy, thereby
suggesting an immunologic basis for the disease. [2]

Treatment for CCS includes anti-inflammatory drugs, antibiotics, artificial tears
and stimulants of the natural tear production (Cyclosporine, Tacrolimus, Rapamycin).
Despite all these therapies are helpful, stimulation of natural tear production using
immunomodulatory drugs seems to provide the greatest improvement in clinical signs
and prevention of visual loss. [3]

Tacrolimus (FK506) is a macrolide antibiotic isolated from fermentation of
Streptomyces tsukubaensis. The molecule binds to a specific cytosolic binding protein,
the FK protein (FKBP), forming a complex which inhibits the expression of the early
phase activation of T cells, inhibiting the immune response mediated by T- cells. [4]

Rapamycin, that can also be called Sirolimus is also a macrolide antibiotic
isolated from the fermentation of Streptomyces hydroscopicus. Despite being a potent
antifungal, Rapamycin has also been studied for their antitumor and
immunosuppressive properties. Rapamycin, an mTOR (mammalian Target of
Rapamycin) inhibitor, exerts its effect by a mechanism that is distinct from other
immunosuppressive drugs. It suppresses cytokine-driven T-cell proliferation and
inhibits the production, signaling and activity of many growth factors relevant to
immune mediated diseases. [5]

Although the structure of Rapamycin is very similar to the Tacrolimus and the
two components share the same cytosolic binding protein (FKBP), their molecular
mechanisms of action are very different. Tacrolimus inhibits the early phase of T cell
activation while Rapamycin inhibits the late phase of T cell activation. Thus, when the
two drugs are used together is obtained a synergistic effect, enhancing the action of
both drugs. With the combination of the two principles the required dose to be used for
each compound decreases. [6]

Rapamycin is a strongly hydrophobic drug; it is practically insoluble in water.
Consequently, clinically and commercially acceptable topical formulations of
Rapamycin have been difficult to prepare. Drug-delivery systems can be of use to
avoid the physicochemical and pharmacological undesirable properties of Rapamycin.

[7]

Liposomes are the most commonly used carriers for both hydrophilic and
hydrophobic drugs due to their versatile in vitro and in vivo physicochemical
behavior. [8]

Liposomes are biocompatible and biodegradable particles consisting of
membrane-like lipid bilayers composed mostly of phospholipids. Formed by
amphiphilic phospholipids, liposomes have hollow spherical structures (vesicles) with
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both lipophilic (lipid bilayer) and hydrophilic (agueous compartment) phases. Due to
this biphasic nature, liposomes can encapsulate both hydrophilic and/or lipophilic
therapeutic agents in each compartment. [9]

A literature search for subconjunctival Rapamycin liposomal delivery systems
for the eye produced no result.

The aim of this research is to study de efficacy of the association of Tacrolimus
0.03% topical suspension and subconjunctival Rapamycin liposomes at 0.4mg/ml to
induce tear production in dogs with chronic KCS that did not respond to conventional
medical treatment.

MATERIAL AND METHODS

This prospective clinical trial study was performed in Veterinary Specialties
Hospital - OFTALVET in Mexico City, Mexico in association with Sao Paulo State
University in Botucatu, Sao Paulo, Brazil.

Sao Paulo State University’s Board of Ethics and Animal Experimentation
approved this study for dogs and the respective hospital boards also approved the
protocols for clinical trials on client-owned animals. All owners of patients gave
informed consent to participate in the investigation and were fully informed that long-
term outcome, complications, and efficacy of the subconjunctival Rapamycin
liposomes in dogs with KCS were not known.

Criteria for selection of cases

All 17 dogs included in this study were patients of Veterinary Specialties
Hospital - OFTALVET and were examined by one of the investigators. Their ages
ranged from 3 to 13 years with a mean age of 7.4 years. Five dogs were sexually intact
females and 12 were males. All dogs were pure breed representing 9 breeds (5
Miniature Schnauzers, 3 Poodles, 2 German Shepherds, 2 English Bulldog, 1 White
Shepherd, 1 Basset Hound, 1 Maltese, 1 Lhasa Apso, 1 Welsh Corgi Pembroke).

Dogs were diagnosed with immune-mediated KCS after a complete ophthalmic
examination by a board-certified veterinary ophthalmologist.

