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RESUMO

Objetivo:A ceratite superficial cronica (CSK) € uma afeccdo ocular em cxdes que
manifesta-se com perda de transparéncia corneana e consequentemente reducao
da acuidade visual. O seu controle demanda um tratamento por meio de
medicacdo topica administrado diariamente. A Medicina Regenerativa tém
apresentado resultados promissores em diversos campos da medicina. De forma
gue neste estudo objetiva-se avaliar o efeito clinico de células-tronco
mesenquimais (CTM) alogénicas de tecido adiposo aplicadas via subconjuntival
em cées portadores de ceratite superficial cronica (CSK).

Métodos: Este € um estudo piloto do tipo caso controle envolvendo 8 cées
diagnosticados com CSK. Os participantes foram divididos em 2 grupos, 0 grupo
tratamento convencional (controle - 4 animais) recebeu Prednisona 1% na forma
de colirio topico trés vezes por dia e o grupo experimental recebeu transplante de
células-tronco mesenquimais alogénicas. Os cdes nédo tinham sido previamente
tratados para a CSK. Realizou-se exame sistémico e oftalmolégico para excluir
outras doencas oculares ou sistémicas. As células-tronco na ordem de 1x 10°
foram injetadas via subconjuntival na regiao perilimbal nos tempos 0 e 30 dias. Os
animais foram seguidos durante 110 dias para monitorar a progressao clinica da
doenca. Foram realizados sequencialmente imagens das anormalidades da
cérnea. As imagens foram analisadas no software ImageJ e a analise estatistica
foi realizada no software GrandPrism 7.0 Os dados pareados em cada grupo
foram submetidos ao teste Wilcoxon e as comparacdes entre 0S grupos
submetidas ao teste Mann-Whitney.

Resultados: A comparacéo das imagens iniciais e finais revelou que as areas com
neovascularizacao e infiltrado inflamatério regrediram na maioria dos olhos tanto
no grupo controle como no grupo experimental ao final dos 110 dias, p = 0,0391 e
p = 0,0078 respetivamente. O grupo experimental respondeu positivamente,
porém, com menor manifestacdo de melhora clinica que o grupo controle (p =
0,0263). As areas com pigmentacdo aumentaram em ambos 0s grupos sem
diferenca estatisticamente significativa entre ambos (p >0,99). Algumas areas de
opacidade da cérnea tornaram-se transparentes apos o transplante de CTM. N&o

foram observados efeitos colaterais locais ou sistémicos.



Conclusao: as células-tronco produziram melhora clinica em pacientes com CSK

apos 110 dias, aguém do tratamento convencional com corticoterapia topica.

Palavras-chave: Medicina regenerativa, células-tronco mesenquimais, ceratite

superficial cronica, doencga auto-imune, caes, cornea.



ABSTRACT

Objective Chronic superficial keratitis (CSK) is an ocular condition in dogs that
manifests with corneal opacification. The control of this condition requires use of
topical medication daily.. Regenerative Medicine has presented promising results
in several fields of medicine. The aim of this study was to evaluate the clinical
effect of allogeneic mesenchymal stem cells (MTC) of adipose tissue applied via
subconjunctival in dogs with chronic superficial keratitis (CSK).

Methods: A series of cases of 8 dogs diagnosed with CSK being seven females
and one male. Divided into 2 groups, the conventional treatment group (4 animals)
received Prednisone 1% as topical eye drops three times a day and the
experimental group received allogeneic mesenchymal stem cell transplantation.
The dogs had not previously been treated for CSK. Systemic and ophthalmologic
examinations were performed to exclude other abnormalities. Stem cells on the
order of 1x10° were injected via subconjunctival in the peri-limbal region at 0 and
30 days. The animals were followed for 110 days to monitor the clinical
progression of the disease. Images of the corneal abnormalities were sequentially
performed. The images were analyzed in the ImageJ software and the statistical
analysis was performed in the GrandPrism 7.0 software. The paired data in each
group were submitted to the Wilcoxon test and the comparisons between the
groups submitted to the Mann-Whitney test.

Results: Comparison of initial and final images revealed that areas with
neovascularization and inflammatory infiltrate regressed in most eyes in both the
conventional and experimental groups at the end of the 110 days, p = 0.0391 and
p = 0.0078 respectively. The experimental group responded positively, however,
with less manifestation of clinical improvement than the conventional group (p =
0.0263). Areas with pigmentation increased in both groups with no statistically
significant difference between the two groups (p> 0.99). Some areas of opacity of
the cornea became transparent after transplantation of CTM. No local or systemic

side effects were observed.

Conclusion: stem cells produced clinical improvement in patients with CSK after

110 days, short of conventional treatment with topical corticosteroids..



Keywords: Regenerative medicine, mesenchymal stem cells, chronic superficial

keratitis, autoimmune disease, dogs, cornea.



Figura 1. Descricao oficial da raca Pastor Alemao.
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1. INTRODUCAO
A presente investigacdo se fez no ambito da Medicina veterinaria, com

énfase na area da oftalmologia de caes (Canis lupus familiaris) e atentando-se

para a raga Pastor Aleméo, conforme descrigao oficial internacional. (Figura 1).



' CONFEDERACAO BRASILEIRA DE CINOFILIA

Fédération Cynclogique Internationale

GRUPO 1

Padrao FClI N° 166
23/12/2010

Padriio Oficial da Raga

PASTOR ALEMAO

(DEUTSCHER SCHAFERHUND)

E Esta tlustragdo ndo representa necessaramente o exemplo ideal da raga.

»

Figura 1. Descricdo oficial da raga Pastor Alem&o. Fonte:
http://clubepastoralemao.com/index.php/a-raca/padrao-oficial-da-raca-

pastor-alemao-fci



http://clubepastoralemao.com/index.php/a-raca/padrao-oficial-da-raca-pastor-alemao-fci
http://clubepastoralemao.com/index.php/a-raca/padrao-oficial-da-raca-pastor-alemao-fci
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1.2. REVISAO DA LITERATURA

1.2.1 FISIOLOGIA DA CORNEA

Baseando-se na anatomofisiologia da cérnea, incluindo nos caes, torna-se
claro que as enfermidades nela sediadas podem conduzir a deficiéncias visuais

importantes, ou mesmo a cegueira nos casos mais graves’.

A cOrnea € a estrutura limitante da porcdo anterior do bulbo ocular.
Constitui o principal meio refringente do olho, respondendo por cerca de 80% do
poder total de refracdo; € por onde o0s raios luminosos penetram no olho para
chegar a retina 2. O desempenho das fungcBes da cdrnea depende da integridade

de toda a sua estrutura®.

A cérnea do cachorro € um tecido transparente, avascular, eliptico, com
didmetro horizontal maior que o vertical em propor¢cées que variam entre as
espécies. A espessura também € muito variavel, mas no cado tem em média
0,6mm no centro e 0,95 mm nas extremidades, sendo o canto temporal superior o

mais espesso”.

Suas principais funcdes sao: refracdo e transmissdo da luz, dependentes
da sua curvatura e transparéncia, e suporte dos conteudos intra-oculares. O
epitélio corneal, em conjunto com o filme lacrimal, contribui para a manutencéo da

superficie opticamente regular da cérnea®®.

A transparéncia corneal é mantida pela auséncia de vasos sangiineos,
superficie epitelial ndo queratinizada, auséncia de pigmentacdo, organizacdo e
tamanho das fibras de colageno e por sua deturgescéncia’ (Figura 2).

A cornea pode ser dividida em 4 ou 5 camadas, dependendo da espécie:
epitélio, membrana de Bowman (apenas nas aves e nos humanos), estroma,

membrana de Descemet, e endotélio’.



Figura 2- Pastor Alem&o 5 anos.

saudavel

Olho direito clinicamente
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O estroma compreende 90% da espessura da coérnea. Consiste de
fibrocitos, ceratécitos, que sao células fusiformes derivadas da crista neural,
colageno e substancia fundamental®. A organizacdo uniforme das camadas de
colageno é o fator mais importante na manutencdo da transparéncia. Um
espacamento regular das fibrilas em camadas entrelacadas e planas, produzindo
lamelas que se sobrepdem, orientadas paralelamente a superficie corneal,
permite que a luz passe sem interferéncia destrutiva. Cinco tipos de colageno sao
encontrados nos estroma: tipos I, Ill, V, VI e XIl, e entrelacados com estes
também se encontram glicosaminoglicanos, as glicoproteinas que dao suporte
estrutural & cornea. O estroma é relativamente desidratado, caracteristica esta
devida a integridade do epitélio, a sua diferenca osmotica com o filme lacrimal, e

pela acdo do endotélio, que ativamente retira 4gua da cérnea’.

A membrana de Descemet é a membrana basal do endotélio e aumenta de
espessura com a idade. E muito elastica sendo a protecdo mais profunda da
cornea. Nao é corada pela fluoresceina e € formada por colagenos tipos I, llI, 1V,

V, VI e VIII, sendo que estes dois tltimos conferem sua aderéncia ao estroma™®.

O endotélio é formado por uma Unica camada de células hexagonais,
derivadas da crista neural, revestindo a camara anterior do olho. Devido a sua
limitada capacidade de divisdo mitética, os defeitos no mosaico endotelial séo
recobertos por expansao das células adjacentes. A densidade normal em céaes é
de aproximadamente 2.800 céls/mm? (). Notadamente, até 80% da populacéo de
células endoteliais podem ser perdidas antes de ocorrer hidratacdo e perda de
transparéncia corneal. No entanto em caes jovens o endotélio tem consideravel
capacidade de regeneracdo, reparando em 6 semanas até 90% das células
lesadas™. Com o avancar da idade o nimero de células diminui, traumas

cirdrgicos e inflamagdes intraoculares contribuem para a perda celular’**,

Os mecanismos de defesa da superficie ocular incluem a presenca de filme
lacrimal homogéneo com seus componentes antibacterianos (lisozima, beta-lisina,
lactoferrina, entre outros), incursbes palpebrais eficientes e epitélio integro e
estavel. A existéncia da microbiota normal inibe o crescimento de patdgenos, seja

por competicdo, seja por liberagdo de substancias com propriedades
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antibiéticas®®. Somado a isto, o limitado acesso dos anticorpos humorais e de

linfécitos citotéxicos torna a cérnea um local de “privilégio imunoldgico™.

Este “privilégio” deve-se a fatores como avascularidade, que limita o
acesso de mediadores inflamatdrios e imunes no segmento anterior do olho,
caréncia de células apresentadoras de antigeno ativadas na regido central,
auséncia de vasos linfaticos e presenca de citocinas imunomoduladoras locais
gue suprimem a inflamacado e a ativacdo do sistema complemento. Ha também,
na camara anterior, na face posterior da cérnea um sistema complexo mediado
por citocinas e células adaptadas chamado Desvio imunologico associado a
camara anterior (ACAID), que faz controle especializado das respostas imunes
aos antigenos que possam chegar no ambiente intraocular***®. Assim, antigenos
da superficie ocular sdo processados somente pela conjuntiva e trato uveal,

representando estes, centros linféides ativos do bulbo ocular®.

No entanto, nas formas mais graves de lesdo, como na Ceratite ulcerativa,
Ceratoconjuntivite seca e Ceratite superficial cronica (CSK do inglés - Chronic
Superficial Keratitis)) (Figura 3), o privilégio imunoldgico aparentemente é perdido
0 que induz uma resposta angiogénica com 0 aparecimento de neovasos que se

estendem centripetamente na cérnea®*" 1819,

Inflamacdo grave e vascularizacdo estdo comumente associados a
pigmentacao estromal. O pigmento no epitélio corneal surge da camada basal,
gue é da mesma origem embriolégica da camada que naturalmente contém
pigmento na conjuntiva. A pigmentacao epitelial € uma resposta inespecifica da
inflamacéo da cornea e mais comum nas doencas crénicas, em especial quando
exposicao, irritacdo, ou xerose (ressecamento) que induzem no tecido normal um
processo de metaplasia escamosa adaptativa. Pigmentacao profunda se origina a
partir da proliferagdo dos melanoblastos limbicos normais que migram para o
interior do estroma durante a inflamac&o. Embora os neovasos possam ocorrer

em qualquer parte da cérnea, na CSK, localiza na porcao anterior do estroma?”.



_—

Figura 3. Pastor Aleméao "
CSK ativa;.
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1.2.2. CERATITE SUPERFICIAL CRONICA

Esta doenca tem diversos nomes: sindrome de Uberreiter, ceratite
superficial cronica e “pannus” (que significa vascularizagao inespecifica de tecido
avascular). A doenca ndo é restrita & cornea e ndo é superficial’, porém é uma
doenca cronica, inflamatoria e ndo ulcerativa do estroma superficial corneano, que
causa danos significativos e comprometimento visual em caes?’. Esta condicdo é
particularmente comum em galgos, pastores alemdes e pastores belgas,

23,24

Greyhounds, mas outras racas também podem ser afetadas e aparenta ter

caracteristicas herdaveis?.

Embora a etiologia ndo esteja esclarecida, correlagcdes clinicas,
histolégicas e imunoldgicas reforcam conjuntamente tratar-se de uma condi¢ao
imunomediada® e evidéncias epidemioldgicas demonstram que ocorre maior
agressividade e maior resisténcia ao tratamento conforme os animais vivem em
regides com maior altitude em relacéo ao nivel do mar?’ (Chavkin, 1994). Sugere-
se assim a participacdo da radiacdo ultravioleta na origem da doenca que
causando alteragéo da antigenicidade tecidual resulta em inflamag¢&o mediada por

células’?>%%2°,

Clinicamente a lesdo apresenta-se como bilateral ndo simétrica, com o
infiltrado inflamat6rio comegando a partir da regido temporal inferior do limbo em
direcdo ao centro da cornea. Caracteriza-se por uma infiltracdo de tecido
fibrovascular na cornea, que se torna avermelhada devido a neovascularizacdo
com perda da transparéncia ao redor destes. Nao ha regressédo espontanea das
alteracdes da superficie ocular. O surgimento de areas pigmentadas varia com a
severidade e cronicidade da progressdo das lesdes. Em estagios precoces, as
células do epitélio proliferam-se e o estroma superficial é infiltrado por plasmécitos
e linfécitos”*®. Com o progresso da doenca, melandcitos, histiécitos e fibrocitos
adentram a coOrnea, ocorrendo edema e neovascularizacdo. Em estagios
avancados, 0 epitélio e o0 estroma anterior tornam-se pigmentados e
vascularizados e o epitélio pode apresentar-se queratinizado, apesar de ndo se

corar com a fluoresceina’.
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Deve-se diferenciar da ceratite pigmentar decorrente de irritacdo croénica,
pela prega nasal, triquiase, distiquiase e outras alterac6es de anexos oculares, da
ceratoconjuntivite seca, e da granulacdo tecidual presente na cicatrizacao

vascularizada de feridas corneais crénicas”

Diversas alteragcbes podem ocorrer simultdnea ou sequencialmente: a
neovascularizagcdo que se inicia na regiao do limbo temporal inferior, de forma
gradual, amplia-se para o centro da cérnea, e 0s outros quadrantes também
podem ser afetados. Pontos pequenos esbranquigcados algumas vezes podem
ocorrer no estroma transparente 1 a 3 mm a frente da lesdo em progresso e sao

reconhecidos como o inicio do infiltrado celular e edema’?>°,

Além disso, também pode ocorrer despigmentacdo e espessamento da
superficie externa da terceira palpebra, usualmente proximos a margem, dando
ao olho a aparéncia de inflamacéo ativa, que apesar de néo ter significado clinico,
pode contribuir para alterar a secrecdo ocular. Nos casos prolongados também
pode se desenvolver depésito lipidico no estroma adjacente & borda da les&o’?®.
A idade e raca dos animais afetados tém significancia prognostica, em animais
jovens (até 5 anos de idade) a condi¢cdo geralmente progride para lesdes graves e
rapidas, visto que em animais afetados mais velhos as les6es sdo menos intensas
e lentas. Da mesma maneira, animais que vivem em baixas altitudes respondem

mais favoravelmente & terapia’.

