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RESUMO

FERNANDEZ CARNEIRO, R. M. Uso tépico de células-tronco mesenquimais em cies
com ceratoconjuntivite seca (CCS). [Topical use of mesenchymal stem cells in dogs with
keratoconjunctivitis sicca (KCS).] Curso de Mestrado em Saude e Produ¢do Animal na
Amazo6nia, Universidade Federal Rural da Amazonia, Para. 2018.

A Ceratoconjuntivite Seca (CCS) é uma condi¢dao multifatorial que acarreta em desordem na
producdo de lagrimas, resultando em sinais classicos como: ressecamento ocular, hiperemia
conjuntival, incomodo, dor, hiperpigmentagcdo, neovascularizacdo, secre¢do mucosa ou
mucopurulenta, podendo ou ndo haver presenca de tulceras. No tratamento convencional
normalmente sdo utilizados farmacos imunossupressores, administrados por longos
periodos, porém possuem resultados limitados. Desta forma, a necessidade de se buscar
novos tratamentos, que visem reparar e restaurar a funcionalidade da glandula lacrimal
comprometida € um dos principais desafios no campo da medicina veterinaria. Diante do
exposto, foram utilizados quatro caes (CCS-1, CCS-2, CCS-3 e CCS-4) acometidos
bilateralmente pela Ceratoconjuntivite Seca, adultos, que receberam células-tronco
aut6logas, instiladas em cada olho, recebendo 3 aplicacdes, com intervalo de 30 dias cada
uma e sendo avaliados semanalmente quanto a evolucdo clinica e a produgado lacrimal, por
meio do Teste de Schirmer. Inicialmente houve reducao dos sinais clinicos da doenga, com
melhora significativa durante todo o periodo de avaliacdo (p<0,05), apresentando queda
acentuada da secrec¢do ocular, melhora quanto a opacidade e vascularizacdo da cdrnea, e
aumento significativo da producdo lacrimal (p<0,05). No entanto, o custo beneficio precisa
ser melhor avaliado visto que o uso de células, assim como o tratamento convencional, se
mostra limitado, podendo ndo ser duradouro quando se trata de animais com estigio
avangado da doenca, o que pode ter influenciado diretamente nos resultados encontrados.
Desta maneira, mais estudos com animais com a enfermidade de leve a moderada se fazem

necessarios no que concerne o uso topico de células-tronco mesenquimais.

Palavras chaves: Ceratoconjuntivite Seca, células-tronco mesenquimais de tecido adiposo,

autologo, terapia celular topica.



ABSTRACT

FERNANDEZ CARNEIRO, R. M. Topical use of mesenchymal stem cells in dogs with
keratoconjunctivitis sicca (KCS).[Uso tépico de células-tronco mesenquimais em caes
com ceratoconjuntivite seca (CCS) .] Masters Degree in Animal Health and Production in
the Amazon, Federal Rural University of Amazonia, Para. 2018.

Dry keratoconjunctivitis (DKC) is a multifactorial condition that causes tear production
disorder, resulting in classic signs such as: ocular dryness, conjunctival hyperemia, nuisance,
pain, hyperpigmentation, neovascularization, mucous or mucopurulent secretion, and may
or may not be present ulcers. In conventional treatment, immunosuppressive drugs are
usually used, administered for long periods, but they have limited results. Thus, the
requirement to pursue new treatments aimed at repairing and restoring the functionality of
the compromised lacrimal gland is one of the main challenges in the field of veterinary
medicine. In the present study, four dogs (DKC-1, DKC -2, DKC-3 and DKC-4) bilaterally
affected by Dry keratoconjunctivitis were used, which received autologous cells, instilled in
each eye, receiving 3 applications with interval of 30 days each and being evaluated weekly
for clinical evolution and lacrimal production, by means of the Schirmer test. Initially, there
was a reduction of the clinical signs of the disease, with a significant improvement
throughout the evaluation period, showing a marked decrease in ocular secretion,
improvement in opacity and corneal vascularization, and subtle increase in lacrimal
production. However, the benefit in relation to the cost needs to be better evaluated since the
use of cells as well as the conventional treatment is also limited, and may not be long lasting
when it comes to animals with a chronic stage of the disease, which may have had a direct
influence on the results found. In this way, more studies using animals of mild to moderate

disease are necessary regarding the topical use of mesenchymal stem cells.

Key words: Dry keratoconjunctivitis, mesenchymal stem cells, autologous, topical cell
therapy.
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A oftalmologia veterinaria ¢ uma especialidade que vem se desenvolvendo
continuamente, evoluindo de acordo com as exigéncias de mercado e com o aumento da
expectativa de vida dos cées, os quais se inserem nesse contexto de forma indispensavel,
ja que a idade também influencia na predisposicao das enfermidades. Sendo assim a
compreensdo da semiologia oftdlmica e a sua realizagdo sao imprescindiveis a acuricia

diagnostica desta especialidade (MARTINS & GALERA, 2011).

Dentre as enfermidades oftdlmicas, a ceratoconjuntivite seca (CCS) é uma das
mais comuns em pequenos animais, principalmente em caes (PIGATTO et al., 2008).
Segundo o comité apresentado em 1995 no Instituto Nacional do olho/ Industria Dry Eye
Workshop, o olho seco ¢ uma desordem da lagrima devido a degradacdo ou evaporacao
excessiva da mesma, causando danos a superficie interpalpebral e estd associada a

sintomas de desconforto ocular (LEMP, 1995).

Apesar da patogénese da CCS ainda ndo ser bem compreendida, sabe-se que é
uma doenca multifatorial, porém com componentes genéticos e ambientais que
contribuem para a autoimunidade da mesma (LIU et al., 2014). Assim, € comumente
utilizado para o tratamento lacrimoestimulantes e imunomoduladores, os quais
dificilmente repercutem a cura total do paciente devido carater imunomediado da doenca.
Valendo ressaltar que apesar dos bons resultados obtidos em grande nimero de pacientes,
o uso dos medicamentos na maioria das vezes € feito por toda vida do animal e em alguns
casos este tratamento é ndo responsivo, sendo a terapéutica, insatisfatéria (PEIXOTO,

2013).