All subjects additionally received a complete physical examination prior to entry
into the study, and were judged to be free of any significant ocular and systemic
disease that could impact the results.

Dogs newly diagnosed with immune-mediated KCS or currently undergoing
treatment with topical Tacrolimus for less than 4 months were not eligible for this
study.

All dogs accepted for this study had a STT | value of less than <5 mm/min in
one or both eyes and were undergoing treatment with topical 0.03% Tacrolimus for a
period of 4 months or more, without any improvement.

Ten dogs were undergoing treatment with Tacrolimus for more than 1 year, 4
dogs for 6 months to 1 year and 3 dogs for 4 months to 6 months of treatment without
response.

Medication manufacturing

Laboratorios Santgar in Mexico manufactured the suspension of liposomes with
Rapamycin at 0.4mg/ml and the 0.03% Tacrolimus eyedrops.
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Procedures

A complete ophthalmic examination including Schirmer tear test 1 and 11 (STT |
and STT 1), slit lamp biomicroscopy, applanation tonometry, fluorescein dye test, tear
film break up time, rose bengal dye test and indirect ophthalmoscopy were performed
on all patients at each visit.

All ocular structures and the clinical signs of KCS were evaluated at each visit
and scored by a modified McDonald-Shadduck score system.

Every 15 days the dogs received 0.15ml of a subconjuctivally injected
suspension of liposomes with Rapamycin at 0.4mg/ml in the affected eye. All the dogs
received 4 injections in a 2 months period.

The injections were performed after topical ocular anesthesia and manual
restraint by the owner.

Enrolled dogs were treated with 0.03% Tacrolimus eye drops by their owners at
home by applying one drop to the affected eye approximately every 8 hours.

The medication with topical Sodium Hialuronate was allowed 3 times a day.

Examinations were scheduled every 15 days and STT was measured more than 8
hours after the most recent topical medication.

Owners were also asked to monitor for any adverse reactions such as increased
ocular redness, blepharospasm or local conjunctival or skin irritation following
subconjunctival injection administration.

Data analysis

The values assigned to all items in the modified McDonald-Shadduck scoring
system, TLS I, TLS Il and tear film break up time were evaluated by the technique of
analysis of nonparametric variance complemented by Dunn’s multiple comparisons
test. Differences were considered significant at P < 0.05. All means, variances, and
probabilities were calculated using computerized statistical software.

RESULTS

No adverse effects, such as blepharospasm, ocular hyperemia, conjuctival
chemosis, periocular swelling, or increased ocular discharge, were reported by the
owners or noted on ophthalmic examinations, and all dogs completed the 60-day study
period.

Statistically significant increases in STT | and STT |1 values after the 60 day
period of treatment compared with STT | and STT |1 prior the subconjuctival
injections were observed (Table 1).

Table 1. Shirmer tear test | and |1, Median (minimum value; maximum value)

Day after initiation of treatment

0 15 30 45 60 P value
STTI  15(0,04,0)a 40(0,0:150)ab 4,0(0,0;21,0bc 4,5(0,0:20,0)c 6,0(0,0;21,0)d P<0,001

STTIl  0,0(0,0;4,0)a 0,0(0,0;10,0)ab 0,0(0,0;11,0)ab 1,5(0,0;13,0)b 2,0(0,0;13,0)b  P<0,001

STT, Schirmer tear test
Equal letters — no significant difference
Different letters — significant difference
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Statistically significant increase in the tear film break up time was observed after
the first subconjunctival injection with a significative difference between the values
before and after treatment (Table 2).

Table 2. Tear film break up time, Median (minimum value; maximum value)

Day after initiation of treatment
0 15 30 45 60 P value
TBUT  6,0(4,0;13.0)a 10,0(5,0;21,0)0b  10,0(5,0;25,0)bc  10,0(5,0;25,0)bc  11,0(6,0;25,0)c  p<0,001

TBUT, tear film break up time
Equal letters — no significant difference
Different letters — significant difference

With a modified McDonald-Shadduck scoring system, the eyes in this study
exhibited statistically improvement in clinical signs frequently associated with KCS,
including corneal opacity, conjunctival congestion, conjunctival chemosis and
conjunctival discharge (Table 3).