Posteriormente, Williams, (1999)*®, observou que a migracéo de células
gue invadem a cOrnea mantém uma sequéncia caracterizada por um denso
infiltrado inflamatorio na cornea superficial lesada. A regido do estroma profundo é
guase que totalmente livre desta infiltracdo. Os linfocitos persistem desde o inicio
do quadro clinico mantendo-se como o tipo predominante em toda a extensao da
lesdo. Além disso, fibroblastos e fibrécitos sédo encontrados em um numero
significantemente alto na area lesada se comparados com a cérnea normal. A
presenca de macrofagos, e uma pequena populacdo de neutréfilos foram
observados tardiamente na lesdo ja estabelecida e estdo associados com o

desenvolvimento da neovascularizag&o®®?°,
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As caracteristicas imunolégicas inflamatorias da CSK demonstram uma
predominéancia de linfécitos CD4+, confirmando a proposicao de se tratar de uma

doenca auto-imune.

Estudos imunohistoquimicos usando anticorpos monoclonais contra
Complexos de Histocompatibilidade Classe 1l (MHC Il) demonstraram que a
estrutura imune da cérnea normal ndo apresenta expressdo génica destes na
camada epitelial. Os ceratécitos do estroma apresentam baixa expressao do MHC
I a semelhanca das células dendriticas no limbo e no epitélio conjuntival.
Entretanto, em coérneas afetadas ha um aumento progressivo da marcacao
imunofluorescente nos limites do processo inflamatério mostrando varias células
estromais e epiteliais positivas; aumentando a marcacao na direcdo do centro da
lesdo,. Outra observacdo € que muitas células com atividade ATPase positiva

tinham morfologia caracteristica de células de Langerhans®.

A coOrnea era considerada privilégio imunoldgico devido a suposta auséncia
de células apresentadoras de antigenos na sua estrutura, mas estudos recentes
demonstram haver um numero significativo destas células no epitélio e estroma
anterior da cornea, enquanto que a porcado posterior do estroma contém
macréfagos™®3!. A auséncia da expressdo de MHC classe Il no epitélio da cérnea
central foi por algum tempo considerado como parte importante dos mecanismos
do privilégio. Acreditava-se que a manifestacdo do MHC Il era o evento primario
em condicBes auto-imunes, porém novas pesquisas tém mostrado ser uma
manifestacdo secundaria. Neste novo conceito, se os MHC Il ndo sdo o
instrumento da génese da lesdo inflamatdria na CSK, aceita-se que sdo parte
importante da perpetuacao do processo. Na cornea as células apresentadoras de
antigenos sao reconhecidas como as células de Langerhans, estdo em
concentracdo decrescente da conjuntiva, limbo e periferia da cornea até o centro
da cérnea e, no epitélio, seus corpos celulares estao situados na camada basal
de onde formam projecdes por entre as células em direcdo a superficie, indo até a
camada de células aladas e parando proximo das tight junctions entre essas
células®’. A migracdo destas células para o centro da cérnea ja foi comprovado
como tendo participacdo em rejeicdo de transplantes e expressam MHC Il da

mesma forma que as células epiteliais lesadas™**.
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Outro estudo demonstrou a correlacéo entre tempo/dose de radiacdo UV e
as enzimas metaloproteinases (MMP). Confirmou-se que ha aumento da atividade
das MMP-2 e MMP-9, notadamente no epitélio corneano dos portadores da CSK.
As células inflamatérias, macréfagos, neutréfilos e linfocito T também produzem
MMPs de forma que parece haver um reforco positivo entre os tecidos da cornea
e as células inflamatdrias perpetuando a degradacdo da matrix extracelular e

conservando a neovascularizag&o®.

TRATAMENTO

A terapia da CSK tem por base controlar a reacdo inflamatoria e seus
processos como 0 edema, a vascularizacao e evitar a pigmentacao cicatricial. As
lesbes podem estar bem avancadas antes de serem notadas pelos proprietérios e

podem acometer uma grande area da cornea levando a déficit visual.

A CSK é tida, atualmente, como um disturbio corneal progressivo crénico
gue néo pode ser curado, mas sim controlado, de modo que a cegueira raramente
ocorre. O proprietario deve ser informado de que a terapia se faz necessaria por
toda a vida e que o tratamento varia em fungao de cada paciente, da gravidade da

lesdo e da regido geografica onde vivem’.

A primeira escolha utiliza corticosteréides tépicos (dexametasona a 0,1%
ou prednisona a 1%) instilados quatro a seis vezes ao dia®®. A frequéncia de
aplicacdo, poténcia e concentracdo dos esteroides podem ser ajustadas para a
resposta terapéutica. Respostas terapéuticas baixas ocorrem em animais que
vivem em regibes montanhosas, porém, a maioria dos pacientes mantém
capacidade de visdo preservada apenas com terapia tépica. Posteriormente, para
potencializar os efeitos ou facilitar a terapia em animais indolentes, pode-se
realizar injecdo subconjuntival de corticosteréides como acetato de betametasona
e fosfato dissédico de betametasona. O glaucoma e a catarata, que sao os efeitos

colaterais descritos em humanos, ndo ocorrem em cées, permitindo uso
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prolongado desses protocolos. Nos casos resistentes também se pode associar
corticosterdides sistémicos, prednisolona 1mg/kg, 1x ao dia até remissdo da

inflamacé&o ocular’.

Concomitantemente, outros estudos demonstraram resultados benéficos
através do uso isolado de terapia imunomoduladora ou associacdo desta com
corticosteroides. Trés farmacos imunossupressores reportaram resultados
promissores para o tratamento das doencas auto-imunes e ja evidenciaram efeito
imunomodulador, reduzindo a neovascularizagdo da CSK, e mantendo a doenca
sob controle enquanto administrado, sdo estes: ciclosporina A*, pimecrolimus?®,
tacrolimus com e sem associacdo de Dimetil-sulféxido (DMS0)*?*°, e seus
mecanismos de acdo sao seletivos as células T e as células apresentadoras de

antigenos®=°.

O que se observa na literatura, com estes protocolos de tratamento, aponta
para um padrdo clinicamente semelhante, onde ha controle e regressdo da
neovascularizagcdo em poucas semanas, oferecendo ganho da capacidade visual
aos animais. Nestes tratamentos, a pigmentacdo cicatricial apresenta resposta
variavel, ora regredindo ou expandindo a area acometida, ora apenas variando a
densidade do pigmento, de tal forma inconsistente que ndo ha correlacdo clinica
interpretavel entre farmaco e resposta obtida%.

Nos casos refratarios ou cronicos onde ja ocorreu pigmentacao extensa e
prejuizo significativo na capacidade visual, a associagdo com procedimentos
cirdrgicos é uma alternativa possivel. A Ceratectomia lamelar superficial da area
afetada pode ser realizada, e considerando-se a espessura removida, até o
maximo de trés procedimentos ainda permite manter a resisténcia necessaria da
cérnea. Cada tentativa tem a intencdo de estender o periodo entre ceratectomias,
associada a antibidticos topicos por 9 a 12 dias até que o estroma seja recoberto

por epitélio e depois mantida com a terapia médica ja descrita’.

Uma possivel ferramenta terapéutica, apesar das limitacbes de
disponibilidade desses recursos, vé-se que na literatura também h& descri¢cdes da
técnica cirurgica interligada com aplicacdo de radioterapia com raios-X, e com

estroncio-90, produzindo efeitos benéficos em periodos de tempo mais longos®.
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Alternativamente, houve a experimentacdo clinica com lentes de contato
com capacidade de bloquear raios UV solares, o estudo se alongou por 6 meses

e concluiu que n&o houve resultado clinico positivo®.

1.2.3.. FARMACOLOGIA

A CSK permanece como uma doenca de etiologia desconhecida e sem
tratamento que promova a cura. Pode-se assim, considerar que o conhecimento
translacional entre as ciéncias médicas de base e as ciéncias aplicadas, através
das diversas caracteristicas histologicas e imunologicas j4 associadas a doenca
favoreca o desenvolvimento de novos protocolos. Dessa forma, descreveremos
sucintamente, os mecanismos de acdo dos farmacos ja utilizados para a CSK,
imaginando que o entendimento destes modos de a¢do nas células dos olhos dos
animais doentes, ofereca a ciéncia o caminho para encontrar a “peg¢a do quebra-

cabecga” que solucionara a CSK.

Corticosteroides

Desde a descoberta de glicocorticbides na década de 1940 e o
reconhecimento de seus efeitos antiinflamatorios, seu uso para doencas
autoimunes se tornou um dos mais efetivos e utilizados métodos terapéuticos.
Entretanto sua eficacia clinica é comprometida pelos efeitos metabdlicos
causados pelo uso prolongado. Entdo, o entendimento dos seus mecanismos de
acao permitira controlar seus efeitos, equilibrando os resultados benéficos e

indesejados®.

Na década de 1990, reconheciam-se as acfes dos corticosteréides como
indutores de linfopenia, por alterar sua recirculacdo e causar morte celular. O

mecanismo imunossupressivo, que ocorria nas células T por inibicdo na producao
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de citocinas e seus efeitos, atuava por processos intracelulares e eram

considerados diferentes daqueles da via realizada pela ciclosporina®.

Naturalmente o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal libera corticoides naturais
(cortisol e corticosterona) em um ciclo circadiano e seus niveis basais mantém o
estado de tonus celular em todo organismo®’. Conjuntamente, relacionou-se que
as citocinas sao potentes ativadores deste eixo e podem permanentemente

programar a liberacdo hormonal®

. Quando estes hormoénios naturais ou 0s
hormonios sintéticos, disponiveis no plasma, adentram as células, a enzima 1183-
hidroesteroide-desidrogenase 1 (113—HSD1) prontamente o0s converte em
esterdides ativos, capazes de se ligar ao seu receptor. O conhecimento dessa
enzima tem direcionado estudos paralelos sobre resisténcia insulinica, obesidade

e demais doencas metabdlicas™®.

Com novos estudos, ja se observou influéncia dos glicocorticéides no ciclo

celular, movimento celular, controle da glicose e regulacdo de fluidos*.

O Receptor de glicocorticoide (GR) € uma proteina de ligacdo ao DNA que
regula o inicio da transcricdo genética*’. Pertencente ao grupo dos Receptores
nucleares da subfamilia 3 grupo C, e por isso recebe a identificacdo NR3C1, a
posicdo normal do GR € no citoplasma celular até ocorrer ligagdo com corticéide,
quando entdo é deslocado para o nlcleo celular*.  Varias das acdes
imunossupressoras dos glicocorticéides sdo mediadas direta ou indiretamente
pelo GR, os quais, alterando a transcricAo de numerosos genes, tém acao
estimulatéria ou inibitéria. Notadamente, os glicocorticbéides causam, nas células
do sistema imune, repressédo na transcricdo de genes que codificam citocinas e
guimiocinas pro-inflamatorias, moléculas de adeséao celular e enzimas envolvidas
no inicio e/ou na manutencéo da resposta inflamatéria*>. Também se sabe, que
seus efeitos se dao pela interferéncia da sinalizagdo feita pelos reguladores
inflamatérios NF-kB (fator nuclear kappa-beta) e AP-1 (ativador protéico tipo 1)*.
Entende-se assim, que os glicocorticéides inibem varios dos eventos iniciais da
resposta imune e também promovem a resolucdo do processo inflamatorio,
apesar de até o momento, esses Ultimos mecanismos terem sido pouco relevados

nas pesquisas>".
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A acdo dos GR também induz genes de IL-10, que € um potente
imunomodulador. E através da estimulacdo de GILZ (proteina induzina por

glicocorticéide — ziper de leucina) que o GR parece inibir as acdes do NF-kp e AP-
1*,

O GR é expresso em todas as células do organismo, incluindo sistema
imune, e os efeitos dos glicocorticoides dependem do estado de diferenciacao e
ativacdo da célula. As especificidades do GR variam em cada tipo celular,
incluindo a capacidade de remodelar a conformacéo da cromatina expondo areas

silenciosas do DNA®,

Nas células T a diminuicAo da Anexina Al (proteina de ligacdo a
fosfolipideo — calcio dependente) pelos glicocorticéides, sugere a possibilidade de
gue a regulacdo nas células do sistema imune inato e adaptativo pode estar
relacionada com o estado de ativacdo/diferenciacao das células mais do que com
uma regulacdo direta®. Na fase imatura as células T sdo duplamente negativas
na expressao de CD4 e CD8, e sofrerdo maturacdo para positividade de um
destes marcadores, porém as células duplamente positivas sdo altamente
sensiveis a apoptose induzida por glicocorticides®®. A acdo direta dos
glicocorticéides nas células T CD4+, na presenca de vitamia D3 induz secrecéo de
IL-10 pela células T reguladoras (Trgs), Capazes de regular as resposta Thl e

autoimunidade®’.

Os efeitos imunossupressivos do GR s&o resultado de multiplos
mecanismos, 0s guais, além do estado celular, sdo dependentes também do tipo

celular e do estimulo envolvido®.

Tanto quanto afetando profundamente a funcdo celular, o GR também
altera a programacdo de diferenciagdo celular nas células mielGides
progenitoras®® e sob condicdes de estresse cronico, pode, provavelmente mudar a
forma como a resposta imune se desenvolve®. Esse mecanismo é relevante na

inducéo de tolerancia periférica.

As células dendriticas (DC) sdo a chave para apresentacdo de antigenos,
fazendo a ponte de ligacdo entre o sistema imune inato e adaptativo. Sao

reconhecidas como maduras quando capturando antigenos, processam, migram
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para os orgaos linféides e interagem com células T imaturas. Os glicocorticoides
nao atuam meramente inibindo a atividade das DC, mas reprogramando-as para a
condicdo de “células dendriticas tolerogénicas”, as quais podem induzir o estado
de hipo-responsividade nas células T e a formag&o de células Tg. A inducdo de
tolerancia nas DC também é dependente da acdo da GILZ, mas todos os
mecanismos intrinsecos ainda nao sao claros. Observou-se também que a
enzima 11p—HSD1 estd em niveis maiores nas DC imaturas, provavelmente

suprimindo uma estimulacéo inadequada®.

Nos estudos da superficie ocular o uso terapéutico dos corticéides € amplo,
incluindo cirurgias de transplante (em humanos), ceratoplastias, e doencas
associadas a inflamacéo e neovascularizacdo corneanas, mas 0s mecanismos de
acdo em cada tipo celular ainda ndo estdo totalmente caracterizados. O GR é
detectavel em todas as camadas da cornea, mas com robusta expressdo nas
células epiteliais*®. Recentemente, Kadmiel, 2016, demonstrou que na cérnea,
semelhante as células do sistema imune, 0 uso de dexametasona tépica por 6
horas induziu a expressdo de GILZ. Neste estudo, curiosamente, pode-se
verificar a magnitude desses mecanismos onde, apenas no epitélio corneano,
foram identificados 4439 genes alterados pela presenca de glicocorticoides, dos
guais 2046 genes foram estimulados e 2393 genes foram inibidos. Mais
especificamente, 679 genes envolvidos na motilidade celular, 1135 genes para
crescimento e proliferacdo, 1002 genes relacionados com desenvolvimento
celular, 918 genes para sobrevivéncia e morte celular e 685 genes envolvidos na
morfologia das células do epitélio corneano. Foi elucidado que o GR estimula a
formacdo das proteinas tight junctions, melhorando a barreira epitelial, mas
paralelamente, induz inibicdo na migracéo celular, retardando a reparacdo de um

defeito epitelial.

Nota-se dessa forma, que os glicocorticéides séo ativos na cornea e atuam
tanto nas células proprias do tecido, como também nas células inflamatérias que
estejam permeando cada camada corneana. Essa acao conjunta objetiva modular
as reacdes celulares e 0s processos quimiotaticos na tentativa de recuperar a

homeostasia local.



36

Imunomoduladores

A Ciclosporina A (CsA) foi originariamente isolada em 1970 como um
metabolito do fungo Tolypocladium inflatum Gams®'. A CsA é o primeiro farmaco
imunossupressor, nao citotoxico, que age especificamente inibindo a ativacdo de
linfécitos T, através de bloqueio da liberacdo de citocinas, sem mielotoxicidade
concomitante. A CsA ndo inibe a migracdo de leucécitos e ndo tem efeito
significativo sobre linfocitos T citotoxicos. O mecanismo de agdo especifico €
reversivel e poupa a resisténcia nao-especifica, ou seja, 0s mondcitos,
macrofagos e neutrofilos mantendo ativas as suas capacidades e funcdes

biolégicas®?.

A principal acdo consiste na supressao da producao de linfocinas pelas
células T-helper, interferindo na ativacédo dos genes para estas linfocinas, e direta
ou indiretamente, reduzindo a expressao de receptores para IL-2 e IL-4 nos

linfcitos em processo de ativacdo>>.