Desta forma, a necessidade de se buscar novos tratamentos, que visem reparar e
restaurar a funcionalidade da glandula lacrimal comprometida, substituindo células
originais lesionadas por células integras, capazes de produzir a fragdo aquosa do filme
lacrimal em quantidades adequadas para o desempenho satisfatorio de suas fungdes € um
dos principais desafios no campo da medicina veterindria. Sendo assim, a utilizacdo de
células-tronco mesenquimais tem apresentado resultados promissores no tratamento de
diversas enfermidades, e sua utilizacdo pode vir a ser uma abordagem eficaz na
recuperacdo de cdes com ceratoconjuntivite seca, implicando melhora clinica definitiva

ou por longo periodo para o paciente se comparada aos tratamentos convencionais.
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2.0BJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral:

* Avaliar o uso das CTM de gordura em caes com CCS

2.2 Objetivos Especificos:

* Avaliar eficidcia do uso de células-tronco mesenquimais derivadas de
tecido adiposo por meio da via topica de aplicagdo no tratamento da CCS
em caes

* Avaliar a seguranca do uso topico de células-tronco derivadas do tecido
adiposo para tratamento da CCS em cdes

e Avaliar o tratamento com células em animais com a enfermidade de

moderada a grave
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3. REVISAO

DE
LITERATURA
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3.1 O aparelho lacrimal

Apesar de amplamente pesquisada a morfologia da superficie ocular e da glandula
lacrimal, pouco se sabe sobre a morfologia do sistema nasolacrimal (HIRT et al., 2012),
o qual é composto por glandula lacrimal (situada dorsoventralmente ao bulbo ocular),
glandula da terceira pélpebra, canaliculos lacrimais (componentes do sistema de

drenagem), saco lacrimal e ducto nasolacrimal (KONIG & LIEBICH, 2004).

A glandula lacrimal e da terceira palpebral, sdo glandulas intraorbitais, as quais
nos cdes, separam a por¢cdo aquosa da pelicula lacrimal, sendo estruturas muito
importantes para a manutencao da integridade da superficie ocular (PARK et al., 2016).
Estas glandulas sdo histologicamente caracterizadas como estruturas tubuloacinares, no
qual os ductos e as unidades secretoras, ddo origem ao parénquima glandular, enquanto
os tecidos conjuntivos, vasos sanguineos e fibras nervosas originam o estroma glandular.
Apresentam coloracio rosada-cinzenta, compostas de pequenos 16bulos intercalados com
septos de tecido conjuntivo e carecem de verdadeira capsula (MAUSOLF, 1975). E
interessante destacar que as glandulas lacrimais masculinas sao maiores que as femininas

(CABRAL et al., 2005).

O filme lacrimal é uma camada fluida complexa composta de por¢do mucosa, a
qual € produzida por células de calice conjuntival, porcdo aquosa, produzidas pela
glandula lacrimal e da terceira palpebra e porcao lipidica, produzidas pelas glandulas
tarsais (Figura 1), sendo este filme, essencial na manuten¢do da clareza corneana, além
de servir como superficie de refragdo anterior e fornecer nutri¢cdo necessaria para a cornea

(GRAHN & STOREY, 2004).

Em caes, existe um ponto lacrimal superior e um inferior situados na conjuntiva
palpebral a poucos milimetros do canto medial. Esses pontos desembocam nos
canaliculos, superior e inferior, que se unem ao saco lacrimal, sendo uma estrutura pouco
desenvolvida nas espécies domésticas, tratando-se apenas de uma dilatacdo no topo do
ducto nasolacrimal e uma depressao no osso lacrimal. O sistema nasolacrimal € revestido
por epitélio colunar pseudoestratificado e possui como objetivo drenar lagrimas do olho

para as passagens nasais (TURNER, 2010).
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O ducto nasolacrimal, em aproximadamente 50% dos caes, tem uma segunda
abertura na via oral mucosa do palato duro central, por trds dos incisivos ao nivel dos
dentes caninos. O canal nasolacrimal mede aproximadamente 1 mm de diametro e o
comprimento varia consideravelmente entre braquicefalico (apresentam o focinho
achatado, encurtado como as racas Shih-tzu e pug), mesocefilico (cabeca média
com comprimento moderado como as ragas labrador e beagles ), e caes dolicocefélicos (a
cabeca € longa e estreita com o focinho longo como a raca dachshund). Nas racas
braquicefalicas normalmente os ductos nasolacrimais sdo muito curtos, e varias vezes

drenam as lagrimas para a faringe (GELATT, 1991; DYCE et al., 2010).

lacrimal gland

cornea

mucous layer  agueous layer  lipid layer

gland of third eyelid ' goblet cells

Figura 1: Diagrama das células caliciformes, glandulas lacrimais, glandulas tarsais, e

ultraestrutura do filme lacrimal de caes. Fonte: GRAHN & STOREY, 2004

3.2 Ceratoconjuntivite Seca (CCS)

A ceratoconjuntivite seca, ou distirbio do olho seco é uma doenga ocular que
acomete entre 4 e 20% da espécie canina, causando Inflamacao da glandula lacrimal (GL)
e diminui¢do da produgdo de lagrimas devido a deficiéncia ou evaporacdo excessiva,
implicando em disfun¢do do componente lacrimal, levando a alteragdes no volume,
composi¢ao e depuracdo do filme lacrimal, os quais causam danos a superficie ocular

interpalpebral, estando associados a sintomas de desconforto ocular e disturbios visuais.
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Ainda que seus mecanismos nao estejam completamente elucidados, existem evidéncias
que sugerem que as atividades inflamatorias comuns na CCS sejam mediadas por

citocinas e receptores (BARABINO & DANA, 2004; HIRT et al., 2012).

Esta enfermidade € multifatorial e pode ser desenvolvida de maneira esponténea,
secundéria a infec¢des, virus da cinomose canina, induzida por farmacos, por intoxicagao,
por trauma, pela morfologia da superficie ocular, blefaroconjuntivite cronica, hipoplasia
acinar congénita, remocdo de glandulas nictitantes, perda da inervac¢ao parassimpética das
glandulas lacrimais (Nervo craniano VII), perda da inervagdo sensorial (isto €, sensacao),
doencas metabodlicas sistémicas (hipotireoidismo, diabetes Mellitus e doenga de
Cushing), sem contar que muitos casos da CCS em caes sdo causados por doencas
autoimune ou podem ter origem desconhecida, (GELATT, 1991; GAO et al.,1998;
SCHRADER et al.,2008).

Animais idosos, com idade maior que sete anos e algumas ragas como buldogue
inglés, pugs, cockers, yorkshire, pequinés, schunauzer, lhasa apso, shih tzu e poodle sdao
mais predispostos a doenca (RAMOS, 2016). Pacientes com histdrico de seborreia ou
atopia e alguns positivos ao fator reumatoide, podem ser mais propensos a apresentar

ceratoconjuntivite seca associada (HERRERA, 2008).