Table 3. Modified McDonald-Shadduck test results, Median (minimum value;
maximum value)

Day after initiation of treatment P value
0 15 30 45 60

Eyelids 1,0(0,0;2,00b 0,0(0,0;2,0)ab  0,0(0,0;2,0)ab  0,0(0,0;2,0)ab  0,0(0,0;2,0)a  p<0,001
%CO  2,0(1,0;4,00b 1,5(1,0;4,0)ab 1,0(0,0;3,0)ab  1,0(0,0;3,0)ab  1,0(0,0;3,0)a  p<0,001
CcC 2,0(0,0;2,0)c  1,0(0,0;2,0)b 1,0(0,0;2,0)ab 0,5(0,0;2,0)ab 0,0(0,0;1,0)a  p<0,001
CCh 1,0(0,0;2,0)b  0,0(0,0;2,0)a 0,0(0,0;2,0)a 0,0(0,0;2,0)a 0,0(0,0;2,0)a p<0,001
CD 2,0(1,0;3,0)c 1,0(0,0;2,0)b 1,0(0,0;2,0)b 1,0(0,0;2,0)ab 1,0(0,0;2,0)a p<0,001
CDCC  2,0(1,0;3,00c 1,0(0,0;2,0)0b 1,0(0,0;2,0)b 1,0(0,0;2,0)ab 1,0(0,0;2,0)a p<0,001

%CO, % area of corneal opacity

CC, conjunctival congestion

CCh, conjuctival chemosis

CD, conjunctival discharge

CDCC, conjunctival discharge color and consistence
Equal letters — no significant difference

Different letters — significant difference

DISCUSSION

In this study, we describe the results of the use of topical 0.03% Tacrolimus
associated to subconjunctival liposomes with Rapamycin at 0.4mg/ml for the
treatment of medically non-responsive immune-mediated KCS in dogs.

In humans, there is a predominance of the number of women with KCS due to
hormonal causes. [10] In our study, as there was a predominance of males over
females, it is not enough to reveal data on the influence of gender on KCS.

The positive response to treatment with immunomodulatory drugs strongly
suggests the immune-mediated origin of some idiopathic KCS. [11] However, topical
immunosuppressant drugs will only act when there is still some residual glandular
tissue. [12] In the present study, were selected only dogs with severe idiopathic dry
eye that had no effective response to treatment with Tacrolimus 0.03%. We decided to
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test the association of two immunomodulatory drugs in order to prove that is possible
to obtain attenuation of clinical signs of KCS if there is residual glandular tissue.

In KCS, the ocular surface loses its homeostasis and presents varying degrees of
inflammation characterized by the expression of pro-inflammatory cytokines and
chemokines, with infiltration of reactive T cells. [13] Despite using different
mechanisms of action, both Tacrolimus and Rapamycin, act by inhibiting the
activation of T and B cell response, being much more potent than Cyclosporine. [4]
Thus, we chose to associate Rapamycin to Tacrolimus, and not to Cyclosporine,
because they are more effective.

Rapamycinislike Tacrolimus asit isan inhibitor of T cell activation. However,
it differs from Tacrolimusin that it targets a unique serine-threonine kinase involved
in cell signaling. Hence, it functions as non-calcineurin inhibitor of T cells. It has
additional immunomodulatory effects, including the inhibition of IL-2 dependent and
independent proliferation of B-lymphocytes. [14]

Assuming that the effect of Tacrolimus and Rapamycin would be
complementary, and, based on the study where it was shown the synergistic effect of
the two immunomodulatory drugs in the treatment of uveoretinitis [6], we chose to
investigate whether this association would be effective in the treatment of severe and
non-responsive immune-mediated canine KCS.

The use of Rapamycin associated with Tacrolimus would decrease the required
dose of each compound. [6] Topical Tacrolimus has been used in previous studies in
dogs for the treatment of KCS, with an effective concentration of 0.03%. [3] There are
no data in the literature using topical Rapamycin in the treatment of canine KCS.
Some investigators used Rapamycin eye drops in pigs at a concentration of 1 mg/ml.
[15] In our study, we used Rapamycin at a low concentration (0.4mg/ml), whereas the
application would be subconjunctival, not requiring a high concentration ability to
permeate the cornea and would be associated with Tacrolimus. The concentration of
Tacrolimus was maintained at 0.03% due to the commercial availability of the drops in
the country where this study was conducted.