A CsA liga-se a uma classe de proteinas citoplasmaticas denominadas
imunofilinas, que fazem a transducédo de sinais de superficie para o nucleo das
células. O efeito imunossupressor ocorre devido a formagdo de um complexo
entre a ciclosporina e seu receptor especifico, a ciclofilina, que quando formado,
une-se a outra proteina, a calcineurina A. Ocorre inibicdo de sua atividade
fosfatase, necessaria para a desfosforilacdo da proteina citosélica reguladora,
denominada fator nuclear de células T ativadas (NF-AT), a qual apés a remocéao
do fosfato (desfosforilagdo) seria transportada ao nucleo da célula, onde induziria
varios genes especificos para citocinas e seus receptores. Portanto, a
ciclosporina inibe a via de transducdo de sinais e a ativacdo transcricional das
citocinas dependentes da NF-AT, essenciais para a proliferacdo e funcdo das

células T4

Os macrolideos com propriedades imunossupressoras foram descobertos
na década de 1980 e dentro do processo de desenvolvimento dessa classe de

medicamentos, sintetizou-se o pimecrolimus, macrolideo derivado da ascomicina,



37

uma das substancias monolactamicas produzidas pelo fungo Streptomyces
hygroscopicus. Seu mecanismo de acao, a semelhanca dos demais macrolideos
imunomoduladores, esta relacionado a inibicdo da calcineurina via macrofilina-12,

a principal imunofilina presente no citosol de humanos®=®*’

e apresenta as
seguintes acdes: inibe a sintese de IL pelas células Thl, como IL-2 e interferon

gama; bem como a sintese de IL pelas células Th2, como IL-4, IL-10°.

O tacrolimus foi descoberto em 1987 por pesquisadores japoneses que
detectaram a producdo de um macrolideo com propriedades imunossupressoras
isolado de uma bactéria denominada Streptomyces tsukubaensis. O tacrolimus
ao se ligar a calmodulina, inibe a sintese de calcineurina nos linfécitos, células
dendriticas, basofilos e eosindfilos. As a¢des imunoldgicas que se seguem foram
observadas em estudos experimentais e in vitro, evidenciando-se: nos linfécitos T,
a reducdo da transcricdo e sintese de IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF (fator de
estimulo ao crescimento de mondcitos e granuldcitos), fator de necrose tumoral e
interferon gama; diminuicdo das células dendriticas, que atuam como
apresentadoras de antigenos e auxiliam no desencadeamento da resposta
inflamatoria alérgica; reducdo dos niveis de substancia P e fator de crescimento
neuronal produzido pelos queratécitos. Estas acfes permitem o controle do

processo inflamatério, pois os linfécitos T estdo menos ativados®’.

1.2.4. CELULAS TRONCO

A célula-tronco (CT) é uma célula que possui trés caracteristicas
fundamentais que a distinguem de outros tipos celulares. Primeiro, sdo células
indiferenciadas, ou seja, ndo comprometidas com nenhuma linhagem celular.
Segundo, séo ceélulas com capacidade de auto-renovacédo, gerando células-filhas
idénticas as células-maes. E por fim, sob certas condi¢des fisiolégicas ou
experimentais, podem ser induzidas a diferenciar-se, ou seja, tornarem-se células
com funcdes especializadas®®. As CT podem seguir dois processos diferentes de

divisdo celular: na divisdo simétrica uma célula-tronco mae origina duas células-
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tronco filhas idénticas a ela e na divisdo assimétrica origina duas células, uma

célula idéntica a ela (auto-renovacédo) e uma célula especializada.

Tipos de Células Tronco

As CT estéo presentes em todos os tecidos desde a formagao do embrido.

Com o desenvolvimento embrionario até a fase adulta, as CT vao diminuindo a

sua capacidade de diferenciacdo celular, porém, passam a contribuir com a

manutencdo do tecido através de outras acdes e ndo sO a capacidade de se

diferenciar em tecidos especificos. Por esse aspecto, didaticamente as células

tronco sado divididas em células tronco embrionérias (CTE) e células tronco
adultas (CTA).

Em relacdo a sua capacidade de diferenciagdo em outros tipos celulares, as CT

podem ser classificadas também em:

1.

Totipotentes: S&o as células encontradas nas primeiras divisées, quando o
embrido tem até 16 células, sdo capazes de produzir o novo individuo e

também seus anexos embrionarios;

Pluripotentes: S&o obtidas da massa interna do blastocisto e podem
produzir o novo individuo, mas ndo sdo capazes de produzir 0s anexos

embrionarios;

Multipotentes: S&o o tipo celular presente nos tecidos, em individuos apo6s
0 nascimento, possuem capacidade limitada de diferenciacdo nos tecidos

de um organismo;

Oligopotentes: S&o células comprometidas com um tipo especifico de
linhagem celular, por exemplo, as células precursoras das células

sanguineas.

Célula Tronco Embrionéaria
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As CTE sdo isoladas a partir de embrides pré-implantacionais, e
apresentam um grande potencial na medicina regenerativa podendo dar origem a
um organismo completo. Porém este alto potencial de diferencia¢do, que por um
lado pode trazer grandes beneficios, também pode levar a um crescimento
descontrolado das CT, originando formac¢des tumorais. Portanto, o uso deste tipo
celular na terapia clinica ainda ndo é uma realidade. Existem ainda, riscos
associados a sua utilizacdo terapéutica devido a rejeicdo imunoldgica e alta
capacidade mutagénica® (WAKAYAMA et al., 1999). Além disso, o uso de CTE
no Brasil apresenta impeditivos legais, éticos e religiosos no que se refere a

destruicdo de embribes para obtencao destas células.

Célula Tronco Adulta

As CTA sao células indiferenciadas encontradas nos tecidos que séao
responsaveis pela regeneracado tecidual durante sua existéncia. Elas vém sendo
identificadas nos mais diversos tecidos como corddo umbilical, pele, rim, medula
6ssea, tecido adiposo e polpa dentaria. Li e Xie, 2008°? afirmaram que essas
células tém propriedades tipicas das CT, incluindo autorrenovacao, diferenciacéo
de mdltiplas linhagens e alto potencial proliferativo. Essas células sao
encontradas em um nicho especifico ou em um compartimento tecidual que sao
importantes na manutencao da integridade dos tecidos. As células tronco adultas
incluem dois grupos principais: células tronco hematopoiéticas (CTH), que
classicamente dao origem a toda linhagem sanguinea e células tronco
mesenquimais (CTM), que dao origem a varios tecidos conectivos. A concepcao
de que a linhagem das CT adultas é restrita, s6 repondendo aos tipos celulares do
tecido no qual elas residem, foi recentemente modificada por uma série de
publicacdes sugerindo que essas células tém um grande potencial de

diferenciacao®.

Células Tronco Hematopoiéticas
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As CTH séo obtidas apenas através do sangue do corddo umbilical e da
porcdo sanguinea da medula 6ssea. Estas células, embora ainda consideradas
células tronco, ja apresentam certo comprometimento com a linhagem sanguinea,
ou seja, sdo células que s6 podem se diferenciar em células presentes no

sangue.

Células Tronco Mesenquimais

As CTM constituem uma populacdo de células multipotentes, que ao
contrario do que se acreditava inicialmente, ndo estdo envolvidas apenas no
processo de reparacdo e homeostase dos tecidos dos quais sao isoladas, mas
também possuem diversos efeitos paracrinos. Apresentam acao anti-inflamatoria,
imunossupressora, antiapoptética, angiogénica, antifibrética e reparadora
enddgena, pois estimulam as proprias células tronco intrinsecas do organismo e
gue contribuem para a recuperacao e regeneracdo de outros tipos celulares e
tecidos®®. A capacidade das CTM de originar diversos tipos de células do
individuo as tém tornado extremamente atrativas para a regeneracdo de

tecidos®2,

Diferentemente das CTE, as CTM n&o necessitam do uso de
embrides como material biolégico, contornando assim as questdes éticas,
legislativas e culturais envolvidas. Além disso, o avanco tecnolégico tem ajudado
a visualizar o real potencial da utilizacdo terapéutica dessas células, e a sua
capacidade de regeneracdo de tecidos danificados estd sendo amplamente

64,65,66 65,67

estudada em animais e em humanos e o0 desenvolvimento de protocolos

terapéuticos seguros ja é realidade em varios paises.

As CTM podem ser obtidas a partir de diversos tecidos do organismo. Na
medicina regenerativa 0s tecidos mais utilizados sdo a medula 6ssea (porcao
estromal), tecido adiposo e tecido do corddo umbilical. No entanto, o nimero de

CTM isoladas a partir destes tecidos pode variar®®.
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Acéo anti-inflamatéria das CTM

As CTM exercem acOes amplas e significativas nas condicdes
inflamatorias. Essas células agem tanto regulando de forma negativa a producéo
de citocinas pro-inflamatorias proveniente das células de defesa do organismo,
como ainda secretando interleucinas com acao anti-inflamatéria, como por

exemplo as interleucinas IL-4, IL-10 e IL-13%7°.

Na questdo inflamatéria, os macréfagos possuem um papel muito
importante e, dependendo da sua forma de ativacdo, podem exercer uma agao
pro-inflamatoria (macréfago de classe 1 - M1) ou anti-inflamatoria (macréfago de
classe 2 - M2). Os macréfagos M 1 produzem citocinas pro -inflamatorias e 6xido
nitrico (NO), que proporciona lesao tecidual ; ja os macréfagos M2, estdo
relacionados ao reparo tecidual, pois produzem mediadores essenciais na
resolucdo da inflamacédo, remodelagem do tecido e na eliminacdo de restos
teciduais, facilitando a sobrevivéncia e a proliferacdo de células residentes’. As
CTM ao secretarem IL-4 e IL-13, condicionam o favorecimento da expressao do
macrofago de classe 2 (M2), que é caracterizado pela producdo da interleucina
anti-inflamatoria (IL-10), aumento do CD206, diminuicdo da expressédo de IL-12,
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e NO’**™ As CTM antagonizam a
expressdo do fenétipo M1, reduzem a expressdo de CD86 e MHCIlI nos
macréfagos, diminuindo assim, a sua poténcia estimulatéria’. Além dos
macrofagos, os neutrdéfilos sdo fagocitos importantes do sistema imune inato. Em
resposta a detec¢cdo de moléculas microbianas, os neutrofilos produzem uma
grande quantidade de produtos microbicidas oxidativos na chamada explosao
respiratoria oxidativa’®. As explosées respiratérias também estdo intimamente
associadas a apoptose dos neutréfilos’’. As CTM inibem a apoptose dos
neutrofilos, mesmo sob condi¢cdes de ativagdo mediadas por IL-8, via IL-6
derivada das CTM’®". Pensa-se que as CTM podem aplicar este efeito para
preservar o pool de neutrofilos ndo dividido encontrado nas sinusoides da medula

o0ssea. As CTM também evitam rajadas respiratorias de neutrdfilos, um efeito que
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se alinha com a imunossupressdao das CTM, mas ndo tem efeito sobre a

fagocitose dos neutréfilos, ades&o a matriz ou a quimiotaxia’®.

Ainda dentro da acéo anti-inflamatéria que as CTM exercem, outro caminho
€ o controle dos mastocitos, que contribuem fortemente para respostas alérgicas,
especialmente através da libertacdo de citocinas pro-inflamatorias e de granulos
contendo histamina. Nesta situagdo, a principal acdo das CTM é a capacidade de
suprimirem a degranulagdo destas células e consequentemente a producdo de
TNF-a®°. Num modelo de anafilaxia cutanea passiva in vivo, as CTM reduziram a
inflamacéo promovida por mastocitos. Nestes experimentos, a imunossupressao
mediada por CTM era dependente da regulacao positiva da ciclo-oxigenase-2 nas
CTM e da sua producdo de PGEZ2, que suprimia mastocitos via ligagdo do
receptor EP4.

Acado Imunossupressora das Células Tronco Mesenquimais

Num ambiente natural, as células T de sistemas imunitérios adaptativos
sao divididas em linhagens CD4+ e CD8+, as quais podem ser subagrupadas em
diferentes subconjuntos efetores. Apds a ativacdo através de receptores de
células T e coestimulacao por células apresentadoras de antigenos (APCSs), tais
como as células dendriticas (CD), as ceélulas T proliferam rapidamente e
diferenciam-se em células efetoras. As células T efetoras CD4+ desenvolvem-se
como células Thl produtoras de IFN-y, as células Th2 produzem IL-4 e IL-13, as
células T reguladoras (Treg) séo produtoras de IL-10 e, as TH17, sdo produtoras
de IL-17. J& as células T CD8 +, séo principalmente consideradas como linfocitos
T citotoxicos e produzem granulos citotoxicos que matam células infectadas e
cancerosas; entretanto, eles podem se diferenciar em outros subtipos como suas

contrapartes de células T CD4+.%

Na agdo imunossupressora, as CTM inibem a proliferacdo e a

citotoxicidade de todas as células T, com excec¢do das células Treg que secretam
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citocina com ac¢ao anti-inflamatéria (IL-10). Esse mecanismo, que € multifatorial,
ocorre porque as CTM regulam a sintese de Oxido nitrico induzivel (iNOS), que
produz o NO, promovem o aprisionamento destas células na fase do ciclo celular
GO0/ G1 e modulam a producao das citocinas liberadas pelas células T através da
producdo de moléculas como o fator de crescimento de hepatécitos (HGF), TGF-
B e PGEZ2, que, por sua vez, sdo capazes de suprimirem a producdo de IFN-y a
partir das células Thl, promoverem a secrecao de IL-4 a partir das células TH2 e
aumentarem desta forma a proporcdo de Treg®®% Com essas acées, as CTM
tém demonstrado um forte papel na imunomodulacdo de varias patologias.
Exemplo disso foi relatado por Zappia et al. (2005) e Rafei et al. (2009)®®, que
demonstraram uma melhora significativa em casos de encefalomielite autoimune
experimental (EAE) mediada pelas CTM. Neste trabalho, a polarizacdo destas
células foi inibida in vivo, e 0 HGF derivado das CTM suprimiu a EAE ao mesmo
tempo que promoveu um efeito neurotrépico benéfico®*##”. Em outro estudo, as
CTM reprimiram a rejeicdo de enxerto de pele em macacos, o que foi associado a
supressdo de proliferacdo de células T®. Outros exemplos sdo num modelo de
diabetes autoimune induzida por estreptocitocina, que as CTM conseguiram inibir
a destruicdo mediada pelas células T das células B secretoras de insulina no
pancreas®® e, num modelo de artrite induzida por colageno, as CTM também
suprimiram a proliferacdo de células T auto-reativas, aléem de diminuirem a

producéo de TNF-a e apoiarem a geracdo de células Treg™.

As células B sdo especializadas na producdo de anticorpos, que
desempenham mudltiplos papéis na neutralizacdo direta de patdégenos,
promovendo a opsonizacdo para a neutralizacdo da ingestdo fagocitaria e
ativacao de outras células imunes. As células B Naive sdo ativadas pela ligacdo
do receptor de células B (BCR), ligacdo a CD40 / CD40L e ligacéo dos receptores
tipo Toll (TLR) de produtos®. Em resposta & ativacéo, as células B proliferam e se
diferenciam em células plasmaéticas, que produzem anticorpos. As CTM inibem a
proliferacéo de células B in vivo e in vitro, por prisdo no GO / G1 check point, sem
inducado de apoptose® 2. Além disso, as CTM reduzem a producéo de 1gG, IgM e
IgA durante a co-cultura in vitro com células B e suprimem a expressao do
receptor de quimiocinina nas células B® (Corcione et al., 2006). Em transplantes

in vivo, as injecdes de CTM levaram a uma reducéo de anticorpos alo-especificos
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9194 Numa forma de

e promoveram a aceitacdo do enxerto a longo prazo
encefalomielite autoimune experimental (EAE) mediada por proteina proteolipidica
(PLP) e numa forma murina de esclerose miiltipla®®, os ratos que receberam CTM
exibiram uma inibicdo dos anticorpos especificos da PLP. Isso deve-se ao contato
célula-célula e os fatores sollveis sintetizados pelas CTM que suprimem a funcao

das células B.

As células assassinas naturais (NK) sédo células imunitarias inatas que,
além de produzirem citocinas pré-inflamatorias séo citotoxicas em relacdo as
células infectadas com patdégenos intracelulares e células cancerosas. A
citotoxicidade das células NK é regulada por receptores inibidores e ativadores,
de expressdo do MHC da célula alvo e da citotoxicidade celular dependente de
anticorpos. As CTM conseguem inibir proliferacdo e a citoxicidade das células NK,
reduzir a expressédo de receptores ativadores de NK, incluindo 2B4 e NKG2D*® e
reduzir a producdo de citocinas amoniativas por elas, tudo através da

expressao/sintese de indolamina-2,3-dioxigenase’.