A microbiota conjuntival normal € composta por fungos e bactérias, os quais
exercem papel de destaque na estimulacdo da resposta imune local (MOELLER et al.,
2005), desta forma, a microbiota local age como mecanismo de defesa importante, por
meio da secre¢do de substiancias com propriedades antimicrobianas € no mecanismo
competitivo entre os microrganismos (WANG, 2008). No caso da ocorréncia de injurias
e perda da integridade ocular, podem-se formar colonias oportunistas e infeccdes

secundarias nos olhos desses animais (ARMSTRONG, 2000).

3.2.1 Patogénese e Fisiopatologia

A doenca do olho seco € resultante de modificacdes dos constituintes da lagrima,
a qual culminam com a disfun¢do da Unidade Funcional Lacrimal (LFU), que representa

um sistema integrado agrupado pelas glandulas lacrimais, superficie ocular (cérnea e
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conjuntiva), palpebras e os nervos sensoriais € motores que as constitui. O funcionamento
satisfatorio do filme lacrimal é que mantém a superficie ocular saudavel, proporcionando
lubrificagdo, prote¢do e ambiente capaz de renovar as células epiteliais da cornea (STERN

et al., 2004).

Nos idosos, as variagdes fisiologicas envolvendo a génese do olho seco sdo mais
significativas, incluindo diminui¢do do volume e fluxo lacrimal, além do aumento da
osmolaridade, diminuicao da estabilidade do filme e alteracdo na composi¢ao lipidica da

lagrima (FONSECA et al., 2010).

A perda de células epiteliais acaba deixando a cdérnea exposta a injurias
ambientais, induzindo ao incomodo ocular cronico. O processo inflamatério da superficie
ocular pode ser considerado causa ou efeito da ceratoconjuntivite seca e estimula a
producdo dos mediadores inflamatérios, os quais podem levar a alteragdao das glandulas
secretorias. Independentemente do que desencadeou o estimulo inicial, o estresse
sucessivo leva a gradual disfuncdo das células como um todo, a liberacdo de radicais
livres e espécies reativas ao oxigénio, as quais podem culminar com apoptose € necrose

celular (WAKAMATSU et al., 2008).

3.2.2 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da Ceratoconjuntivite Seca variam de acordo com o tempo
decorrido do inicio da doenga, se ela € aguda ou cronica, variam também com a extensao
do ressecamento ocular, se € uni ou bilateral, temporaria ou permanente (LAUS & ORIA,

1999; SLATTER, 2005; HERRERA, 2008).

Em seu estagio mais precoce, a CCS inicia de forma gradual, com presencga de
hiperemia conjuntival, dor, secrecio mucoide ou mucopurulenta, podendo ou niao
apresentar descarga intermitente, fotofobia, desconforto ocular, neovascularizacdo da
cornea e conjuntivite bacteriana, podendo ainda apresentar exsudato ao redor das margens

palpebrais e incomodo (SLATTER, 2005; HERRERA, 2008).

Com a progressao do quadro a superficie ocular torna-se sem brilho, pode

apresentar ceratite caracterizada por extensa vascularizacdo corneana, presenca de
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hiperpigmentacdo, com depdsitos de melanina em todo epitélio e estroma anterior, a
cornea pode encontrar-se edemaciada, irregular, com presenca de ulceracdo, inflamacgao
supurativa que pode resultar em malécia do estroma, prolapso da iris e levar o animal a

cegueira (GELATT, 1991).

3.2.3 Diagnéstico

Para o diagnéstico da ceratoconjuntivite seca, se faz necessario conhecer a histéria
clinica do animal e se utilizar de questionarios para avaliar sinais e sintomas, no entanto
a confirmacgao da doenga s6 ¢é feita mediante o emprego de técnicas oftalmoldgicas que

serdo citadas mais a frente.

Inicia-se a anamnese observando a presenca de alteracdes como: hiperemia
conjuntival, ceratite, a qual pode ser ulcerativa ou ndo, melanose corneal,
neovascularizagao, fotofobia entre outras caracteristicas presentes na CCS. Varios testes
podem ser aplicados para analisar acuidade visual, estabilidade do filme lacrimal,
superficie ocular e producdo de lagrima dentre eles tem-se: avaliacdo da morfologia e
padrao de secrecio, teste de ameaca, teste de Schirmer e coloracdo da superficie ocular

com fluoresceina (VAN BIJSTERVELD, 1969; BEGLEY, 2002; LAUS, 2008).

Para avaliacdo da acuidade visual, o teste da ameaca € um dos mais utilizados, por
meio dele o examinador realiza um gesto suave que pode ser com uma das mdos em
direcdo a cada olho separadamente, com o cuidado de ndo tocar as vibrissas e evitar o
deslocamento abrupto de ar, ou pode jogar uma bola de algoddao em frente ao animal
fazendo com que ele a siga, acompanhando o movimento do algoddo. A presenca de visdao
faz com que o animal pisque ou movimente sua cabeca em dire¢cdo ao estimulo

(MARTINS & GALERA, 2011).

A partir do teste de Shirmer ¢é aferida a quantidade da produgao de lagrima em um
minuto, consistindo na colocacao de tiras de papel absorvente estéril, apropriado, no terco
médio do saco conjuntival inferior durante um minuto. A distancia do entalhe a
extremidade umedecida do papel é mensurada imediatamente ap6s a remocao da tira do

olho e representa o valor normal da producao de lagrimas (SLATTER, 2005).
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A producdo lacrimal em caes resulta entre 15 e 25 mm/minuto. Pacientes com
valores entre 10 e 15 mm/minuto e inferiores a 10 mm/minuto sdo considerados suspeitos
e portadores de CCS, respectivamente (LAUS e ORIA, 1999; TAFFAREL, 2002; LAUS
et al., 2009), enquanto que valores de producdo de lagrimas abaixo de 5 mm/minuto

classificam o paciente como portador grave de CCS (LAUS e ORIA, 1999).

J4 o teste com corante de fluoresceina, é um teste clinico primario para identificar
a presenca de ulceras de cornea, além de ser um teste de paténcia. O corante liquido de
fluoresceina € instilado nos olhos do animal e depois de decorridos alguns minutos

podemos observar presenca de ceratites, tlceras de cornea e lesdes de conjuntiva

(GELATT, 1991).

3.2.4 Tratamento

O tratamento da ceratoconjuntivite seca € normalmente sintomatico e
medicamentoso (topico e/ou sistémico), incluindo medidas anti-inflamatérias (nao
hormonais,  corticosterdides, ciclosporina A, tracolimus), lacrimogénicos,
lacrimomiméticos, mucoliticos, antibacterianos, dmega-3, secretagogos e o soro autélogo

(HARTLEY et al., 2006; ROCHA et al., 2006).