Rapamycin is insoluble in water and highly lipophilic. [16] Such characteristics
make the formulation of a topical ophthalmic medication a difficult task to
accomplish. Nanocarriers seem to be a promising tool as a drug delivery system to the
ocular surface and the encapsulation of Rapamycin in liposomes could improve its
stability, prolonging its bioavailability. [9,16] Because of that, we chose in this study
to encapsulate Rapamycin into liposomes in order to obtain an ophthalmic formulation
that could be effective in the treatment of ocular disorders.

The study that used Rapamycin eye drops at 1mg/ml concluded that it was
unable to penetrate the intact cornea. Subconjunctival administration is indicated for
inflammatory or infectious conditions of the cornea and anterior segment and is
recommended for highly hydrophilic or lipophilic drugs that do not have good
penetration through the corneal epithelium. [17] Because of these factors, in our study,
we decided to use subconjunctival administration of liposomes containing Rapamycin,
aiming penetration and therapeutic levels capable of treating anterior segment as well
as being a new alternative to the treatment of dry eye in dogs, whose frequency of
medication could be reduced.

The treatment with immunomodulatory drugs requires months to demonstrate its
effectiveness. [10] Our study had just a two-month period and can be questionable
with respect to the minimum time necessary for complete effectiveness of the
combination of the two immunomodulatory drugs. The results obtained in the two
months of our study showed good results, however, cannot confirm that the continuity
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of subconjunctival applications would generate more improvement of the lacrimal
production or regression of clinical signs of KCS.

It is important to note here that the combination of topical Tacrolimus with a
subconjunctival injection of Rapamycin was able to improve clinical signs, quantity
and quality of the tear film of most of the severe dry eye patients studied. However,
several key questions remain unanswered: What are the long-term effects of these
injections on the immune system? Is there any way to predict which patients are likely
to respond to treatment? Which treatment or combination of treatments is the most
effective to KCS and other immune mediated diseases? The preliminary reports of the
newer treatments should hopefully be the catalyst for randomized control studies that
are needed in order to formulate an evidence base for the best treatment for severe and
non-responsive canine KCS or other immune-mediated diseases.

We conclude that the management of patients with severe KCS who do not
respond to first line immunomodulatory treatment is challenging. Our initial
experience with Rapamycin and Tacrolimus demonstrates its effectivenessin the
majority of patients with refractory KCS by not only controlling clinical signs of the
disease but also improving the quantity and quality of the tear film.
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10. ANEXOS

10.1. Anexo 1

Medicamentos e tiras diagnosticas utilizadas no estudo:

» Tacrosan (Tacrolimus 0,03%) — (Fabricado por Laboratorios
Santgar, México DF, México).

* Humectan (Hialuronato de Sdédio 0,1%) - (Fabricado por
Laboratérios Santgar, México DF, México)

» Paracaina (Cloridrato de Proparacaina 0,5%) — (Fabricado por
Laboratérios Santgar, México DF, México)

e Tear Flo (Tira estéril para Teste Lacrimal de Schirmer) —
(Fabricado por Hub Pharmaceuticals, LLC, California, EUA)

* Bio Glo (Tira estéril de Fluoresceina Sodica) — (Fabricado por Hub
Pharmaceuticals, LLC, California, EUA)

* Rose Glo (Tira estéril de Rosa Bengala) — (Fabricado por Hub
Pharmaceuticals, LLC, California, EUA)



79

10.2. Anexo 2

Escala de avaliagcdo com |ampada de fenda para graduar a inflamacéao
ocular
Oftalmoscopia indireta e reflexos neuro-oftalmoldgicos para clareza do meio
ocular. Sistema adaptado de pontuacdo McDonald-Shadduck, modificado por

C. Murphy e posteriormente por R.H. Scagliotti

Clareza do Meio Ocular

0 = Meio ocular limpo. O reflexo tapetal atravessa a pupila; a cor tapetal
refletida é distinta e forte. Oftalmoscopia indireta pode claramente focar
vasculatura retiniana secundaria e terciaria e cabeca do nervo oOptico. O

reflexo de ameaca e ofuscamento séo positivos.