As células dendriticas (CD) unem os sistemas imunoldgico inato e
adaptativo, uma vez que funcionam tanto como produtores de citocinas como
também potentes apresentadoras de antigenos. As CDs absorvem o antigeno e
durante a maturacdo e ativagdo, aumentam a expressdo de moléculas co-
estimuladoras (CD40, CD80, CD83 e CD86), migram para o6rgdos linféides
secundarios e apresentam antigeno para as células T (resposta imune adaptativa
primaria). Durante a iniciagdo de células T, as CDs também produzem uma
mistura de citocinas que afetam a funcdo avaliadora das células T. As CTM
afetam a maioria desses processos: inibem a endocitose pelas CDs, aumentam a
regulacdo de MHC, CD40, CD80, CD83 e CD86 durante a diferenciacdo e
impedem o aumento adicional da expressdo de CD40, CD83 e CD86 durante a
maturacdo®. As CTM também interferem na capacidade das CDs produzirem IL-
12 e ativarem células T alogénicas®?®’. Além disso, as CTM bloqueiam a geracgao
de CD dérmicos a partir de precursores de CD14+ CD1la- derivados de CD34 e os
derivados de monécitos imaturas®. Esta afirmacdo foi corroborada com os
resultados de Ramasamy et al. (2007)®® que observaram que ao cultivarem
mondcitos em condi¢cbes de diferenciacdo de CD na presenca das CTM, ndo

proliferaram e se mantiveram no estado GO. Em outro estudo, o tratamento com
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CTM inibiu a maturacdo de CD in vivo, bem como a secrec¢éo de citocinas e a sua
migracdo para os ganglios linfaticos®, resultando na ativacdo insuficiente de
células T nos ganglios linfaticos. A PGE2 secretada pelas CTM regula a
producédo e a modulagdo das CD, neste ultimo, diminuindo a conversao das CD

imaturas para maduras'® (Zhang et al., 2014).

Acdo Autdcrina das Células Tronco Mesenquimais

A regeneracdo e manutencdo dos tecidos do organismo dependem de um
equilibrio balanceado entre autorrenovacao e a diferenciacao das CTA residentes

em cada 6rgao’®'

Atualmente explicacdes tém sido propostas para a
plasticidade das CT como a diferenciagdo, transdiferenciacdo e fuséo

celulares

A diferenciacdo € um processo no qual, células tronco indiferenciadas
derivam células especializadas e funcionais. Este fenbmeno ocorre mediante
estimulos bioquimicos in vivo e in vitro. Estes estimulos podem ocorrer
naturalmente no organismo in vivo, mediante a secrecdo de fatores de
crescimento produzidos pelas células intrinsecas do tecido, enquanto que in vitro
os estimulos ocorrem artificialmente através da utilizacdo de suplementos e o
condicionamento de meios de cultivo especificos para determinado tipo celular

desejado*®.

A transdiferenciacdo refere-se a habilidade de uma célula originada de
determinada linhagem embrionaria (endoderma, mesoderma ou ectoderma) e
portanto, comprometida com tal linhagem, em se alterar de tal modo que origine
uma célula de outra linhagem. Em mamiferos este fendmeno pode ocorrer de

forma espontanea como uma defesa contra a les&o®.

Outro mecanismo de diferenciacdo celular proposto é a fusédo. A fusdo
celular é um fenbmeno biolégico amplamente conhecido, ocorrendo
principalmente em células polipléides (dois ou mais conjuntos de cromossomos),
como por exemplo, células musculares esqueléticas'®. Varios estudos
demonstraram que as CTM podem fusionar-se a uma célula adulta alvo,

assumindo o padréo de expressao génica da célula a qual se uniu. CTM humanas
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demonstraram capacidade de fusionar com cardiomiécitos de camundongos®®* e
com células de Purkinge'®, contribuindo assim com a funcionalidade das células

do tecido.

Acado Angiogénica das CTM

A angiogénese € outro importante processo biolégico positivamente
influenciado pelas CTM por meio de seus efeitos paracrinos. As CTM secretam
fatores bioativos envolvidos no processo de formacdo de novos vasos, como o
VEGF, FGF, HGF-1, SDF-1 e angiopoietina’®. Foi demonstrado em modelo
isquémico de membro e infarto do miocérdio que estes fatores secretados pelas
CTM estimulam a proliferacdo e a diferenciacdo de células endoteliais e de
células musculares lisas, promovendo o desenvolvimento de vasos colaterais e

aumento da densidade capilar em tecidos isquémicos™®’.

Transplante Alogénico de Células Tronco Mesenquimais

As CTM possuem uma caracteristica extremamente importante, sao
consideradas ndo imunogénicas, pois apesar de expressarem moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade de classe | (MHC 1), ndo expressam
marcadores para as moléculas de histocompatibilidade de classe I (MHC II),
sendo incapazes de induzir aloreatividade em mamiferos’®®. A auséncia da
expressao do MHC Il exime o risco de rejeicao no transplante das CTM entre
individuos diferentes da mesma espécie (transplante alogénico) e entre individuos
de espécies diferentes (transplante xenogénico). Prova desta condicdo nao
imunogénica das CTM séo os inumeros trabalhos publicados utilizando CTM
humanas em animais de laboratério. Shen-Yang et al. (2014)"%) utilizaram CTM
de tecido adiposo suino em caes com osteoartrose e acompanharam os animais
por 12 semanas. O resultado revelou que este tipo de transplante foi seguro e
eficaz, pois além de ndo terem apresentado reacdes ou efeitos colaterais
imediatos ou tardios, ainda apresentaram melhora significativa da osteoartrose

em todos os animais tratados.
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A auséncia da expressdo do complexo de histocompatibilidade (MHCII) é
muito importante para que nao haja rejeicdo do transplante das CTM em
individuos diferentes, da mesma espécie ou ndao. Contudo, outro fator importante
qgue contribui com esta imunocompatibilidade, € o fato destas células atuarem
como mediadoras do sistema imunoldgico, pois secretam biomoléculas capazes
de imunomodular e imunossuprimir o microambiente, promovendo uma auséncia
de resposta imunogénica Estas acdes das CTM sdo bem observadas nas
respostas aos tratamentos para doencas autoimunes, onde o controle da
patologia s6 ocorre quando h&d uma severa imunossupressao e imunomodulagao.
Exemplo disso, sdo os casos de Lupus Eritematoso Sistémico, onde o tratamento

com as CTM é empregado com sucesso%9110:111.112
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1.3 JUSTIFICATIVA

Conforme as praticas médicas e diagnosticas tém evoluido, vé-se na
literatura que o0s estudos para essa doenca acompanharam 0S recursos
disponiveis em cada época, de forma que na década de 1980 utilizou-se
corticoterapia, na década de 1990 utilizou-se ciclosporina A e seguiram-se as
novas propostas farmacologicas. Contemporaneamente 0s ensaios que
forneceram informacfes histolégicas na década de 1970, avancaram com
conhecimentos imunoistoquimicos e sorolégicos nas décadas que se seguiram,
todavia desde as primeiras descricbes da doenca na década de 1950 a etiologia e
a terapia curativa ainda ndo foram determinadas.

A medicina regenerativa é uma nova abordagem atual e pioneira e tem
mostrado resultados promissores e até curativos na medicina veterinaria e na
também na oftalmologia veterinaria*>*****, Visto da acessibilidade aos recursos
tecnolégicos de medicina regenerativa e da casuistica da doenca, surge assim, 0
presente estudo que visa confrontar a doenca, ainda obscura, com a nova terapia

de vanguarda e observar a evolucao clinica.
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1.4 OBJETIVO

A presente investigacdo tem por objetivos:
- Observar a seguranca do uso de células-tronco mesenquimais alégenas e,

- Clinicamente observar as alteracbes da superficie ocular de cées
pastores Alemaes portadores de Ceratite superficial cronica, apés utilizacdo de
células-tronco mesenquimais aplicadas via subconjuntival na regido peri-limbica

temporal inferior, proximo da emergéncia dos neovasos da doenca.
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2. MATERIAIS E METODOS

Este estudo € um estudo piloto do tipo prospectivo intervencionista caso
controle que compreende uma série de 8 casos de cédes com diagndstico de CSK.
Os cées foram incluidos neste estudo de maio de 2015 a maio de 2017 em
Atibaia, S&o Paulo, Brasil. Todos o0s procedimentos com animais foram
conduzidos de acordo com as diretrizes aprovadas pelo Comité de Etica de
Cuidados e Uso Animal da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
Brasil, sob o protocolo nimero 3636-1 (Anexo 1). Os proprietarios dos animais

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Apéncide 1).

Animais:

Os critérios de inclusao foram:

1. A presenca de sinais clinicos compativeis com a descricdo da doenca,
gue inclui: presenca de ceratite cronica, nao ulcerativa, principalmente no limbo
lateral inferior com uma combinacdo de neovascularizacdo e pigmentacdo que se
estende para o centro da cérnea (Figl. A e D). Em alguns casos, uma linha
branca ou manchas brancas aparecem frequentemente na cérnea clara 1 a 2 mm
antes dos vasos sanguineos (Fig9.S). Também podem estar presentes

espessamento e pigmentacao da terceira palpebra.

2. A caracterizacao fenotipica da raga “Pastor Alemao” conforme imagem

na Figural.

3. Pacientes que nédo estavam recebendo qualquer medicacao prévia.
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Critérios de exclusao

A presenca de outras condi¢cdes oculares, tais como: ulceracédo da cérnea,
ceratoconjuntivite seca, glaucoma, ceratite infecciosa ou conjuntivite e quaisquer
outras doengas oculares ou sistémicas, incluindo a presenga de neoplasia.
Reacdes adversas graves que poderiam comprometer a visdo do animal de forma
permanente ou pbér em perigo sua vida foram considerados critérios para
interromper o estudo. Um total de 16 olhos de sete fémeas e um macho da raca
pastor alemao, com idade entre 4 a 10 anos, participaram deste estudo. Todos 0s
participantes recrutados néo estavam recebendo tratamento imunossupressor

convencional antes e durante o periodo de estudo.

Avaliacao Clinica

Os cdaes foram submetidos a avaliacbes sistémica e oftalmoldgicas,
incluindo ultra-sonografia abdominal e radiografia toracica, hemograma completo
e analises de bioquimica sérica para excluir outras doencas sistémicas. A
avaliacdo oftalmologica incluiu um exame neuro-oftalmolégico (reflexo de
ofuscamento, reflexo pupilar fotomotor e teste de resposta a ameaca), teste de
lacrimal de Schirmer | (STT-I caracterizado pela afericdo sem o0 uso de anestesia
topica) (Schirmer Test, Ophthalmos®, S&o Paulo), tonometria de aplanacdo
(Tono-Pen, Reichert Inc®, EUA). ), teste de fluoresceina (Tiras de Fluoresceina,
Ophthalmos®, Sdo Paulo), exame de biomicroscopia de lampada de fenda (Kowa,
Japan®), oftalmoscopia indireta (Ocular Instruments®, EUA) e citologia
corneoconjuntival também foi realizada para identificar diferentes tipos de células
de superficie ocular e excluir neoplasia. Os caes foram monitorados clinicamente
aos dias 0, 30 e 110 dias ap6s o diagnéstico e tratamento. O dia do primeiro

transplante foi considerado o dia 0.

Cada avaliacdo compreendeu um exame clinico e oftalmoldgico

abrangente, incluindo avaliagdo da superficie corneana com fluoresceina,
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tonometria e teste de Schirmer. Os valores de normalidade para o Teste de
Schirmer tipo | em caes compreende medidas entre 15mm e 25mm em 1 minuto,
e os valores de tonometria normais estéo entre 10mmHg e 25mmHg.

A manifestacao clinica, em cées, de dor e desconforto ocular caracteriza-se
pelo aumento do ritmo natural do ato de piscar até o ponto de manter as
palpebras fechadas (blefarospasmo), associado ao aumento da producéo lacrimal
(epifora) seja apenas porcdo aquosa (secrecao serosa) seja também do aumento
da porcéo lipidica da lagrima (secre¢cao mucosa).

A percepcéo de visao em animais se baseia em testes de deambulagdo em
ambientes conhecidos e desconhecidos em condices de claro e escuro,
normalmente com alternancia de obstaculos da altura dos olhos dos animais
(cones de sinalizacao e méveis comuns do local) para confirmacédo da capacidade
de desviar deles. Também, chamado de Resposta a ameaga, feito pelo
examinador, consiste em cobrir um dos olhos e fazer movimento de aproximacao
da mao a frente do olho aberto, sem produzir som e deslocamento de ar ou tocar
nos pélos do focinho de forma a observar a capacidade do animal de piscar e
mover a cabeca na intencdo de evitar a agresséo que se aproxima (este teste
associa a visdo com a capacidade cognitiva de interpretagcdo e diversas vias
neuroldgicas relacionadas com nervos cranianos). Estes sinais foram monitorados
nos dias de seguimento e os proprietarios foram treinados a observar e notificar a

ocorréncia de variagbes em casa.

O estado da cornea também foi avaliado, padronizou-se uma escala
subjetiva em relac&o a sua transparéncia de 0 a 4, sendo 0 o equivalente a uma
cérnea normal e 4 totalmente opaca e dividindo-se a superficie corneana em 4
guadrantes, avaliando-se quantos quadrantes estavam comprometidos. As areas
de vascularizacdo corneana somadas as areas com infiltrado inflamatoério
definiram as medidas da “Area de les&o” ativa. As &reas pigmentadas somadas
separadamente compreendem as areas com a doenca na fase inativa ou
cicatricial. Para realizar tais medidas objetivas, fotografias foram realizadas em
cada tempo de avaliacdo, aos 0, 30 e 110 dias. Para mensurar as fotografias, foi
utilizado um software gratuito na internet, qualificado para andlise de imagens

(Imaged -http: //imagej.nih.gov/ij/). As fotografias foram todas tomadas pelo
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mesmo operador e produzidas nas mesmas condi¢cdes, com a mesma iluminacao
e equipamentos para assegurar a consisténcia dos resultados. Nos critérios de
avaliacdo no ImageJ, a area total da cornea em uma determinada imagem foi
definida como 100%. A é&rea lesada foi uma porcentagem da cérnea total,
considerada a soma da area neovascularizada e area com opacidade (infiltrado
inflamatério), de forma semelhante a descrita por Balicki (2012)2. A &rea
pigmentada foi medida separadamente por ser considerada a reacao cicatricial da
doenca (Figura 5.G; Tabelas 1 e 2).

As medidas da superficie ocular foram realizadas por 3 examinadores que
atuam na éarea de oftalmologia veterinaria ha mais de 10 anos, todos com
formacdo na mesma instituicdo denominada ANCLIVEPA-SP (Associacado de
clinicos veterinario de pequenos animais —SP) e que nao conheciam o protocolo e

0 momento de cada imagem.

Incluséo nos grupos de estudo

Os proprietarios receberam a instrucao clinica sobre a patologia de seus
animais de companhia, e dos modelos de tratamento disponiveis. Tiveram livre
escolha sobre o protocolo desejado, de forma que seja modelo experimental com
CTM, seja tratamento convencional com antiinflamatorios topicos, a

deciséo/escolha nédo teve participacéo do avaliador.