Tendo em vista que a ceratoconjuntivite seca causa ressecamento da superficie
ocular e como consequéncia pode levar a tlcera de cornea em caes, seguido de cegueira
nesses animais, para a reposicao lacrimal foram desenvolvidos colirios com composi¢ao
semelhante aos componentes da lagrima, os quais sd@o indicados para umedecer a
superficie ocular e oferecer um pouco mais de conforto ao paciente. As lagrimas artificiais
devem ser instiladas varias vezes ao dia, (em média de 6 a 8 vezes), e geralmente
associadas com outros agentes terapéuticos na tentativa que a producao lacrimal retorne
aos niveis fisiologicos (MOORE, 1999), entretanto, essa condi¢do fica atrelada a
disponibilidade do proprietario, 0 que nem sempre corresponde com as expectativas.

Além disso, somente poucos pacientes se recuperam completamente apds utilizar essa

estratégia (STADES et al, 1999).

Nos casos ndo responsivos ao tratamento medicamentoso pode ser realizada

transposicao do ducto parotideo da cavidade oral ao saco conjuntival inferior ( HARTLEY
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et al., 2006). No entanto, complicacdes tanto trans quanto pds-operatdrias podem surgir
como, tor¢do, laceragdo, ou trauma no ducto parotideo cirurgicamente induzido.
Ademais, devido a maior concentragdo de minerais na saliva em compara¢do com a
lagrima, podem ocorrer depdsitos de minerais na céornea (MOORE, 1999; SLATTER,
2005), resultando em cristalizagdo da mesma e blefarite (DUNN, 2001).

Mesmo com todos os estudos que visam esclarecer os fatores etioldgicos e
fisiopatologicos que compreendem a ceratoconjuntivite seca, o tratamento desta
enfermidade permanece sendo desafiador, buscando-se estabelecer o melhor manejo dos
portadores. Sendo assim, devido a maior importancia que vem sendo dada aos cuidados
com o0s caninos, faz-se necessario o desenvolvimento de mais estudos com terapias de
células-tronco adultas, fornecendo oportunidade para avaliar a eficicia e a seguranca das
mesmas, inclusive avaliando possivel utilizacdo dessa terapia na medicina humana

(FONSECA et al., 2010; VOLK & THEORET, 2013; BITTENCOURT et al, 2016).

3.3 Células-tronco

As células-tronco sdo aquelas que possuem capacidade de auto renovacdo e
quando submetidas a condi¢des propicias podem se diferenciar em varios tipos celulares,
inicialmente sem funcdo especifica, porém, de acordo com os estimulos, aos quais sdao
sujeitas, podem inclusive dar origem a células maduras de formas e fungdes
especializadas, como as células cardiacas, epiteliais, nervosas, dentre outras. Além disso,
suas propriedades imunomoduladoras e efeitos paricrinos diante de lesdes ou injurias, as
tornam capazes de substituir células danificadas por células integras (KIRSCHSTEIN,

2001; ZUTTION et al, 2013).

Conforme sua habilidade e capacidade de se diferenciar em diversas linhagens e
formar tecidos do organismo, as células-tronco podem ser classificadas como
embriondrias ou adultas, sendo as embrionérias, pluripotentes e isoladas a partir do
embrido no estagio de blastocisto, apresentando capacidade de se diferenciar em qualquer
tecido derivado do endoderma, mesoderma ou ectoderma. Ja as células-tronco
mesenquimais sdo obtidas por meio do corddo umbilical, da medula 6ssea, do tecido
adiposo, do sangue periférico ou de orgdos especificos do organismo revelando

capacidade de participar da formacdo de muitos tecidos, no entanto, as células-tronco
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adultas, diferentemente das embrionarias, ndo possuem capacidade de originar um

organismo completo (THOMSON et al., 1998; ROBEY, 2000; VOGEL, 2000).

A relevancia na utilizacdo de células-tronco tem determinado estudos que
descrevem sua aplicacdo alégena e autdgena para reparagao de diversos tecidos, o que
vem despertando interesse ndo apenas na terapia celular em animais domésticos, mas
também sua importancia como modelos experimentais aplicaveis a pacientes humanos

(PINTO FILHO et al., 2013; BITTENCOURT et al., 2016).

3.3.1 Células-tronco Mesenquimais (CTM)

As células-tronco mesenquimais sdo células sométicas, multipotentes, presentes
em regides perivasculares de tecidos adultos, estando em pequenas quantidades, derivam
do folheto embrionério intermediério, o mesoderma, e podem ser encontradas na medula
Ossea, no tecido adiposo, no peridsteo, no tecido muscular e ainda em Orgdos

parenquimatosos (SINGER & CAPLAN, 2011; PINTO FILHO et al., 2013).

Os primeiros experimentos que deram origem aos conhecimentos sobre células-
tronco foram realizados no inicio dos anos 1960 por Ernest A. McCulloch e James E. Till,
0s quais constataram a presen¢a de colonias hematopoiéticas no baco de camundongos
irradiados e que haviam recebido transplante de medula. Em seguida, ja nas décadas de
1970 e 1980 outros estudiosos, como Alexander Friedenstein e colaboradores ampliaram
os horizontes no que concerne o potencial de uso das células-tronco mesenquimais
evidenciando sua capacidade de autorrenovacdo e diferenciacdo (TILL et al., 1964;
DRZEWIECKI et al., 2010). No entanto foi Caplan (1991), quem propds o termo célula-

tronco mesenquimal.

Inicialmente conhecidas como células fibroblastoides devido sua capacidade de
aderir aos plasticos da garrafa de cultivo e formar colonias parecidas com fibroblastos, as
MSCs sdo consideradas células multipotentes ndo hematopoiéticas, sométicas, presentes
em regides perivasculares de tecidos adultos: medula 6ssea, tecido adiposo, peridsteo,
tecido muscular e O6rgdos parenquimatosos (OWEN & FRIEDENSTEIN, 1988;
MONTEIRO et al., 2010; ALDAHMASH et al., 2012).
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Segundo a International Society for Cellular Therapy, para que uma populacdo
de células seja classificada como células-tronco mesenquimal ela precisa atender alguns
dos pré-requisitos: ser plastico aderente quando submetida a condi¢des de cultura; ser
positiva paraCD105, CD73 e CD90, e negativas para CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79
ou CD19 e HLA-DR; e ainda estarem aptas a se diferenciarem em osteoblastos,

condrocitos e adipocitos (ZUTTION et al, 2013).