1 = O reflexo tapetal € visivel, mas um pouco sem forma. Oftalmoscopia
indireta revela a vasculatura secundaria e terciaria da retina e a cabeca do
nervo optico, mas com imagem um pouco borrada. Os reflexos de ameaca e

ofuscamento sdo positivos.

2 = O reflexo tapetal estd severamente suprimido. A cérnea pode estar
nebulosa e a camara anterior permite a visualizacéo da iris e lente e o vitreo
permite visualizacdo das artérias e veias da vasculatura retiniana. Pode haver
perda de detalhes do nervo Optico. Os reflexos de ameaca e ofuscamento sao

positivos.

3 = A cOrnea apresenta edema e a camara anterior apresenta flare e pode ter
também hipopio. A iris € visivel e edematosa. Pouco se alcanca ver o reflexo
tapetal e o segmento posterior ndo pode ser avaliado. O reflexo de ameaca

tem resposta variavel e o reflexo de ofuscamento é positivo.

4 = A cOrnea € edematosa e a camara anterior turva com hipopio. Pouco se
vé a iris. O reflexo de ameaca é ausente e o reflexo de ofuscamento tem

resposta variavel.
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Palpebras

0 = Superficie normal e glandulas de Meibémio normais. Superficie livre de
foliculose e outras alteracbes de pele como escoriacdo, eritema ou pélos

quebrados.

1 = Meibomite e/ou foliculose (pélos quebrados e inchaco)

2 = Meibomite e/ou foliculose, sinais de escoriacdo (alopecia, eritema, pélos

quebrados)

3 = Meibomite e/ou foliculose, sinais de escoriacéo (alopecia, eritema, pélos

quebrados), edema de palpebra, pustulas e papulas

Cornea

0 = Cornea normal. Com a lampada de fenda observa-se uma linha brilhante
cinza na superficie epitelial e uma linha brilhante cinza na superficie endotelial

com uma aparéncia solida do estroma.

1 = Alguma perda de transparéncia. Observando com a secc¢ao Optica da
lampada de fenda, apenas a metade anterior do estroma esta envolvida. As
estruturas subjacentes sao claramente visiveis com iluminacéo difusa, apesar

de poder haver alguma nebulosidade.

2 = Perda de transparéncia moderada. Adicionalmente ao envolvimento do
estroma anterior, a nebulosidade se estende até o endotélio. O estroma tem
perda da sua aparéncia marmoreada e é homogeneamente branco. Com

iluminacéo difusa, as estruturas subjacentes sao claramente visiveis.

3 = Envolvimento da espessura total do estroma. Com a seccdo Optica, a
superficie endotelial é ainda visivel. No entanto, com iluminacédo difusa mal se
alcanca ver as estruturas subjacentes (observador ainda consegue graduas

flare, irite, resposta pupilar e alteracdes na lente)
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4 = Envolvimento da espessura total do estroma. Com a seccéo optica, ndo
consegue visualizar o endotélio. Com iluminacgéo difusa, ndo se vé estruturas
subjacentes. Nao € possivel graduar flare aquoso, irite, alteracdes na lente ou
resposta pupilar.

% Opacidade Corneal

0 = Cdrnea normal sem areas de opacidade

1 =1 a 25% de opacidade

2 =26 a 50% de opacidade

3 =51 a 75% de opacidade

4 =76 a 100% de opacidade

Vascularizacdo Corneal

0 = Sem vascularizacdo corneal

1 = Vascularizacdo esta presente, mas as veias ndo invadem toda a
circunferéncia da coérnea. Invasdo vascular ndo penetra mais do que 2
milimetros.

2 = Vasos invadem 2 milimetros ou mais de toda a circunferéncia da cornea.
Congestéao Conjuntival

0 = Normal. Pode aparecer palido a rosa avermelhada sem injecéo perilimbica

(exceto nas posicdes 12h e 6h) com vasos nas conjuntivas palpebral e bulbar

facilmente observados.
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1 = Uma cor avermelhada mais forte predominantemente na conjuntiva
palpebral com alguma injecdo perilimbica, mas principalmente nas partes

superior e inferior do olho, nas posi¢cdes de 4h a 7h e de 11h a 1h.