Em funcéo da rotina clinica e da casuista, definiram-se 2 grupos com 4

animais em cada;:

- Grupo experimental : participantes que receberam 2 aplicacbes de 1

milhdo de CTM, com intervalo de 30 dias entre as aplicacdes;

- Grupo tratamento convencional: participantes que receberam
administracdo topica de prednisona (Predfort® colirio, 1 gota 3x ao dia, uso
continuo) e via oral de prednisolona 1mg/kg 1x ao dia até remissdo dos sintomas

(variando entre 10-20 dias) e depois 50% da dose por mais 5 dias.
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Células-tronco mesenquimais e transplante

As CTM foram fornecidas e processadas por um laboratorio privado que
cumpre os padrdes da International Society for Cellular Therapy (ISCT) (Regenera
Stem Cells® Laboratory, Sdo Paulo, Brasil). Sucintamente, as diferentes etapas
envolvidas na producéo de CTM sé&o: coleta de tecido adiposo; processamento do
tecido adiposo; coleta das células-tronco e expansao em cultura; diferenciacéo e
avaliacdo das células; e criopreservacdo e transplante, como descrito em
Bittencourt (2016). As CTMs criopreservadas séo fornecidas acondicionadas em
caixas de isopor preenchidas com gelo seco (dioxido de carbono em estado solido
a -80°C) junto com pipetas Pasteur e 3 tubos de ensaio com solucdes para
passagem e lavagem sequenciais. Para a realizacdo do transplante as CTM
foram descongeladas (<2 min) em 37°C e transferidas para o primeira solucao
com meio de cultura basal, volume de 5 ml, e levadas a centrifugacdo a 300Xg
durante 5 minutos. Depois, as células foram lavadas duas vezes com 4 ml de
Solucao salina balanceada (PBS), sempre com a mesma forca de centrifugacao.
O resultado & um bot&o de células no fundo do tubo de ensaio com um milh&o de
CTM que foram finalmente ressuspensos em 0,2 ml de solucdo salina estéril
(0,9%) (Eurofarma, Sao Paulo, SP, Brasil) e foram injetados na regiao
subconjuntival e perilimbal lateral inferior usando uma agulha 25 x 0,7mm em uma
seringa de 1 ml (Figuras 4 e 5). Para o procedimento de transplante de CTM, os
animais foram sedados com propofol (5 mg / kg, Ourofino, Cravinhos, SP, Brasil)
e tramadol (2 mg / kg; Unido Quimica, Sdo Paulo, SP, Brasil) e, em seguida,
ambos os olhos e a pele circundante foram preparadas assepticamente para o
transplante. O segundo transplante, com mesmo rigor técnico, foi realizado trinta

dias depois do primeiro.



Figura 4. Pellet formado no fundo tubo

' L

NN

Figura 5. A- Local e forma de aplicacéo
subconjuntival da CTM. seta = posi¢éo
da agulha; B Aparéncia ap0S aplicacéo
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Andlise estatistica

As leituras das alteracdes da superficie ocular em relacdo a porcentagem
da area de vascularizacdo e da area de pigmentacdo realizadas pelos
examinadores foram comparadas para verificar a consisténcia entre elas e
comprovado a semelhanca estatistica, fez-se a média aritmética entre eles para

as analises finais.

As comparacfes pareadas e nao paramétricas dentro de cada grupo
analisando a evolucdo clinica foram submetidas ao teste Wilcoxon para as

medidas das areas de vascularizacao e pigmentacao.

As comparacdes ndo pareadas e nao paramétricas entre 0S grupos,
relacionando os momentos de seguimento foram submetidas ao teste Mann-
Whitney
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3. RESULTADOS

Seguranca do transplante de CTM alogénico

Avaliacao oftalmolégica e Clinica:

N&o foram observados efeitos colaterais, como dor ocular, desconforto ou
irritacdo do tecido conjuntival secundario ao transplante de CTM. Nos momentos
de seguimento o exame oftalmoldgico era repetido de forma completa, de forma
gue ndo houve mudancas na producdo de lagrima, na integridade do epitélio
corneano e na pressao intraocular, como sugerido pelos resultados do teste de
Schirmer, teste de fluoresceina e tonometria que mantiveram-se todos dentro da
faixa de normalidade em todos os momentos de avaliacdo (dados né&o
demonstrados). Conforme alguns olhos mudavam favoravelmente a manifestacao
clinica da neovascularizacdo o teste Resposta a ameacga tornava-se mais
pronunciado confirmando a melhora na capacidade visual. Além disso, ndo foram
detectadas alteracGes quanto ao apetite, freqiéncia de defecacdo/miccao, peso
corporal ou temperatura corporal e nenhuma reacao alérgica foi observada. Além
disso, os participantes permaneceram saudaveis ao longo do acompanhamento,

mostrando que o tratamento ndo produziu alteracdes sistémicas detectaveis.

A adesao dos proprietarios se mostrou suficiente e eficiente, comprovados
tanto pela frequéncia aos retornos a clinica para avaliacbes e segundas
aplicacbes de CTM como também pelas descri¢cdes relatadas quanto aos valores
subjetivos de dor e desconforto ocular, e descricbes dos padroes de

comportamento diario dos animais.
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Avaliacdo Laboratorial

A citologia corneana néo revelou sinais de neoplasia. Ao invés disso, 0
fenotipo epitelial resultante da avaliacdo da superficie ocular demonstrou tecido
ndo corneal, evidenciado pela presenca de células caliciformes comumente

encontradas na conjuntiva (dados nao demonstrados) Figura 6.

- -
e
s
A
¥
’ N 5 )
-

Figura 6. Imagem de citologia esfoliativa demonstrando células
estratificado  queratinizado.  Coloracdo = Hematoxilina-eosina.
Aumento 100x.
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Tratamento da CSK

Descricao das alteracfes da superficie ocular do grupo experimental:

O participante #1 no inicio do estudo apresentava neovascularizagdo
migrando centripetamente em 360 graus, resultando em opacidade que
bloqueava a visibilizacdo da camara anterior, juntamente com comportamento de
baixa capacidade visual evidenciada pelo resultado negativo no teste de resposta
a ameaca. Aos 30 dias ap6s o primeiro transplante de CTM, uma reducéo desses
vasos sanguineos permitiu o exame clinico parcial da camara anterior, bem como
a melhora do teste de resposta a ameaca. A opacidade permaneceu no centro da
cérnea enquanto a pigmentacdo estava mais concentrada na periferia. Entre o
segundo transplante de CTM até o final dos dias de seguimento, a
neovascularizagdo continuou diminuindo até o ponto em que apenas um pequeno
namero de vasos sanguineos era visivel, e a periferia das corneas tornou-se mais
transparente, enquanto no olho esquerdo a pigmentacao cicatricial avancava para
0 centro da cornea. No final dos 110 dias de acompanhamento, 0 comportamento

visual era clinicamente normal (Figura 7).

O participante #2 mostrou a porcao lateral das coérneas afetadas, ocupando
3 quadrantes da area das corneas e a capacidade e comportamento visuais eram
normais. Apés 30 dias, o olho direito demonstrou reducdo da neovascularizagao,
no entanto, no olho esquerdo, 0s vasos sanguineos aumentaram e cobriram toda
a cornea. Esse foi o unico olho neste estudo no qual um padréo de piora clinica
foi observado. No final do seguimento, a cornea direita ndo mostrava nenhum
vaso sanguineo e a pigmentacdo ocupava clinicamente a mesma area que 0S
vasos sanguineos iniciais. O olho esquerdo também mostrava reducdo da
neovascularizacdo em menor grau do que o observado no dia 0, mas a area de
pigmentacdo foi maior, no entanto, o0 comportamento visual continuou

clinicamente normal (Figura 8)

O participante #3 apresentava a condicdo havia 2 anos antes do
tratamento, o olho direito teve a maior neovascularizacao e era clinicamente cego.
O olho esquerdo mostrava a pigmentacdo avancada com 0s vasos, mas ainda

apresentava teste de resposta a ameaca positiva. No final do seguimento, a
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aparéncia clinica no olho direito reduziu 0os vasos e apresentou um teste positivo
de resposta a ameaca, enquanto a esquerda mostrou reducéo da intensidade da

pigmentacao (Figura 9).

O patrticipante #4 teve a doenca no estagio inicial com apenas 1 quadrante
afetado em ambos os olhos. Durante o seguimento, 0s vasos e a opacidade foram
progressivamente reduzidos, a cérnea ficou clara com pequena reacao de

pigmentacao (Figura 10).

Descricéo das alteracfes da superficie ocular do grupo controle

O participante A. Apresentava a doenca no estagio inicial com apenas 1
quadrante afetado no olho direito e 2 quadrantes no olho esquerdo. O proprietério
ndo compareceu no prazo estipulado para acompanhamento aos 30 dias
(problemas particulares), mas informou que mantinha a posologia prescrita. Aos
110 dias em ambos os olhos o processo inflamatorio havia regredido, porém as

areas pigmentadas eram maiores que as areas afetadas inicialmente (Figura 11).

Participante B. Semelhantemente, apresentava a doenca no estagio inicial
com apenas 2 quadrantes inferiores afetados em ambos os olhos. Aos 30 dias de
acompanhamento ja era perceptivel a regressdo do processo inflamatério e a
pigmentacdo nas mesmas regides inicialmente afetadas nas cérneas. Aos 110
dias em ambos os olhos a area pigmentada havia regredido em area e densidade
(Figura 12).

Participante C. Em estagio mais avancgado, a doenca ja com padréo crénico
devido a presenca de extensa pigmentacao visivel, e com quase a totalidade das
corneas acometidas em ambos os olhos. Aos 30 dias de acompanhamento ja
havia marcante diminuicdo da neovascularizacdo e a pigmentacdo expandia-se
um pouco mais, sem comprometer todas as regides inicialmente afetadas nas

cérneas. Aos 110 dias em ambos os olhos a area pigmentada havia regredido em



61

area e densidade, porém ocorria o reaparecimento de neovasos. O proprietario

relatava que havia interrompido a medicacéo diaria (Figura 13).

Participante D. Em estagio clinico inicial, com apenas 2 quadrantes
afetados no olho direito e 1 quadrante no olho esquerdo e com pigmentacéo
visivel apenas préximo ao limbo. Aos 30 dias de seguimento havia remisséo total
do processo ativo da inflamagéo, com ampla diminuicdo da neovascularizacéo e a
pigmentacdo expandia-se um pouco mais da posi¢ao inicial, sem comprometer
todas as regides inicialmente afetadas nas cérneas. Aos 110 dias em ambos 0s
olhos a area pigmentada havia regredido em area e densidade deixando pouca

reagao cicatricial (Figura 14).

Avaliacdo da superficie ocular:

N&ao houve diferenca estatisticamente significativa entre as leituras das

alteracOes da superficie ocular entre os examinadores (p = 0,5474 ) (Grafico 1.)

Realizou-se comparagdo entre os dados iniciais das alteracdes da
superficie ocular dos dois grupos para verificar a relacdo de semelhanca entre
eles, e nao houve diferenca significativa no dia 0, permitindo que a comparacdes

finais sejam consistentes (p = 0,2786) (Grafico 2.)
Avaliagao intragrupo
O grupo experimental apresentou as seguintes observacgoes:

- Quanto as areas inflamadas ou lesadas, que compreende a soma das

areas vascularizadas e areas com opacidade:

- Nao ha diferenca significativa (p=0,25) comparando os valores dos
dias inicial (dia 0) e intermediario (dia 30) das areas inflamadas
(Grafico 3.)

- Houve diferenca significativa (p=0,0078) comparando os dias inicial
e final (dia 110) com reducéo da area com inflamacao ativa, em 8/8
olhos (Grafico 3.)
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- Quanto as areas pigmentadas:

-N&o hé diferenca significativa (p=0,25) comparando os dias inicial e
final (Grafico 4.)

O grupo tratamento convencional apresentou as seguintes observacoes:
- Quanto as areas inflamadas:

- Houve diferenca significativa (p=0,0313) comparando os dias inicial
e intermediario (sem considerar participante A que nao tem dados
pareados), com reducao em 6/6 olhos;

- Houve diferenca significativa (p=0,0391) comparando os dias

inicial e final com reducéo em 7/8 olhos (Gréfico 5).
- Quanto as areas pigmentadas:

-N&o ha diferenca significativa (p=0,3828) comparando os dias inicial
e final (Gréfico 6.)

Avaliac&o entre os grupos observa-se:

- Ha diferenca significativa (p=0,0426) comparando os valores do dia
intermediario entre os grupos (Gréfico 7.);

- Ha diferenca significativa (p=0,0263) comparando os valores do dia final

entre os grupos (Gréfico 8.).

Os valores das médias dos examinadores para o Grupo experimental estdo

expressos na Tabela 1 e do Grupo tratamento convencional na Tabela 2.
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Grafico 1. As avaliacGes por grupo dos 3 examinadores, sem diferenca estatistica
entre seus valores (p = 0,5474 ). Colunas representam média e desvio
pad]pyu9irdo, n=8.
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Gréafico 2. Comparacdo entre os grupos no dia 0, sem
diferenca estatistica entre seus valores (p = 0,2786)).
Colunas representam média e desvio padrédo, n=8.
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Gréafico 3. Grupo experimental: areas lesadas. Comparacao
entre os dias de seguimento. Sem diferenca estatistica entre
dia O e dia 30 (p=0,25) e com diferenca estatistica (*) entre dia
0 e dia 110 (p=0,0078). Colunas representam a média e desvio
padréo, n=8.
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Gréfico 4. Grupo experimental: areas pigmentadas. Comparacao
entre os dias de seguimento. Sem diferenca estatistica entre dia
0 e dia 110 (p=0,25). Colunas representam a média e desvio
padréo, n=8.
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Gréfico 5. Grupo Tratamento convencional: areas lesadas.
Comparacdo entre os dias de seguimento. Com diferenca
estatistica (*) entre dia 0 e dia 30 (p=0,0313) e com diferenca
estatistica (**) entre dia 0 e dia 110 (p=0,0391). Colunas
representam a média e desvio padrdo, n=8.
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Gréfico 6. Grupo Tratamento convencional: areas pigmentadas.
Comparagdo entre os dias de seguimento. Sem diferenca
estatistica entre dia 0 e dia 110 (p=0,3828). Colunas representam a
média e desvio padrao, n=8.
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Grafico 7. Comparacao entre os grupos no dia 30, com diferenca
estatistica (*) entre seus valores (p = 0,0426). Colunas
representam média e desvio padrdo, n=8.
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Grafico 8. Comparagcdo entre os grupos no dia 110, com
diferenca estatistica (*) entre seus valores (p = 0,0263). Colunas
representam media e desvio padréo, n=8.



Tabela.l. Grupo experimental. Medidas quantitativas das areas afetadas e pigmentadas e qualitativas de densidade e éarea.

Vascularizacéo corneal (score de
intensidade e nimero de quadrantes

Area vascularizada na cornea

Area pigmentada na cérnea

afetados) (%) (%)

Céo (IZ:::) Olho Traltr;ir(:Znto 30 dias 110 dias Tratlgir?(gntoa 30 dias® 110 dias” Tra‘lgir?(gntOC d?aosc dli;LlSc
OD ++++/4 ++/3 ++/3 95,20 89,31 91,03 12,64 26,39 14,11

. ° OE ++++/4 ++/3 ++/3 93,29 87,46 77,05 10,27 18,82 52,29
oD ++++/3 ++/2 -12 69,93 61,18 33,63 8,73 38,87 36,36

’ ) OE +++/3 ++++/4 +/4 75,01 87,53 45,81 21,36 26,38 40,92
OD ++++/4 ++++/4 ++++/2 95,65 95,83 83,62 7,74 8,74 8,75

° w0 OE +++/3 +++/4 +++/4 89,95 82,84 88,81 82,91 56,97 63,36
oD +++/1 +++/1 +/1 30,65 27,19 24,26 12,7 12,10 10,39

) ’ OE ++/1 +/1 +/1 31,27 23,81 20,93 0,74 0,87 1,59

OD = Olho direito; OE = Olho esquerdo. Escore “+” = baixa densidade; “++++” = alta densidade. **°= grupos estatisticos.
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Tabela.2. Grupo tratamento convencional. Medidas quantitativas das areas afetadas e pigmentadas e qualitativas de densidade e

area.