Uma das fontes mais comuns para obten¢do de células-tronco adulta € a medula
Ossea, no entanto outras possibilidades também estdo ao alcance, como o sangue do
corddo umbilical, placenta, liquido amnidtico, figado, bago e tecido adiposo (BIANCO &

COSSU,1999; CONGET & MINGUELL, 1999; ZUK et al., 2001).

3.3.2 Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (CTM-TA)

As células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo sdo denominadas
multipotentes. Nos mamiferos, o tecido adiposo branco é predominante em comparagao
ao amarelo, e esta presente em recém-nascidos, porém, quase ausente em adultos (LIN et
al., 2010). O nicho das CTM-TA situa-se na regido perivascular, composto por células de
tecido conjuntivo associado a vasos sanguineos, podendo estar presente também células

adiposas, estromais e diversas células progenitoras (ZANNETTINO et al., 2008).

Foi a partir de um relato, que afirmava estarem presentes células-tronco
mesenquimais em um lipoaspirado humano que as células de tecido adiposo se tornaram
uma fonte alternativa para extragdo de células-tronco mesenquimais, dando inicio a
pesquisas sobre as mesmas (ZUK et al., 2001). Desde entdo, as CTM-TA t€m se destacado
devido sua abundancia e facilidade de obtengao por meio de cirurgias menos invasivas

(CHANG et al., 2014).

De acordo com Kern et al. (2006) as células-tronco derivadas de tecido adiposo
possuem taxa de sucesso no isolamento de 100% e além disso, seu rendimento € 40 vezes
maior que o da medula 6ssea. Ademais as CTM-TA sao interessantes, pois sua quantidade

parece nao diminuir com o avango da idade (DIMUZIO & TULENKO, 2007).
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As células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo apresentam alta
capacidade de expansdo e podem ser utilizadas em diversas areas, inclusive na terapia
regenerativa devido sua capacidade quimiotatica (SOUZA et al., 2010). De acordo com
Gutierrez-Fernandez et al. (2013), as CTM-TA possuem propriedades imunomoduladoras,
fazem liberacao de fatores tréficos e interacdes pardcrinas. Além disso, ndo existem
questionamentos éticos com relacao a sua utilizacao, o que as tornam ainda mais atraentes
(BLYDLOWSKI et al., 2009), bem como, ndao envolvem questdes filosoficas nem
religiosas, como quando se trabalha com células-tronco embrionarias. E por fim,
favorecendo ainda mais seu uso, as células-tronco mesenquimais extraidas de animais
adultos tornam possivel a realizacdo de transplantes aut6logos, os quais possuem natureza
imunocompativeis e ndo necessitam de estoque de células em bancos de tecidos (ZUK et

al., 2001; MOTA et al., 2005).
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A Ceratoconjuntivite Seca (CCS) é uma condi¢ao multifatorial que acarreta em desordem
na producdo de lagrimas, resultando em sinais classicos como: ressecamento ocular,
hiperemia conjuntival, incobmodo, dor, hiperpigmentacido, neovascularizagdo, secre¢ao
mucosa ou mucopurulenta, podendo ou ndo haver presenca de tlceras. No tratamento
convencional normalmente sdo utilizados farmacos imunossupressores, administrados
por longos periodos, porém possuem resultados limitados. Desta forma, a necessidade de
se buscar novos tratamentos, que visem reparar e restaurar a funcionalidade da glandula
lacrimal comprometida € um dos principais desafios no campo da medicina veterinaria.
Diante do exposto, foram utilizados quatro cdes (CCS-1, CCS-2, CCS-3 e CCS-4)
acometidos bilateralmente pela Ceratoconjuntivite Seca, adultos, que receberam células-
tronco autdlogas, instiladas em cada olho, recebendo 3 aplicacdes, com intervalo de 30

dias cada uma e sendo avaliados semanalmente quanto a evolugdo clinica e a produgdo
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lacrimal, por meio do Teste de Schirmer. Inicialmente houve reduc¢do dos sinais clinicos
da doenga, com melhora significativa durante todo o periodo de avalia¢do (p<0,05),
apresentando queda acentuada da secrecdo ocular, melhora quanto a opacidade e
vascularizacdo da cornea, e aumento significativo da producao lacrimal (p<0,05). No
entanto, o custo beneficio precisa ser melhor avaliado visto que o uso de células, assim
como o tratamento convencional, se mostra limitado, podendo ndo ser duradouro quando
se trata de animais com estigio avancado da doenca, o que pode ter influenciado
diretamente nos resultados encontrados. Desta maneira, mais estudos com animais com a
enfermidade de leve a moderada se fazem necesséarios no que concerne o uso topico de

células-tronco mesenquimais.

Palavras chaves: Ceratoconjuntivite Seca, células-tronco mesenquimais de tecido

adiposo, autélogo, terapia celular topica.

Introducao

A ceratoconjuntivite seca (CCS), xeroftalmia ou sindrome do olho seco é uma
afeccdo oftdlmica comum em pequenos animais, principalmente em cdes (PIGATTO et
al., 2007), causada por insuficiéncia na por¢ao aquosa do filme lacrimal (deficiéncia
quantitativa) ou pela evaporacao excessiva da lagrima (deficiéncia qualitativa), resultado
da produc¢do inadequada da camada lipidica. Como consequéncia, causa ressecamento €
mudancas inflamatdrias progressivas na cOrnea e conjuntiva, além de diminui¢do da

acuidade visual, podendo até mesmo levar a cegueira (RIBEIRO et al., 2008).

O filme lacrimal é composto por trés camadas: lipidica, aquosa e mucoide, as quais
atuam na manutencdo da integridade da superficie ocular, sendo a lagrima responsavel
pela lubrificacdo, nutricdo e func¢do antimicrobiana dos olhos (KLEINNER, 2006 e
PIGATTO et al., 2008). Assim, em algumas racas de cdes, a CCS pode ser causada por
alteracdes congénitas, por traumas, infecgdes locais, infec¢des sistémicas como a
cinomose, inflamagdes cronicas da glandula lacrimal, endocrinopatias, efeitos toxicos do
uso de drogas, causas idiopaticas ou processos autoimunes (BARNETT, 2006;
BERANCK, 2006; BRITO et al., 2007). Além disso, animais que apresentam idade

préxima de cinco ou seis anos sao mais acometidos pela doenca (BARROS, 1997).
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Os sinais clinicos da CCS, além da dor, podem variar de acordo com o tempo
decorrido de seu inicio e, se € uni ou bilateral. A maioria dos cdes com CCS apresenta
antecedentes de ceratoconjuntivite cronica, recorrente e inespecifica. Nos casos mais
recentes € comum o desconforto ocular, presenca de secrecdo mucosa, hiperemia

conjuntival intensa, sensibilidade a luz e conjuntivite bacteriana (HERRERA, 2008).