2 = Cor vermelho brilhante na conjuntiva palpebral acompanhado de injecao
perilimbica cobrindo pelo menos 75% da circunferéncia corneal na regidao do

limbo.

3 = Vermelho escuro e intenso com congestdo tanto da conjuntiva bulbar
quanto da conjuntiva palpebral com injecdo perilimbica pronunciada e
presenca de petéquias na conjuntiva. As petéquias predominam a terceira

palpebra e a conjuntiva palpebral superior.

Quemose

0 = Normal, sem inchaco do tecido conjuntivo.

1 = Inchag¢o acima do normal, mas sem eversao das palpebras (percebe-se
que as palpebras estdo na posicéo correta); inchaco geralmente comeca no

canto interno do saco conjuntival inferior.

2 = Inchaco com desalinhamento da posicdo normal das palpebras superior e
inferior; principalmente na palpebra superior, com eversdo parcial. Nesse

estagio, pode-se observar também inchaco no saco conjuntival inferior.

3 = Inchago pronunciado com eversdo parcial das palpebras superior e
inferior. Facilmente detectavel com o animal com a cabeca levantada, se as

margens palpebrais ndo se tocam, ha eversao.

4 = Eversdo pronunciada da péalpebra superior e inferior. E dificil retrair as

palpebras para observar regiao perilimbica.
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Secrecdao Ocular

0 = Normal. Sem secrecéo

1 = Secrecéao presente na porcao interna do olho, mas nao nas palpebras ou

pélos.

2 = Secrecao é abundante, facilmente observada, e pode ser coletada das

palpebras e pélos ao redor dos olhos.

3 = Secrecéao flui através das palpebras, molhando a pele e os pélos ao redor

dos olhos.

Secrecdo: Cor e Consisténcia

0 = Normal. Sem secrecéo.

1 = Presente na porcao interna das palpebras e é serosa (limpa) ou mucoéide

(brancal/cinza).

2 = Secrecdo € abundante, facilmente observada, pode ser coletada das

palpebras e pélos e € amarela ou verde.

3 = Secrecao flui pelas palpebras e molha a pele e pélos com uma secrecao

amarela ou verde. Apresenta odor fétido.

Flare Aquoso

0 = Nenhuma proteina € visivel na camara anterior quando observada por
biomicroscopia de lampada de fenda, com feixe pequeno, brilhante e alta

magnificacao.

1 = Vestigio. Uma pequena quantidade de proteina € detectavel na camara

anterior. Esta proteina é visivel apenas com uma analise cuidadosa por um
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observador experiente usando lampada de fenda, com fenda focal fina e feixe

de luz branca.

2 = Quantidade moderada de proteina é detectavel na camara anterior. A
presenca de proteina na camara anterior € imediatamente aparente para um
observador experiente, utilizando lampada de fenda e alta magnificacdo, mas

a olho nu é detectavel apenas sobre boa iluminacao e observacéo cuidadosa.

3 = Quantidade moderada de proteina é detectavel na camara anterior. E
similar ao 2, no entanto a opacidade € visivel a olho nu com qualquer tipo de

iluminacao.

4 = Grande quantidade de proteina € detectavel na camara anterior. Similar
ao 3, porem a densidade da proteina se assemelha a lente. Adicionalmente,
ha deposicdo de fibrina frequentemente em circunstancias agudas. E
necessario notar que, como a fibrina pode persistir por um periodo de tempo
apos a restauracdo parcial ou total da barreira hemato aquosa, € possivel

haver fibrina reabsorvendo mesmo em uma pontuacdo menor desta escala.

Celularidade do Humor Aquoso

0 = Nenhuma celularidade é vista em campo de observacdo com a lampada
de fenda. Auséncia de células ao realizar varredura com o feixe de luz da

lampada de fenda.

1 = Tracos raros de celularidade (1 a 5 células) séo vistos em um campo de
foco com a lampada de fenda. Quando a fenda € colocada estatica ndo se

observam secc¢bes com células circulantes.