Vasculariza¢do corneal (score de
intensidade e niumero de quadrantes

Area vascularizada na cérnea

Area pigmentada na cornea (%)

afetados) (%)
Céo dade Oho _ 'Micio 30dias 110 dias nicio 2 dias® 110 dias® nicio 2 giag? 10
(anos) Tratamento Tratamento Tratamento dias

oD +++/1 * +/2 42,61 * 57,94 16,91 * 43,10

A ° OE ++/3 * +/3 56,34 * 42,06 14,13 * 50,85
oD +/3 +/2 ++/2 64,24 46,04 15,93 29,28 35,10 38,94

° ) OE +/2 +/2 +/1 47,14 35,80 15,93 11,22 27,1 22,89
oD ++++/4 +/2 ++/3 90,43 34,49 14,59 36,02 58,17 23,29

© w0 OE ++++/4 +/3 +/3 80,68 53,59 66,46 29,01 40,26 37,17
oD ++++/2 -/- -/- 34,37 11,12 7,49 9,97 13,79 8,09

° ) OE ++++/1 -/- -/- 37,99 13,20 6,35 17,65 9,75 7,58

OD = Olho direito;

“ o

OE = Olho esquerdo. Escore

= sem lesao “+” = baixa densidade; “++++” = alta densidade,

= grupos estatisticos..
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Figura 7. Grupo experimental. Participante #1. Imagens A e B,
respectivamente olho direito e olho esquerdo no dia 0. E
sequencialmente C e D aos 30 dias e E e F aos 110 dias de seguimento.
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Figura 8. Grupo experimental. Participante #2. Imagens A e B,
respectivamente olho direito e olho esquerdo no dia 0. E
sequencialmente C e D aos 30 dias e E e F aos 110 dias de
seguimento. Imagem G: linha amarela = cornea total (100%), linha azul =
cornea afetada e linha verde = area pigmentada.
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Figura 9. Grupo experimental. Participante #3. Imagens A e B,
respectivamente olho direito e olho esquerdo no dia 0. E
sequencialmente C e D aos 30 dias e E e F aos 110 dias de seguimento
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Figura 10. Grupo experimental. Participante #4. Imagens A e B,
respectivamente olho direito e olho esquerdo no dia 0. E
sequencialmente C e D aos 30 dias e E e F aos 110 dias de seguimento
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Figura 11. Grupo tratamento convencional. Participante A. Imagens A e
B, respectivamente olho direito e olho esquerdo no dia 0. Proprietario
nao compareceu no retorno planejado aos 30 dias e C e D aos 110 dias
de seguimento.
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Figura 12. Grupo tratamento convencional. Participante B. Imagens A e
B, respectivamente olho direito e olho esquerdo no dia 0. E
sequencialmente C e D aos 30 dias e E e F aos 110 dias de seguimento.
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Figura 13. Grupo tratamento convencional. Participante C. Imagens A e
B, respectivamente olho direito e olho esquerdo no dia 0. E
sequencialmente C e D aos 30 dias e E e F aos 110 dias de seguimento.
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Figura 14. Grupo tratamento convencional. Participante D. Imagens A e
B, respectivamente olho direito e olho esquerdo no dia 0. E
sequencialmente C e D aos 30 dias e E e F aos 110 dias de seguimento.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo de uma série de casos com controle, sugere-se 0 USO Seguro
do transplante de CTM alogénico através de aplicacdo perilimbal subconjuntival
em caes naturalmente afetados com CSK. Houve melhora significativa na
neovascularizagdo no grupo experimental, assim como nos testes visuais clinicos
e no comportamento visual, este dltimo segundo relatos dos proprietérios.
Considerando que nessa patologia ndo ha regressao espontanea da inflamacéo,
os resultados mostram que as CTMs foram capazes de reduzir a
neovascularizacao, e de fato, a compreensao destas acdes requer novos estudos
para elucidar quais mecanismos quimiotaticos se alteraram nas respostas
inflamatdrias e na infiltracdo de células do sistema imune. Apés 110 dias de
acompanhamento, a reducdo nas areas afetadas em relacdo a neovascularizacao
variou até 36% da é&rea total das cOrneas e corresponde a média dos valores

obtidos em diversos estudos utilizando farmacos.

Na literatura, atualmente a resposta clinica com farmacos € satisfatoria.
Varios estudos usaram diferentes produtos aplicados diariamente, entre elas
ciclosporina A e dexametasona®, pimecrolimus®, tacrolimus com e sem
associacdo de Dimetil-sulféxido (DMS0)22,30 e freglientemente levam a uma
reducdo da neovascularizacao e opacidades corneanas dentro de 4 a 6 semanas.
Somente o pimecrolimus apresentou reducdo da pigmentacdo cicatricial. No
entanto, na interrupgao de tais medicacgdes utilizadas para controle da doenca, a

condicdo patoldgica recidiva em pouco tempo.

Outras abordagens descritas incluem a sugerida por Allgoewer (2010)*,
gue utilizando radioterapia em associagdo com ceratectomia superficial,
demonstrou que a reducéo na pigmentacéo e vascularizacdo foi mantida durante
0 periodo de observacdo de 24 semanas. Opostamente, o uso de lentes de
contato com bloqueio de radiacao ultravioleta demonstrou ser um protocolo que
ndo produz o efeito terapéutico desejado?.

A vantagem que se destaca na terapia com CTM € que nao foi necessaria

a administracdo topica diaria de medicamentos e que 0s animais ndo sofreram
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nenhum desconforto no olho ou qualquer outra reacdo que 0s proprietarios
pudessem observar e relatar. O fato de os testes de fluoresceina, de Schirmer e a
tonometria serem normais indicam que ndo houve reacdes adversas e que a
administragéo subconjuntival dos CTMs n&o afetou os processos anatomicos e

fisioldgicos associados a esses testes clinicos.

No Grupo experimental ndo houve variacdo estatistica na
neovascularizacdo entre os dias 0 e 30. Uma possivel explicacdo seria que o
primeiro transplante de células-tronco isoladamente ndo conseguiu produzir um
resultado significativo. No entanto, com a segunda aplicacdo a melhora clinica
pode ser notada. Quanto a pigmentacao, nos demais estudos para CSK observa-
se que ndo ha uma correlacédo direta entre protocolo e o resultado obtido, de
forma que sempre ha pacientes com reducdo da pigmentacdo enquanto que em
outros ha crescimento ou variacdo na densidade do pigmento?2%**. No nosso
experimento, o uso de células-tronco, no modelo estudado, n&o produziu
alteragcdo clinica consistente, semelhantemente as descricbes da literatura. As
areas com pigmentacdo aumentaram em grau variavel em seis olhos e reduziram
em dois olhos. Provavelmente, a pigmentacéo estaria camuflada pela inflamacéao
e sO se tornou visivel uma vez que a vascularizacdo havia retrocedido. Também é
possivel que as células-tronco ndo afetem a producdo de pigmento, ou que o
tecido pigmentado ndo oferece um microambiente adequado para a acao

imunomoduladora das células-tronco.

A andlise estatistica do grupo experimental demonstra que houve mudanca
significativa da superficie ocular, confirmando que as CTM nesse protocolo,

induziram altera¢des clinicas favoraveis.

Assim se o tratamento com CTM tornar-se viavel, ha de se considerar que
a necessidade de procedimentos sedativos para administrar as CTM pode ser o

Unico fator limitante para pacientes de alto risco.

Analisando os mecanismos da a¢ao imunomoduladora das CTM, outros
autores caracterizaram a CSK como uma doencga em que as células T CD4 + séo
o tipo de célula infiltrante predominante na lesdo®® e demonstraram recentemente
que as CTM podem modular a atividade dessas células*®*'’ Assim, nossos

resultados corroboram essas observagoes.
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A etiologia da CSK ainda é desconhecida, e apesar de haver estudos

demonstrando tendéncia genética®>*® 19

e as observacOes atuais mostram que
apesar da doenca ocorrer na camada estromal da coOrnea, as citologias da
superficie corneana indicaram a presenca de conjuntivalizacdo da cornea em
todos os pacientes com CSK, é possivel supor que esses pacientes podem
possuir algum tipo de comprometimento da funcdo de barreira do limbo'®.
Estudos recentes mostraram a importancia das células-tronco do limbo na
preservacdo das caracteristicas especializadas da cérnea. Quando ha uma
deficiéncia de células-tronco do limbo, a cérnea adjacente torna-se opaca, como
resultado da conjuntivalizacdo, com aparéncia irregular e presenca de vasos
sanguineos e infiltrado linfocitico. Condi¢des inflamatérias crénicas como CSK
podem estar associadas a esta deficiéncia’®. Embora a administracdo
subconjuntival de CTM tenha produzido uma melhora clinica na CSK em caes, o

processo pelo qual as CTM atua ainda néo foi esclarecido.

Paralelamente, o Grupo controle demonstrou que a acao antiflamatéria dos
corticostedides € eficiente para supressdo da CSK e promoveu a regressao da
neovascularizacdo em tempo semelhante ao descrito por Williams (1995)*. O
resultado foi mais eficiente em tempo de resposta e intensidade da remisséao do
processo inflamatorio ativo se comparado ao grupo experimental, porém, ha de se
considerar que os efeitos das CTM espontaneamente interagindo e regulando o
microambiente corneano sem interacdo externa se aproximam ao uso de

farmacos conhecidos.

Outros estudos devem ser realizados para investigar os efeitos benéficos e
indesejaveis desse novo tratamento potencial. Para este fim, o nUmero de células
administradas, o niumero de aplicacdes e o intervalo entre as aplicacdes podem
ser melhor determinados e padronizados, a fim de obter um controle ainda maior
da resposta terapéutica. Essas variagdes poderdo ser melhor definidas se forem
elucidados os mecanismos paracrinos das CTM no microambniente da superficie

ocular.

Os mecanismos conhecidos onde as CTM agem regulando de forma
negativa a producdo de citocinas pro-inflamatdrias proveniente das células de

defesa do organismo atuam da mesma forma na superficie ocular dos caes? As
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CTM secretam interleucinas com acdo anti-inflamatoria, por exemplo, as
interleucinas IL-4, IL-10 e IL-13 %% e também o fator de crescimento de
hepatocitos (HGF), TGF-B e PGE2, que, por sua vez, sdo capazes de suprimirem
a producdo de IFN-y a partir das células Th1'?. Investigar se esse mecanismos
aconteceram nos olhos dos cédes participantes é parte importante dos préximos

estudos.

Novos desafios devem, portanto, ser superados, incluindo investigar os
mecanismos intrinsecos pelos quais as CTM atuam, identificando as citocinas
encontradas na superficie do olho em varios estagios da doenca e identificar os
receptores de membrana onde essas citocinas atuam, sejam elas nas varias

células envolvidos na resposta imune ou nas células nativas na superficie ocular.

Uma vez que estas informacgdes estiverem disponiveis, a CSK ou Sindrome
de Uberreiter'®® e outras doencas da superficie ocular poderdo ser melhor
compreendidas e poderé até ser possivel aos veterinarios fornecer a combinagéo
de tratamento ideal para cada paciente em cada estdgio da doenca.

Este estudo apresenta limitagBes, principalmente a ndo randomizacéo
entre tratamento convencional e com as CTM, entretanto 0s grupos eram
comparaveis em relagdo aos parametros clinicos avaliados no inicio do estudo.
Apesar do numero pequeno de participantes, este foi suficiente para indicar uma
melhora clinica em ambos 0s grupos e sugerir que 0 grupo de tratamento
convencional apresenta uma melhor resposta clinica ao tratamento. As hipéteses
dos mecanismos pelos quais houve melhora clinica com o uso das CTM na CSK

foge do escopo deste estudo.



5. CONCLUSAO

Geral: O uso subconjuntival de células-tronco mesenquimais alogénicas
adultas se mostrou clinicamente seguro para 0 uso em caes durante o periodo

de seguimento.

Especifica: O uso subconjuntival de células-tronco mesenquimais alogénicas
adultas promoveu melhora na manifestacdo clinica de ceratite superficial
cronica em caes pastores alemaes naturalmente afetados, demonstrado pela
reducdo da intensidade e da extensdo das areas corneanas afetadas sem o
uso de associacdo de farmacos, porem aquém do tratamento convencional

com corticoesteroide topico.

81



82

6. REFERENCIAS

1. Teixeira RB. Efeitos da aplicacdo tépica de Ciclosporina “A” a 2% sobre a
cérnea de caes submetidos a ceratoplastia lamelar com implante de pericardio
equino conservado em glicerina: Avaliacdo clinica e morfoldgica. [Dissertacao].
Sdo Paulo: Faculdade De Medicina Veterinaria E Zootecnia, Universidade De
S&o Paulo; 2000.

2. Waring GO. Corneal strutucture and pathophysiology. In: Leibowitz H. Corneal
Disorders: Clinical Diagnosis and Management. Philadelphia: Wb Saunders:
1984. p.3-25.

3. Shively JN, Epling GP. Fine structure of the canine eye: Cornea. American
Journal of Veterinary Research. 1970: 31(4): 719-22.

4. Helper LC. Diseases and surgery of the cornea and sclera. In: Magrane WG.
Magrane’S Canine Ophthalmology. 4™ ed. Philadelphia: Lea & Febiger; 1989.
p.102-49.

5. Schoenau LSF, Pippi NL. Aspectos morfoldgicos e funcionais da cornea: Uma
breve revisdo. A Hora Veterinaria. 1993; 12(72): 49-53.

6. Martin CL. Cdrnea and Sclera. In: Martin CL. Ophthalmic Disease in Veterinary
Medicine. London: Manson, 2005. p.241-88.

7. Slatter D. Cornea and Esclera. In: Slatter D. Fundamentos de oftalmologia
veterinaria. Sao Paulo: Roca, 2005: p. 283-338.

8. Krachmer JH, Mannis MJ, Holland SJ, Palay DA. Fundamentals of cornea and
external disease. In: Krachmer JH, Mannis MJ, Holland SJ, Palay DA. Cornea. St
Louis: Mosby Yearbook. 1998. Cd-Rom.

9. Connon CJ, Meek KM. The structure and swelling of corneal scar tissue in
penetrating full thickness wounds. Cornea. 2004: 23(2): 165-71.

10. Brooks DE, Ollivier FJ. Matrix metalloproteinase inhibition in corneal
ulceration. Veterinary Clinics of North America: Small Animal Practice. 2004;
34(3): 611-22.

11. Slatter D. Cornea and Esclera. In: Slatter D. Fundamentals of Veterinary
Ophthalmology. 2" ed. Philadelphia: Saunders; 1990. p.257-303.

12. Kern TJ. Ulceratite keratitis. Veterinary Clinics of North America: Small Animal
Practice. 1990; 20(3): 643-66.

13. Eichenbaum JD. Immunology of the ocular surface. Compendium on
Continuing Education for The Practicing Veterinarian. 1987; 9(11): 1101-09.



83

14. Novak N, Siepmann K, Zierhut M, Bieber T. The good, the bad and the ugly--
APCs of the eye. Trends Immunol. 2003: 24(11):570-4.

15. Vallochi AL, Commodaro AG, Schwartzman JP, Belfort RJr, Rizzo LV. The
Role of cytokines in the regulation of ocular autoimmune inflammation. Cytokine
Growth Factor Rev. 2007; 18(1-2):135-41.

16. Stolz RA, Conners MS, Gerritsen ME, Abraham NG, Laniado-Schwartzman M.
Direct stimulation of limbal microvessel endothelial cell proliferation and capillary
formation li vitro by a corneal-derived eicosanoid. American Journal of Pathology.
1996; 148(1): 129-39.

17. Sansom J, Barnett KC, Neumann W, Schulte NA, Clerc B, Jegou JP, Haas V,
Weingarten A. Treatment of keratoconjunctivitis sicca in dogs with cyclosporine
ophthalmic ointment. A European clinical field trial. Veterinary Record. 1995;
137(20): 504—7.

18. Williams DL. Histological and Immunohistochemical evaluation of canine
chronic superficial keratitis. Research in Veterinary Science. 1999; 67(2): 191-5.

19. Ledbetter EC, Munger RJ, Ring RD, Scarlett JM. Efficacy of two chondroitin
sulfate ophthalmic solutions in the therapy of spontaneous chronic corneal
epithelial defects and ulcerative keratitis associated with bullous keratopathy in
dogs. Veterinary Ophthalmology. 2006: 9(2): 77-87.

20. Peiffer Juanior RL, Wilcock BP, Dubielzig RR, Render JA, Whiteley HE.
Fundamentals of Veterinary Ophthalmic Pathology. In: Gelatt, K. N. Veterinary
Ophthalmology. 3™ ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins. 1999. p.355-85.

21. Jin-Hong Chang, Gabison EE, Kato T, Azar DT. Corneal neovascularization.
Current Opinions in Ophthalmology. 2001; 12(4): 242-49.

22. Balicki I. Clinical study on the application of tacrolimus and DMSO in the
treatment of chronic superficial keratitis in dogs. Pol J Vet Sci, 2012; 15: 667-76.

23. Williams DL. Major histocompatibility class Il expression in the normal canine
cornea and in canine chronic superficial keratitis. Veterinary Ophthalmology. 2005;
8(6):395-400.

24. Drahovska Z, Balicki I, Trbolova A, Mihalova M, Holickova M. A retrospective
study of the occurrence of chronic superficial keratitis in 308 German Shepherd
dogs: 1999-2010. Polish journal of veterinary sciences. 2014; 17: 543-6.