Casos agudos podem produzir ulceragdes superficiais, profundas e até a
perfuracdo da cérnea (LAUS e ORIA, 1999). Com a cronicidade da doenca, destaca-se a

neovascularizagdo e pigmentacao da cérnea (LAUS et al., 2009).

O tratamento normalmente ¢é medicamentoso e inclui, principalmente
lacrimogénicos, lacrimomiméticos, mucoliticos e antibacterianos tOpicos, 0s quais
precisam ser administrados normalmente por um longo periodo ou durante toda a vida do
animal. Alguns profissionais optam pelo procedimento cirtirgico, que consiste na
transposicao do ducto parotideo da cavidade oral ao saco conjuntival inferior ( HARTLEY
et al., 2006), no entanto, as abordagens clinicas ou cirdrgicas utilizadas, além de

possuirem custo elevado, ndo oferecem cura ao paciente.

Diante desta inefici€éncia quanto ao tratamento convencional, ao longo das ultimas
duas décadas, pesquisadores procuram nas células-tronco, respostas que possam elucidar
o mecanismo de a¢do destas células frente algumas enfermidades, uma vez que estas sao
capazes de se autorenovar e de se diferenciar em diversos tipos celulares, além de
apresentarem propriedades imunomoduladoras e efeitos pardcrinos mediante injuria

tecidual (THOMSON et al., 1998; ZUTTION et al., 2013; RAMOS, 2016).

Diante do exposto, objetivamos avaliar a seguranca e eficacia no uso topico de
células-tronco mesenquimais, autélogas, derivadas do tecido adiposo para tratamento da

CCS em cdes, com grau moderado a grave, bem como ja em estagio cronico da doenca.

Material e Métodos

Os procedimentos realizados nesse experimento foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural da Amazdnia
(UFRA), registrada com nimero de protocolo 027/2016 (CEUA/UFRA), estando de

acordo com todos os preceitos exigidos.
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Selecao dos Animais

Foram estudados 4 cdes adultos (Quadro 1), com idades entre 6 e 10 anos, sendo
trés machos e uma fémea, totalizando 8 olhos, os quais, 7 apresentavam CCS grave,
dentre eles 6 ndo produziam lagrimas e 1 produzia 2 mm/minuto. Apenas 1 olho era
somente portador da CCS, apresentando 8 mm/minuto de lagrimas, deixando evidente
que os animais estudados apresentavam a doenga em estagio avangado, indicando

cronicidade.

Quadro 1: Descri¢do dos caes usados no experimento

Cachorro | Raca Idade Sexo Olhos
Afetados
CCS1 Shih Tzu 6 anos Macho OD e OE
CCS2 SRD 10 anos Femea OD e OE
CCS3 Bull Dog Ingles 7 anos Macho OD e OE
CCS4 SRD 8 anos Macho OD e OE

Os animais foram avaliados por exames fisico e clinico, teste da lagrima de
Shirmer, teste da fluoresceina, hemograma completo e perfil bioquimico sérico (ureia,
creatinina, ALT, FA). No processo de triagem foram eliminados do experimento animais
com alteragdes que nao fossem a CCS ou que apresentaram qualquer histérico de

neoplasias.

Colheita do Tecido Adiposo

Foi realizada tricotomia e antissepsia da regido do flanco, seguida de medicacao
pré-anestésica com Cloridrato de tramadol 3 mg/kg por via intramuscular (IM), sedados
com o uso de anestésico propofol, na dosagem de 4 mg/kg, por via endovenosa (EV) e

manutencao com isoflurano inalatério.
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Isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais

As amostras de tecido adiposo foram lavadas com Solu¢do Salina Equilibrada de
Hank e digeridas com colagenase tipo IV, mantida a 37°C em estufa de cultivo celular,
por 1 hora, seguido de inativacdo enzimatica com DMEM suplementado com SFB, e em
seguida, o material foi centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi
removido, e o precipitado ressuspendido em mais 5 mL meio completo, sendo estes

centrifugados mais uma vez.

Cada pellet de células foi ressuspendido em 5 mL DMEM:F12 com 20% de SBF

e mantido em cultivo para realizacdo de repiques.

Para manutenc¢do, o meio completo foi trocado a cada dois ou trés dias, e os frascos
de cultivo observados ao microscépio invertido (Axiovert 200, Zeiss®) para avaliacio da
morfologia e do crescimento da monocamada de células. Quando as culturas atingiram
90%, foram congeladas células no repique zero (#0), em 90% de Soro Bovino Fetal e
10% de Dimetil Sulféxido, visando um grande numero de células para posterior
diferenciacdo, além de mostrar a resisténcia celular ao crescer e expandir apds o

descongelamento.

A cada repique foi verificado a viabilidade celular por meio do teste de exclusdo

pelo corante azul de Tripan.

Diferenciacao celular

Diferenciacdo osteogénica

Foram utilizadas células em repique 5 (#5), plaqueadas na concentracdo de
5x10° células/mL em placa de 24 pocos. Apés dois dias o meio completo foi substituido
pelo meio de inducdo de diferenciacdo osteogénica (STEMPRO Osteogenesis
Differentiation Kit, Gibco, USA), trocado a cada dois dias durante 14 dias, seguindo
recomendacdes do fabricante, e mantendo-se no controle negativo o meio completo. O
potencial de diferenciacdo osteogénica foi avaliado pela coloracdo com solugdo de
Alizarin Red S 2% por 5 min, apds fixacdo com paraformoldeido 4% por 20 min a

temperatura ambiente.
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Diferenciacdo condrogénica

Para diferenciacdo condrogénica foram utilizadas células em repique 5 (#5),
cultivadas em tubo conico de 15 mL, sob alta densidade celular (5,7x107 células) em
sistema de micromassa. Apds centrifugacdao por 10 min a 556 g, o meio completo foi
descartado e adicionado 5 mL de meio de indu¢do de diferenciagdo condrogénica
(STEMPRO Chondrogenesis Differentiation Kit, Gibco, USA), seguido de
homogeneizagdo e nova centrifugacdo. O tubo foi mantido em estufa a 37°C com 5% de
CO2, trocando-se o meio de diferenciacdo a cada dois dias durante 21 dias, seguindo
recomendacdes do fabricante. Posteriormente, o meio foi retirado e adicionado 2 mL de
paraformaldeido a 4% para fixacdo da micromassa. Esta foi retirada do tubo para
desidratacao em diluicdes seriadas de etanol e embebi¢ao em blocos de parafina seguindo
protocolo histologico de rotina. Os blocos foram cortados com espessura de 5 um e

corados com solu¢do de Alcian Blue 1% por 5 min.