2 = 5 a 25 células sédo observadas em um Unico campo de observacdo com a
lampada de fenda. Quando o instrumento € colocado estético, cada seccao

da camara anterior contém células circulantes.
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3 =50 a 100 células sdo observadas na camara anterior com a lampada de
fenda. Quanto o instrumento € colocado estatico, cada seccdo da camara
anterior contém células circulantes. Precipitados ceraticos ou depdsitos

celulares podem ser vistos na capsula anterior da lente.

4 = Acima de 100 células sdo observadas na camara anterior. Quando o
instrumento é colocado estatico, cada seccdo da camara anterior contém
células circulantes. Precipitados ceraticos ou depoésitos celulares podem ser
vistos na capsula anterior da lente. Deposicao de fibrina, hipépio ou “clumps”
de células podem persistir um periodo de tempo depois de ja haver cessado a
exsudacdo de ceélulas para a camara anterior. Por isso, € possivel haver
hipopio em reabsorcdo mesmo em uma pontuacdo menor desta escala.

Cor da Celularidade (Se héa celularidade presente)

Predominantemente marrom (> que 75%)

Predominantemente branca (> que 75%)

Mistura de varias cores

iris

0 = Normal

1 = Hiperpigmentada (escurecimento manchado a chocolate escuro)

2 = Congestao vascular, edema de iris, neovascularizacao de iris

3 = Sem resposta a luz direta, congestdo vascular, edema de iris,

neovascularizacao de iris, sinéquia anterior ou posterior.

Lente

A lente é prontamente observada com o auxilio da lampada de fenda e a

localizacdo da opacidade lenticular pode ser definida através de iluminagao
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direta e retroiluminacdo. A localizagcdo da opacidade lenticular pode ser
arbitrariamente dividida nas seguintes regibes que foram modificadas do
exame do CERF (Canine Eye Registry Foundation).

A lente pode ser classificada em:

0 = Normal

1 = Anormal

E no caso de anormalidade, deve-se classificar a opacidade e localizacao da

seguinte forma:

Céapsula anterior — difusa ou puntata
Cortex anterior — difusa ou puntata
Cortex equatorial — difusa ou puntata
Suturas anteriores — difusa ou puntata
Suturas posteriores — difusa ou puntata
Cortex posterior — difusa ou puntata
Céapsula posterior — difusa ou puntata
Generalizada — difusa ou puntata
Vitreo

0 = Normal

1 = alteracdes relacionadas a idade

2 = anormal, com células, hemorragia ou outro.
Retina

0 = Normal

1 = Anormal (Descrever)



Coloracéao por Fluoresceina

0 = nenhuma area corada por Fluoresceina

1 =1 a 25% da superficie corneal esta positiva

2 = 26 a 50% da superficie corneal esta positiva

3 =51 a 75% da superficie corneal esta positiva

4 =76 a 100% da superficie corneal esta positiva

Coloracéao por Rosa Bengala

0 = nenhuma area corada por Rosa Bengala

1 =1 a 25% da superficie corneal esta positiva

2 = 26 a 50% da superficie corneal esta positiva

3 =51 a 75% da superficie corneal esta positiva

4 =76 a 100% da superficie corneal esta positiva
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10.3. Anexo 3

Questionario oral o qual proprietarios deveriam responder em todos os
momentos de avaliagdo. Antes de iniciar 0 questionamento, proprietarios
eram orientados que, quanto menor a nota pior a resposta, sendo 0 muito

ruim e 10 excelente:

1 — Atribua uma nota de 0 a 10 ao conforto observado apds a aplicacédo da
injecdo. Considerar aqui se o cédo esta se cocando, se fica com os olhos

fechados ou incomodado pela luz.

2 — Atribua uma nota de 0 a 10 para a lubrificacdo ocular observada apos a
aplicacdo da injecdo. Considerar aqui se os olhos estdo mais brilhantes e a

necessidade de instilar colirio lubrificante durante o dia.

3 — Atribua uma nota de 0 a 10 para a secrecdo ocular observada apos a
aplicacdo da injecdo. Considerar aqui se a quantidade de secrecdo esta

diminuindo e se houve mudanca no aspecto dessa secrecao.

4 — Atribua uma nota de 0 a 10 para a inflamacédo ocular apos aplicacdo da

injecdo. Considerar aqui o quanto os olhos tém ficado vermelhos.