25. Barrientos LS, Zapata G, Crespi JA, Posik DM, Diaz S, It V, Peral-Garcia P,
Giovambattista G. A study of the association between chronic superficial keratitis
and polymorphisms in the upstream regulatory regions of DLA-DRB1, DLA-DQB1
and DLA-DQAL. Vet. Immunol. Immunopathol. 2013: 156; 205- 10.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Novak%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14596877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siepmann%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14596877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zierhut%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14596877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bieber%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14596877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14596877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17349814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17349814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17349814

84

26. Andrew SE, Clippinger TL, Brooks DE, Helmick KE. Penetrating keratoplasty
for treatment of corneal protrusion in a great horned owl (Bubo virginianus).
Veterinary Ophthalmology. 2002; 5(3): 201-5.

27. Chavkin MJ, Roberts MS, Salman MD, Severin GA, Scholten NJ. Risk factors
for development of chronic superficial keratitis in dogs. Journal of American
Veterinary Medicine Associacion. 1994; 204: 1630-4.

28. Nell B, Walde 1, Billich A, Vit P, Meingassner JG. The effect of topical
pimecrolimus on keratoconjunctivitis sicca and chronic superficial keratitis in dogs:
results from an exploratory study. Vet Ophthalmol. 2005; 8(1):39-46.

29. Denk N, Fritsche J, Reese S. The effect of UV-blocking contact lenses as a
therapy for canine chronic superficial keratitis. Veterinary ophthalmology. 2011;
14(3): 186-94.

30. Balicki I, Trbolova A. Clinical evaluation of tacrolimus eye drops for chronic
superficial keratitis treatment in dogs. Bull Vet Inst Pulawy. 2010; 54: 251-8.

31. Takaaki Hattori, Hiroki Takahashi, Reza Dana. Novel insights into the
immunoregulatory function and localization of dendritic cells. Cornea. 2016;
35(Suppl 1): 49-54.

32. Chandler HL, Kusewitt DF, Colitz CM. Modulation of matrix metallo-proeinases
by ultraviolet radiation in the canine cornea. Vet Ophthalmol. 2008; 11:135-44.

33. Williams DL, Hoey AJ, Smitherman P. Comparison of topical cyclosporine and
dexamethasone for the treatment of Chronic superficial keratitis in dogs.
Veterinary Record. 1995; 137(25): 635-9.

34. Allgoewer I, Hoecht S. Radiotherapy for canine chronic superficial keratitis
using soft X-rays (15 kV). Veterinary Ophthalmology, 2010; 13: 20-5.

35. Coutinho AE, Chapman KE. The anti-inflammatory and immunosuppressive
effects of glucocorticoids, recent developments and mechanistic insights. Mol Cell
Endocrinol. 2011; Mar 15;335(1):2-13. doi: 10.1016/j.mce.2010.04.005.

36. Hall BM. Corticosteroids in autoimmune diseases. Aust Prescr. 1999; 22:9-11.

37. Lightman SL. The neuroendocrinology of stress: a never ending story J.
Neuroendocrinol. 2008; 20: 880-4.

38. Shanks N, Windle RJ, Perks PA, Harbuz MS, Jessop DS, Ingram CD,
Lightman SL. Early-life exposure to endotoxin alters hypothalamic-pituitaryadrenal
function and predisposition to inflammation. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2000; 97:
5645-50.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coutinho%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20398732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chapman%20KE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20398732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20398732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20398732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20398732
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303720710002108?via%3Dihub#bbib112

85

39. Seckl JR, Morton NM, Chapman KE, Walker BR. Glucocorticoids and 11-
hydroxysteroid dehydrogenase in adipose tissue. Recent Prog. Horm. Res. 2004;
59: 359-93.

40. Kadmiel M, Janoshazi A, Xu X, Cidlowski JA. Glucocorticoid action in human
corneal epithelial cells establishes roles for corticosteroids in wound healing and
barrier function of the eye. Exp Eye Res. 2016; 152:10-33.

41. Yamamoto KR. Steroid receptor regulated transcription of specific genes and
gene networks. Ann. Rev. Genet. 1985; 19: 209-52.

42. Smoak KA, Cidlowski JA. Mechanisms of glucocorticoid receptor signaling
during inflammation. Mech. Ageing Dev. 2004; 125: 697-706.

43. Heck S, Kullmann M, Gast A, Ponta H, Rahmsdorf HJ, Herrlich P, Cato ACB.
A distinct modulating domain in glucocorticoid receptor monomers in the
repression of activity of the transcription factor AP-1. EMBO J. 1994; 13: 4087-95.

44. Ayroldi E, Riccardi C. Glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ): a new
important mediator of glucocorticoid action. FASEB J. 2009; 23: 3649-58.

45. van Tilborg MA, Lefstin JA, Kruiskamp M, Teuben J, Boelens R, Yamamoto
KR, Kaptein R. Mutations in the glucocorticoid receptor DNA-binding domain
mimic an allosteric effect of DNA. J. Mol. Biol. 2000; 301: 947-58.

46. Purton JF, Monk JA, Liddicoat DR, Kyparissoudis K, Sakkal S, Richardson SJ,
Godfrey DI, Cole TJ. Expression of the glucocorticoid receptor from the 1A
promoter correlates with T lymphocyte sensitivity to glucocorticoid-induced cell
death. J. Immunol. 2004; 173: 3816-24.

47. Hawrylowicz CM. Regulatory T cells and IL-10 in allergic inflammation. J. Exp.
Med. 2005; 202: 1459-63.

48. McEwen BS, Biron CA, Brunson KW, Bulloch K, Chambers WH, Dhabhar FS,
Goldfarb RH, Kitson RP, Miller AH, Spencer RL, Weiss JM. The role of
adrenocorticoids as modulators of immune function in health and disease: neural,
endocrine and immune interactions. Brain Res. Rev. 1997; 23: 79-133.

49. Rook GA, Hernandez-Pando R, Lightman SL. Hormones, peripherally
activated prohormones and regulation of the Th1/Th2 balance. Immunol. Today.
1994; 15: 301-3.

50. Freeman L, Hewison M, Hughes SV, Evans KN, Hardie D, Means TK,
Chakraverty R. Expression of 11-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 permits
regulation of glucocorticoid bioavailability by human dendritic cells. Blood. 2005;
106: 2042-9.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27600171
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27600171
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27600171

86

51. Wenger R. Synthesis of cyclosporine and analogues: Structure, Activity,
Relationships of New Cyclosporine Derivates. Transplantation Proceedings: 1983;
15: 2230-41. Supplement 1.

52. White JV. Cyclosporine: Prototype of a T-Cell seletive immunosuppressant.
Journal of the American Veterinary Medical Association. 1986; 189(5): 566-70.

53. Hutchinson |. Transplante e rejeicdo. In: Roitt IM, Brostoff J, Male DK.
Imunologia. 5. ed. Great Britain: Mosby International; 1999. p.353-66.

54. Weller |, Lockwood CM, Chandra RK. Imunodeficiéncias secundarias. In: Roitt
IM, Brostoff J, Male DK. Imunologia. 5" ed. Great Britain: Mosby International:
1999. p. 293-300.

55. Grassberger M, Baumruker T, Enz A, Hiestand P, Hultsch T, Kalthoff F,
Schuler W, Schulz M, Werner FJ, Winiski A, Wolff B, Zenke G. A novel anti-
inflammatory drug, Sdz Asm 981, for the treatment of skin diseases: In Vitro
Pharmacology. British Journal of Dermatology. 1999; 141(2): 264-73.

56. Eichenfield LF, Beck L. Elidel (Pimecrolimus) cream 1%: a non-steroidal
topical agent for the treatment of atopic dermatitis. Journal of Allergy and Clinical
Immunology. 2003; 111(5): 1153-68.

57. Castro APBM. Inibidores de calcineurina no tratamento das dermatoses
alérgicas. Jornal de Pediatria, Rio De Janeiro. 2006: 82(5): 166-72.

58. Alvarado SA. Stem cells: time to check our premises. Cell Stem Cell. 2008;
3(2): 25-9.

59. Wagayama T. Mice cloned from embryonic stem cells. Proc Natl Acad Sci U S
A. 1999; 26: 14984-89.

60. Li L, Xie T. Stem Cell Niche: Structure and Function. Stem Cells. 2008; 1: 605-
31.

61. Heo J, Ahn EK, Jeong HG, Kim YH, Leem SH, Lee SJ, et al. Transcriptional
characterization of Wnt pathway during sequential hepatic differentiation of human
embryonic stem cells and adipose tissue-derived stem cells.Biochem Biophys Res
Commun. 2013; 434(2):235-40. Epub 2013 Mar 28.

62. Meirelles Lda S, Fontes AM, Covas DT, Caplan Al.Mechanisms involved in the
therapeutic properties of mesenchymal stem cells. Cytokine Growth Factor
Rev. 2009; 20(5-6):419-27. Epub 2009 Nov 18.

63. Caplan Al. Mesenchymal stem cells: Cells-based reconstructive therapy in
orthopedics. Tissue Engineering. 2005; 11: 1198-1211.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23541944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23541944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23541944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23541944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meirelles%20Lda%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19926330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fontes%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19926330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Covas%20DT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19926330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caplan%20AI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19926330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19926330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19926330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19926330

87

64. Monteiro BG, et al Human immature dental pulp stem cells share key
characteristic features with limbal stem cells. Cell Prolif. 2009; 4: 587-594.

65. Martinez AM, Goulart CO, Ramalho Bdos S, Oliveira JT, Almeida FM.
Neurotrauma and mesenchymal stem cells treatment: From experimental studies
to clinical trials. World J Stem Cells. 2014; 6(2):179-94.

66. Pelizzo G, Avanzini MA, Icaro Cornaglia A, Osti M, Romano P, Avolio L, et al.
Mesenchymal stromal cells for cutaneous wound healing in a rabbit model: pre-
clinical study applicable in the pediatric surgical setting. J Transl Med. 2015; 13:
219.

67. Pileggi A, Xu X, Tan J, Ricordi C. Mesenchymal stromal (stem) cells to improve
solid organ transplant outcome: lessons from the initial clinical trials. Curr Opin
Organ Transplant. 2013; 18(6):672-81.

68. Webster RA, Blaber SP, Herbert BR, Wilkins MR, Vesey G. The role of
mesenchymal stem cells in veterinary therapeutics - a review. N Z Vet J. 2012;
60(5):265-72. Epub 2012 May 31.

69. Nagaya N, Kangawa K, Itoh T, Iwase T, Murakami S, Miyahara Y.
Transplantation of mesenchymal stem cells improve cardiac function in a rat
model of dilated cardiomyopathy. Circulation. 2005; 112(8): 1128-35.

70. Caplan Al, Dennis JE. Mesenchymal stem cells as trophic mediators. J Cell
Biochem. 2006; 98: 1076-84.

71. Shalhoub J, Innate immunity and monocyte-macrophage activation in
atherosclerosis. Journal of Inflammation. 2011; 8: 9.

72. Kim J, Hematti P. Mesenchymal stem cell-educated macrophages: a novel
type of alternatively activated macrophages. Exp Hematol. 2009; 37:1445-53.

73. Cho DI, Kim MR, Jeong HY, Jeong HC, Jeong MH, Yoon SH, et al.
Mesenchymal stem cells reciprocally regulate the M1/M2 balance in mouse bone
marrow-derived macrophages. Exp Mol Med. 2014; 46: e70. doi:
10.1038/emm.2013.135.

74. Spaggiari GM, Capobianco A, Becchetti S, Mingari MC, Moretta L.
Mesenchymal stem cell-natural killer cell interactions: evidence that activated NK
cells are capable of killing CTMs, whereas CTMs can inhibit IL-2-induced NK-cell
proliferation. Blood. 2006; 107(4): 1484-90. Epub 2005 Oct 20.

75. Maggini J, Mirkin G, Bognanni |, Holmberg J, Piazzon IM, Nepomnaschy I, et
al. Mouse bone marrow-derived mesenchymal stromal cells turn activated
macrophages into a regulatory-like profile. PLoS One. 2010; 5(2): €9252.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24772245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24772245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26152232
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26152232
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pileggi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24220050
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24220050
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tan%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24220050
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ricordi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24220050
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24220050
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24220050
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24220050
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Webster%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22646715
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blaber%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22646715
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herbert%20BR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22646715
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilkins%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22646715
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vesey%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22646715
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22646715
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cho%20DI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24406319
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24406319
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jeong%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24406319
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jeong%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24406319
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jeong%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24406319
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoon%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24406319
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24406319
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spaggiari%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16239427
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Capobianco%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16239427
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Becchetti%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16239427
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mingari%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16239427
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moretta%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16239427
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16239427
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maggini%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20169081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mirkin%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20169081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bognanni%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20169081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holmberg%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20169081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Piazz%C3%B3n%20IM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20169081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nepomnaschy%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20169081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=maggini+2010+stem+cell

88

76. Witko-Sarsat V, Rieu P, Descamps-Latscha B, Lesavre P, Halbwachs-
Mecarelli L. Neutrophils: molecules, functions and pathophysiological aspects. Lab
Invest. 2000; 80(5):617-53.

77. Watson RW. Redox regulation of neutrophil apoptosis. Antioxid Redox
Signal. 2002; 4(1):97-104.

78. Raffaghello L, Bianchi G, Bertolotto M, Montecucco F, Busca A, Dallegri F, et
al. Human mesenchymal stem cells inhibit neutrophil apoptosis: a model for
neutrophil preservation in the bone marrow niche. Stem Cells. 2008; 26(1): 151-
62. Epub 2007 Oct 11.

79. Magbool M, Vidyadaran S, George E, Ramasamy R. Human mesenchymal
stem cells protect neutrophils from serum-deprived cell death. Cell Biol Int. 2011;
35(12):1247-51.

80. Brown JM, Nemeth K, Kushnir-Sukhov NM, Metcalfe DD, Mezey E. Bone
marrow stromal cells inhibit mast cell function via a COX2-dependent mechanism.
Clin Exp Allergy. 2011; 41:526-34.

81. Araujo FS. The immunomodulation of CD4+ and CD8+ T cells induced by
mesenchymal stem cell responses. [Doutorado]. Ribeirdo Preto, 2010; 157p.

82. Di Nicola M, Carlo-Stella C, Magni M, Milanesi M, Longoni PD, Matteucci P, et
al. Human bone marrow stromal cells suppress T-lymphocyte proliferation induced
by cellular or nonspecific mitogenic stimuli. Blood. 2002; 99(10):3838-43.

83. Aggarwal S, Pittenger MF. Human mesenchymal stem cells modulate
allogeneic immune cell responses. Blood. 2005; 4: 1815-22.

84. Zappia E, Casazza S, Pedemonte E, Benvenuto F, Bonanni I, Gerdoni E, et al.
Mesenchymal stem cells ameliorate experimental autoimmune encephalomyelitis
inducing T-cell anergy. Blood. 2005; 106(5): 1755-61. Epub 2005 May 19.

85. Ren G, Zhang L, Zhao X, Xu G, Zhang Y, Roberts Al, et al. Mesenchymal
stem cell-mediated immunosuppression occurs via concerted action of
chemokines and nitric oxide. Cell Stem Cell. 2008; 2:141-50.

86. Rafei M, Campeau PM, Aguilar-Mahecha A, Buchanan M, Williams P, Birman
E, et al. Mesenchymal stromal cells ameliorate experimental autoimmune
encephalomyelitis by inhibiting CD4 Th17 T cells in a CC chemokine ligand 2-
dependent manner. J Immunol. 2009; 182(10): 5994-6002.

87. Bai L, Lennon DP, Caplan Al, DeChant A, Hecker J, Kranso J, et. al.
Hepatocyte growth factor mediates mesenchymal stem cell-induced recovery in
multiple sclerosis models. Nat Neurosci 2012; 15:862-70.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Witko-Sarsat%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10830774
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rieu%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10830774
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Descamps-Latscha%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10830774
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lesavre%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10830774
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Halbwachs-Mecarelli%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10830774
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Halbwachs-Mecarelli%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10830774
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=witko+2000
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=witko+2000
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=witko+2000
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watson%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11970847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11970847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11970847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11970847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17932421
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17932421
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maqbool%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21649586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vidyadaran%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21649586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=George%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21649586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramasamy%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21649586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21649586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11986244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11986244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15905186
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15905186
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19414750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19414750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19414750

89

88. Bartolomew D, Sturgeon C, Siatskas M, Ferrer K, Mcintosh K, Patil S, et al.
Mesenchymal stem cells suppress lymphocyte proliferation in vitro and prolong
skin graft survival in vivo. Experimental hematology 2002; 30(1):42-8.