Diferenciacdo Adipogénica

Para diferenciacdo adipogénica, as células foram inicialmente incubadas em placa
de 24 pocos (passagem 4), contendo DMEM/F12, em uma densidade de 1x10%
células/cm? no quarto repique. Apds 24 horas, este meio de expansio foi substituido pelo
kit de diferenciacdo adipogénica (STEMPRO, Gibco), de acordo com as instrugdes do
fabricante, contendo célcio, fosfato de sddio, piruvato, bicarbonato de sédio, e as células
permaneceram em cultivo por 21 dias, sendo a troca do meio realizada a cada 2 dias.
Como controle negativo, um nimero igual de células foi incubada com meio de cultivo
por igual periodo. Para confirmar a diferenciacdo em adipdcitos, as células foram lavadas
duas vezes com PBS, fixadas em Paraformaldeido 4% por 1 hora a temperatura ambiente,
sendo lavadas novamente em PBS e coradas com 1,25% Oil Red O por 5 minutos para a

visualizag¢ao do actimulo intracelular de vacuolos enriquecidos de lipideos.

Imunofenotipagem
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As células foram caracterizadas pela presenca de marcadores de superficie
exclusivo de células-tronco mesenquimais, CD105 e CD73, bem como por marcadores
especificos para células-tronco hematopoiéticas, CD34 e CDA45.

Células em repique 4 (#4) foram quantificadas, e transferidas para laminulas
redondas em placa de 24 pocos com meio completo, e mantidas em estufa a 37°C, para
aderéncia celular por 24 horas. Apos atingir 70% de confluéncia, retirou-se o meio de
cultivo e efetuou-se lavagem em PBS trés vezes. As células foram incubadas em PFA 4%
por 30 minutos a temperatura de 4°C, e apds duas lavagens, foi feito o bloqueio com
Albumina Sérica Bovina (BSA) 2% durante 6 horas a temperatura ambiente. Em seguida,
as células foram incubadas overnight com anticorpos priméarios diluidos em PBS (CD105
- 1:25, CD73 -1:25, CD34 - 1:100, CD45 - 1:100) em ambiente umido.

Para marcag¢do imunocitoquimica, cada etapa foi intercalada com duas lavagens
em PBS, por 5 minutos cada. Fez-se a incubagao do anticorpo secundario (150ul diluido
em BSA 2%) por 50 minutos. Apds lavagens, adicionou-se DAPI (1:10.000), diluido em
PBS, por 5 minutos a temperatura ambiente, e em seguida foi feita nova lavagem com
PBS para posterior montagem com Prolong (Life Technologies/ P36930).

As laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia (Nikon 80i) em quatro

campos diferentes.

Administracao de células-tronco mesenquimais

Ap6s confirmagdo da ceratoconjuntivite seca, diagnosticada a partir do teste da
lagrima de Schirmer, os animais receberam por via topica, células-tronco mensenquimais

autologas, derivadas de tecido adiposo.

Padronizou-se a utilizacio de 1x10° células em média no repique 2 (#2), diluidas
em 0,1 mL de solu¢do salina 0,9%, as quais foram instiladas em cada olho acometido pela

CCS, com auxilio de uma seringa de 1 mL.

Foram realizadas trés aplicacdes por via tOpica, com intervalo de 30 dias,

precedidas de colheita de sangue para andlises clinicas. As células aut6logas, foram
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diretamente instiladas em cada olho, os quais eram avaliados semanalmente quanto a

evolugdo clinica e a producao lacrimal, por meio do Teste de Schirmer.

Estatistica

As andlises estatisticas referentes as Andlise de variancia de medidas repetidas no
tempo (ANOVA) (p < 0,05) foram avaliadas quanto aplicac@o, observacao e a interacao
entre os animais e as observagoes, seguido de comparacdes com o controle (BL), usando
o teste de comparagao multipla de Dunnett (p <0,05).

As anélises estatisticas referentes as Analise de variancia ndo paramétricas que
avaliaram secrecdo ocular, vascularizacdo e opacidade da cornea, comparando o grupo
controle (BL), as observacdes (dias 7, 14 e 21) foram realizadas pelo Teste de Friedman

(p <0,05).

Resultados

O teste da fluoresceina evidenciou auséncia de dlceras de cornea, nos dois olhos,
de todos os animais envolvidos no estudo. O teste de ameaca se apresentou reduzido no
olho direito e negativo no olho esquerdo, para o animal CCS-1. Nos animais CCS-2 e
CCS3, o mesmo teste apresentou sinais reduzidos em ambos os olhos. Ja o animal CCS-

4 apresentou-se positivo para o mesmo teste nos dois olhos.

Cultivo e viabilidade celular

Durante o processamento das células foi possivel observar que apds 24 horas
poucas células haviam aderido a superficie plastica da garrafa de cultivo, podendo
evidenciar uma populacdo celular heterogénea. Com confluéncia de aproximadamente

90%. Apés uma semana de expansdo, as células apresentaram morfologia
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fibroblastoide,constituindo-se uma populacio homogénea, mantendo este padrdo até o

repique, sendo utilizada em seguida para aplicacdo nos caes.

Figura 1: Fotomicrografia da cultura de CTM-TA de cdo portador de ceratoconjuntivite
seca (CCS) em #0 (A) e #2 (B). Barra de escala: 100 pm (5x).

Quanto ao teste de viabilidade, as células-tronco mesenquimais mostraram valor
minimo de 83,2% e maximo de 96,3%, mantendo uma média de 91,05% de viabilidade
entre os repiques analisados, utilizando-se o segundo repique (#2) para aplicagdo nos caes

portadores de CCS incluidos no experimento.