89. Urban VS, Kiss J, Kovacs J, Gocza E, Vas V, Monostori E, et al. Mesenchymal
stem cells cooperate with bone marrow cells in therapy of diabetes. Stem
Cells. 2008; 26(1):244-53. Epub 2007 Oct 11.

90. Augello A, Tasso R, Negrini SM, Cancedda R, Pennesi G. Cell therapy using
allogeneic bone marrow mesenchymal stem cells prevents tissue damage in
collagen-induced arthritis. Arthritis Rheum. 2007; 56(4):1175-86.

91. Franquesa M, Hoogduijn MJ, Bestard O, Griny6 JM. Immunomodulatory effect
of mesenchymal stem cells on B cells. Front Immunol. 2012; 3:212.

92. Tabera S, Pérez-Simon JA, Diez-Campelo M, Sanchez-Abarca LI, Blanco
B, Lopez A, et al. The effect of mesenchymal stem cells on the viability,
proliferation and differentiation of B-lymphocytes. Haematologica. 2008;
93(9):1301-9. Epub 2008 Jul 18.

93. Corcione A, Benvenuto F, Ferretti E, Giunti D, Cappiello V, Cazzanti F, et al.
Human mesenchymal stem cells modulate B-cell functions. Blood. 2006;
107(1):367-72. Epub 2005 Sep 1.

94. Ge W, Jiang J, Baroja ML, Arp J, Zassoko R, Liu W, et al. Infusion of
mesenchymal stem cells and rapamycin synergize to attenuate alloimmune
responses and promote cardiac allograft tolerance. Am J Transplant. 2009;
9(8):1760-72. Epub 2009 Jun 26.

95. Sotiropoulou PA, Perez SA, Gritzapis AD, Baxevanis CN, Papamichail M.
Interactions between human mesenchymal stem cells and natural killer cells. Stem
Cells. 2006; 24(1):74-85. Epub 2005 Aug 11.

96. Nauta AJ, Kruisselbrink AB, Lurvink E, Willemze R, Fibbe WE. Mesenchymal
stem cells inhibit generation and function of both CD34+-derived and monocyte-
derived dendritic cells. J Immunol. 2006; 177(4): 2080-7.

97. Zhang W, Ge W, Li C, You S, Liao L, Han Q, et al. Effects of mesenchymal
stem cells on differentiation, maturation, and function of human monocyte-derived
dendritic cells. Stem cells and development 2004; 13(3): 263-71.

98. Ramasamy R, Fazekasova H,Lam EW, Soeiro |, Lombardi G, Dazzi F.
Mesenchymal stem cells inhibit dendritic cell differentiation and function by
preventing entry into the cell cycle. Transplantation. 2007; 83(1): 71-6. Erratum in
Transplantation. 2007 Jun 15; 83(11): 1524.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sturgeon%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11823036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siatskas%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11823036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferrer%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11823036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McIntosh%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11823036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Patil%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11823036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Urb%C3%A1n%20VS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17932424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kiss%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17932424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kov%C3%A1cs%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17932424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%B3cza%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17932424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vas%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17932424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monostori%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17932424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17932424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17932424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17932424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17393437
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17393437
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17393437
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17393437
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Franquesa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22833744
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoogduijn%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22833744
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bestard%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22833744
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Griny%C3%B3%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22833744
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22833744
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tabera%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18641017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%A9rez-Sim%C3%B3n%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18641017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%ADez-Campelo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18641017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%C3%A1nchez-Abarca%20LI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18641017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blanco%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18641017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blanco%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18641017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blanco%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18641017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%B3pez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18641017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18641017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16141348
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19563344
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19563344
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19563344
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19563344
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16099998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nauta%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16887966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kruisselbrink%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16887966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lurvink%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16887966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Willemze%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16887966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fibbe%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16887966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16887966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15186722
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ge%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15186722
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15186722
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=You%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15186722
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liao%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15186722
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Han%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15186722
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramasamy%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17220794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fazekasova%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17220794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lam%20EW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17220794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soeiro%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17220794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lombardi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17220794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dazzi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17220794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17220794

90

99. Chiesa S, Morbelli S, Morando S, Massollo M, Marini C, Bertoni A, et al.
Mesenchymal stem cells impair in vivo T-cell priming by dendritic cells. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2011; 108(42): 17384-9. Epub 2011 Sep 29.

100. Zhang Y, Cai W, Huang Q, Gu Y, Shi Y, Huang J, et al. Mesenchymal stem
cells alleviate bacteria-induced liver injury in mice by inducing regulatory dendritic
cells. Hepatology 2014; 59:671-82.

101. Caplan Al. Mesenchymal stem cells. J Orthop Res. 1991; 5: 641-50.

102. Takahashi K, Yamanaka S. Induction of pluripotent stem cells from mouse
embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors. Cell. 2006; 126(4): 663-
76. Epub 2006 Aug 10.

103. Da Silva Meirelles L, Chagastelles PC, Nardi NB. Mesenchymal stem cells
reside in virtually all post-natal organs and tissues. J Cell Sci. 2006; 119: 2004-13.

104. Acquistapace A, et al. Human mesenchymal stem cells reprogram adult
cardiomyocites toward a progenitor-like state through a partial cell fusion and
mitochondria transfer. Stem Cells. 2011; 5: 812-24.

105. Bae JS, et al. Bone marrow-derived mesenchymal stem cells promote
neuronal networks with functional synaptic transmission after transplantation into
mice with neurodegeneration. Stem Cells. 2007; 5: 1307-16.

106. Souza R. et al. Células-Tronco Mesenquimais: Células Ideais para a
Regeneracao Cardiaca? Rev Bras Cardiol Invasiva. 2010; 18(3): 344-53.

107. LaFlamme A, et al. Cell-based therapy for myocardial ischemia and
infarction: pathophysiological mechanisms. Annual Review of Pathology. 2007; 2:
307-39.

108. Shen-Yang T. et al. Intra-articular transplantation of porcine adipose-derived
stem cells for the treatment of canine osteoarthritis: A pilot study. World J
Transplant. 2014; 4(3): 196-205

109. LiangJ, Zhang H,Hua B,Wang H,Lu L,Shi S, et al. Allogenic
mesenchymal stem cells transplantation in refractory systemic lupus
erythematosus: a pilot clinical study. Ann Rheum Dis. 2010; 69(8): 1423-9.

110. Schena F, Gambini C, Gregorio A, Mosconi M, Reverberi D, Gattorno M, et al.
Interferon-y-dependent inhibition of B cell activation by bone marrow-derived
mesenchymal stem cells in a murine model of systemic lupus erythematosus.
Arthritis Rheum. 2010; 62(9): 2776-86.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiesa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21960443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morbelli%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21960443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morando%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21960443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Massollo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21960443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marini%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21960443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bertoni%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21960443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21960443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21960443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21960443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16904174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamanaka%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16904174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16904174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20650877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20650877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hua%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20650877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20650877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20650877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20650877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20650877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schena%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20496367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gambini%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20496367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gregorio%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20496367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mosconi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20496367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reverberi%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20496367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gattorno%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20496367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20496367

91

111. Chang JW, Hung SP, Wu HH, Wu WM, Yang AH, Tsai HL, et al. Therapeutic
effects of umbilical cord blood-derived mesenchymal stem cell transplantation in
experimental lupus nephritis. Cell Transplant. 2011; 20(2): 245-57. Epub 2010 Aug
18.

112. Choi EW, Shin IS, Park SY, Park JH, Kim JS, Yoon EJ, et al. Reversal of
serologic, immunologic, and histologic dysfunction in mice with systemic lupus
erythematosus by long-term serial adipose tissue-derived mesenchymal stem cell
transplantation. Arthritis Rheum. 2012; 64(1): 243-53.

113. Villatoro AJ, Fernandez V, Claros S, Rico-Lhanos GA, Becerra J, Andrades
JA. Use of Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells in Keratoconjunctivitis Sicca
in a Canine Model. BioMed Research International. 2015; Article ID 527926, 10
pages.

114. Bittencourt MK, Barros MA, Martins JF, Vasconcellos JP, Morais BP,
Pompeia C. Allogeneic Mesenchymal Stem Cell Transplantation in Dogs With
Keratoconjunctivitis Sicca Cell Medicine, 2016; 8(3): 63-77.

115. Villatoro AJ, Claros S, Fernandez V, Alcoholado C, et al. Safety and efficacy
of the mesenchymal stem cell in feline eosinophilic keratitis treatment BMC
Veterinary Research. 2018; 14:116. doi.org/10.1186/s12917-018-1413-4.

116. Machado CV, Telles PD, Nascimento IL. Immunological characteristics of
mesenchymal stem cells. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. 2013,
35(1): 62-67.

117. Lee MJ, Ko AY, Ko JH, Lee HJ, Kim MK, Wee WR. Mesenchymal
stem/stromal cells protect the ocular surface by suppressing inflammation in an
experimental dry eye. Molecular therapy: the journal of the American Society of
Gene Therapy. 2015; 23(1): 139-46.

118 Cheng S, Wigney D, Haase B, Wade CM. Inheritance of chronic superficial
keratitis in Australian Greyhounds. Anim Genet. 2016: 47(5): 629. doi:
10.1111/age.12446. Epub 2016 May 5.

119. Jokinen P, Rusanen E, Kennedy L, Lohi H. MHC class Il risk haplotype
associated with Canine chronic superficial keratitis in German Shepherd dogs.
Vet. Immunol. Immunopathol. 2011: 140 (1-2): 37-41.

120. Sanchez RF, Daniels JT." Mini-Review: Limbal Stem Cells Deficiency in
Companion Animals: Time to Give Something Back? Curr Eye Res. 2016
Apr;41(4):425-32. doi: 10.3109/02713683.2015.1056801. Epub 2015 Aug 19.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20719085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hung%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20719085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20HH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20719085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20WM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20719085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20719085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsai%20HL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20719085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20719085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20EW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21904997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shin%20IS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21904997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20SY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21904997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21904997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21904997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoon%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21904997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi+2012+stem+cell+lupus
https://www.hindawi.com/42361862/
https://www.hindawi.com/86302719/
https://www.hindawi.com/13178320/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vasconcellos%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28003932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morais%20BP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28003932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pompeia%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28003932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%2C+S.%2C+Wigney%2C+D.%2C+Haase%2C+B.%2C+Wade%2C+C.M.+Inheritance+of+chronic+superficial+keratitis+in+Australian+Greyhounds
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanchez%20RF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26287764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Daniels%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26287764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26287764

92

121. Ledbetter EC, Marfurt CF, Dubielzig RR. Metaherpetic corneal disease in a
dog associated with partial limbal stem cell deficiency and neurotrophic keratitis.
Vet Ophthalmol. 2013; 16(4): 282-8.

122. Abbas Abul K, Lichtman H. Andrew, Pillai Shiv. Imunologia celular e
molecular. 82 ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2015.

123. Uberreiter O. Eine besondere keratitisform (Keratitis Superficialis Chronica)
Beim Hunde. Wiener



93

7. APENDICE
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Ao ler, entender e assinar este documento de esclarecimento, eu, abaixo

assinado, (nome completo e em letra legivel do
participante), portadora do RG numero e CPF numero

, responsavel pelo animal , () macho ( )fémea,
espécie canina, raca Pastor Alemdo cor idade

, doravante serei chamado apenas participante, nos termos deste

Termo de Consentimento, permitir e autorizar que o cao acima citado participe
do estudo “Uso clinico de células tronco mesenquimais de tecido adiposo em
caninos portadores de ceratite superficial crénica” aprovado pelo comité de
ética do IB da UNICAMP sob o numero 3636-1 do protocolo CEUA, sob a
responsabilidade do Pesquisador Dr Alexandre Luiz Pereira CRMV SP 9379 e
da empresa Regenera Medicina Veterinaria Avancada Ltda, localizada na
Rua Baguacu, 26 - Alphaville Empresarial Edificio Business Center Il Sala 101 -
Campinas, inscrita no CNPJ 15.700.380/0001-44), na qualidade de Banco de
Células-Tronco Animais e detentora de tecnologia na Area de Engenharia
Tecidual e Aplicacdo de Células-Tronco, a proceder a aplicacdo das Células-
Tronco no animal em gquestao.

Este estudo sera realizado para avaliar o efeito da terapia com células
tronco mesenquimais aplicadas por via subconjuntival em caes portadores
de Ceratite superficial cronica (CSK). Nao envolve risco algum conhecido para
o participante. Além do alto custo das medicacdes destinadas ao tratamento de
CSC, sabe-se que o tratamento instituido , apenas ameniza os sinais clinicos nao
sendo curativo, devendo ser continuado por toda a vida do animal. Diante da
necessidade de estudos relacionados a reparacdo tecidual da cornea e da
representatividade do tema dentro das discussdes cientificas na atualidade ,
propde-se a utilizagao de células -tronco como uma nova opgao terapéutica para a
CSK. Esperamos comprovar a utilidade da terapia com células tronco no
tratamento da doenca em questdo , o que trara beneficio ao participante
Métodos adicionais alternativos de tratamento deste problema , de comprovada

eficacia, como a utilizacao de colirios imunossupressores no olho , nao terdo sua
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utilizagao permitid a pelo participante no periodo do estudo . O participante sera
submetido a exame oftalmolégico completo prévio ao estudo , exames
complementares (solicitados pelo veterinario responsavel e executados pelo
proprietario em laboratorios de andlises clinicas e de imagem terceirizados ),
exames de diagnoéstico especifico da CSK de carater nao -invasivo (nao irao
causar nenhum dano ao olho ) e fotografia para documentagéo . Sera aplicada a
terapia com células -tronco, sem qualquer 6nus . Os animais deverao passar por
uma leve sedacdo sob a supervisdo de um anestesista veterinario, a qual pode
conter alguns riscos a saude conforme explicado ao proprietario . Os animais
desta pesquisa nao serdo submetidos a sofrimento ou desconforto evitavel , para
isso sera realizado um planejamento experimental cuidadoso e observacéo
constante do pesquisador responsavel. Nao existe previsao de qualquer gasto por
parte do participante e ndo cabera ao pesquisador responsabilidade alguma de
ressarcimento ou indenizagao de gastos extras por parte do participante (o
transporte das células e para a realizagao dos exames e dos reto rnos sera de
inteira responsabilidade do participante ). Comprometo-me a comparecer com 0
animal nas datas agendadas para a coleta de dados inicial e para os exames de
acompanhamento mensal (retornos) até o término do estudo (previsdo de 6
meses). Esclarecimentos adicionais poderao ser solicitados ao pesquisador por
parte do participante a qualquer momento durante o estudo e este estara livre

para retirar ou recusar o consentimento sem penalizagao . Os dados obtidos no
estudo serao utilizados apenas apos a total compreensao deste Termo de
Consentimento por parte do participante e sé serao utilizados dentro do meio
académico, com provavel publicagao, resguardado o carater confidencial (sigilo e

privacidade) e omitido sempre o nome do participante.

Declaro ter entendido em detalhes o Termo de Consentimento do estudo

acima descrito e concordo em dele participar

iz perev®
afpcand™®t o

Alexsidre Luiz Pereira

Assinatura do Participante maior Assinatura do Pesquisador Responsavel
de idade e RG RG
Atibaia, de de 20__.




8. ANEXO
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uNICAMP ‘ - "ﬂ
CEUA/Unicamp
T

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Uso clinico de células tronco mesenquimais
em caninos portadores de ceratite superficial crénica” (protocolo n° 3636-1),

sob a responsabilidade de Dr. José Paulo Cabral de Vasconcellos / Alexandre

Luiz Pereira, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio
Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL) e com a legislagdo vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE
OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

A aprovagao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagédo prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CiBio.

Por se tratar de experimento realizado junto a clinicas veterinéarias e
com animais particulres, a CEUA/UNICAMP declara que a manipulagdo
animal que consta do protocolo esta em conformidade com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal e que os experimentos devem ser
acompanhados por veterinario responsavel e o pesquisador deve ter em
maos os termos de consentimento dos propietarios dos animais.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 06 de fevereiro de

2015.

7%70’74( CamMuo de 2015.
Prof. Dr. AIe andre Leite Rodrigues de Oliveira ?‘atlma lonso
Presidente Secre ria Executiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br

13083-970 Campinas, SP - Brasil http:/Amww.ib.unicamp.br/ceea/
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