Diferenciacao celular

Passados 14 dias de incubag@o em meio de inducdo osteogénica, houve a producao
de matriz de célcio extracelular identificada em vermelho pela coloracdo Alizarin Red
(Fig. 2 A). Ap6s incubacdo em meio adipogénico, as CTM tornaram-se arredondadas, e
ao longo de 21 dias foi possivel observar aumento gradual da presenca de goticulas
lipidicas intracitoplasmaticas, observaveis em microscopia de luz, as quais
posteriormente se agregavam formando pequenas gotas evidenciadas pela coloragdo Oil
Red O (Fig. 2 B). Na diferenciacdo condrogénica, realizada em sistema de cultura em
micromassa, ap6s 21 dias de inducdo as células formaram um botdo visivel bem definido,
entdo corado em azul pela coloracdo Alcian Blue, devido sua sensibilidade na detec¢do

de proteoglicanos (Fig. 2 C).
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oA,

Figura 2: Diferenciacdo celular de CTM-TA de cdo. (A) Osteogénica, demonstrando
matriz de calcio extracelular pela coloracio Alizarin Red. (B) Adipogénica,
demonstrando goticulas lipidicas pela coloragdo Oil Red O. (C) Condrogénica,
demonstrando proteoglicanos corados em azul pelo Alcian Blue. Barra de escala: 100 pm
emA,e50umemBeC.

Imunofenotipagem

No estudo imunocitoquimico observou-se marcagdo positiva para marcadores de
células mesenquimais CD73 (sc-14684), Vimentina (Santa Cruz), e CD105 (Abcam
53321) e negativas para marcadores de células hematopoiéticas CD34 e CD45, conforme

o esperado.

Infusao de células-tronco mesenquimais

Inicialmente, antes de avaliar os resultados é importante destacar que houve uma
intercorréncia com o paciente CCS1, no 21° dia de avaliagdo da 2* aplicagdo de células,
que sofreu um trauma mecanico na cérnea esquerda, gerando uma ulcera, a qual teve que
ser tratada paralelamente de forma convencional, com antibidtico e anti-inflamatério

local, durante 10 dias.

No que tange a producao de ldgrimas nos animais avaliados, observamos que apds
as trés aplicacdes de CTM, somente um paciente apresentou melhora significativa, porém,
destacamos que esse mesmo animal ja revelava pequena produ¢do lacrimal antes do
tratamento com CTM, inclusive o olho direito do referido cdo era apenas portador da
CCS, apresentando produciao lacrimal de 8 mm/minuto antes do tratamento com células,

enquanto que os demais animais ndo produziam ligrima. Todavia, ainda foi possivel
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observar que os demais pacientes, mesmo que de forma sutil, passaram a produzir

lagrimas, ainda que de forma oscilante quanto aos intervalos de aplicagdes de CTM.

O paciente CCS3, apesar de demonstrar na primeira aplicacao, uma quantidade de
lagrima satisfatoria crescente nos dois olhos, apresentou pequena queda de producdo
lacrimal nas aplicagdes seguintes, ¢ mesmo com producao de lagrima maior quando
comparado com os demais pacientes, ainda se considera insatisfatério do ponto de vista
clinico, talvez por influéncia direta de fatores ambientais, 0os quais o paciente estava

inserido (Grafico 1).

Griafico 1: Efeito das Células-tronco mesenquimais em caes diagnosticados com CCS
por meio do Teste de Schirmer em mm/minuto
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Quanto aos resultados estatisticos para valores de Teste Schirmer (STT) antes e
depois da aplicagdo de CTM, foi observado que existe diferenca entre o parametro inicial
basal (BL), que € o grupo controle, com relagdo as observagdes, valores do STT nos dias
7, 14 e 21 (média = Erro padrao da média em mm / minutos) antes e depois da aplicagao
de CTM e também entre as unidades experimentais, ja que os olhos CCS3/0OD e CCS3/OE

se destacam na produg¢do de lagrimas com relacdo aos demais como observado na Tabela
1.
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Tabela 1: Analises estatisticas para valores de STT (média = Erro padrdao da média em
mm / minutos) antes e depois da aplicagao de CTM

Observacgoes (dias) Total
Animais 0 7 14 21
CCS1/0D 0,00(£0,00) 0,33(x0,58)  2,67(x1,53)  1,33(0,58) 1,08(+1,31)
CCS1/0E 0,00(£0,00) 1,33(0,58)  2,67(x1,53)  1,83(%£2,36) 1,45(%1,59)
CCS2/0D 0,00(x0,00) 4,00(£3,00)  3,67(x1,15)  4,33(%1,53) 3,00(+2,37)
CCS2/0OE  0,00(x0,00) 2,33(%1,53)  3,00(%2,00)  2,00(%=1,00) 1,83(%1,64)
CCS3/0D  8,00(x0,00) 11,33(+0,58) 10,00(£2,65) 12,00(%7,21) 10,33**(%3,65)
CCS3/0OE  2,00(£0,00)  9,33(£5,77) 12,50(%4,77)  11,00(%£2,65) 8,71%*(£5,40)
CCS4/0D 0,00(x0,00) 1,67(%1,15)  6,33(x1,15)  4,66(=0,58) 3,17(%2,69)
CCS4/0OE  0,00(x0,00) 4,00(%x1,00)  5,66(x1,53)  2,66(%x1,53) 3,08(+2,39)
Total 1,25(%2,70)  4,29%(+4,31)  5,81%(%4,02) 4,98*(+4,72) 4,08(+3,94)

*Comparacio pelo Teste de Dunnett entre as observagdes 7, 14 e 21 com o grupo controle (BL) p<0,05.
**Comparagdo pelo Teste de Tukey entre as unidades experimentais p<0,05.

Quanto a secrec¢ao ocular (Grafico 2), ao avaliarmos clinicamente o animal CCS1
observamos que houve diminui¢do consideravel logo apds a primeira aplicacdo de CTM,
no entanto, apds o trauma mecanico da cornea e consequente formacgdo de ulcera,
observamos que a secrecdo ocular aumentou, mantendo-se como no estagio inicial, sendo
valido destacar que até antes do trauma houve melhora importante do processo
inflamatério ocular em ambos os olhos do animal (Figura 3). Os animais CCS2 (Figura
4) e CCS4 apresentaram queda acentuada da secrecdo ocular, principalmente o animal
CCS4 (Figura 6). Ja o animal CCS3 (Figura 5), apesar da diminui¢io de secre¢ao ocular

no periodo da 1* aplicacdo celular, provavelmente, em decorréncia da exposi¢do a poeira
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oriunda da reforma da residéncia do proprietario, a secre¢ao ocular voltou a aumentar

consideravelmente, principalmente no periodo da 2* aplicacio

O Teste estatistico de Friedman usado para avaliacdo dos dados nao paramétricos
confirma o efeito significativo e a diminui¢c@o da secre¢dao ocular dos animais avaliados
quando comparamos a BL, quantidade de secre¢do antes da aplicacdo de CTM, com os

dias 7, 14 e 21 ap6s uso topico de células-tronco.

Grafico 2: Quantidade de secrecdo ocular, opacidade da cdérnea e vascularizacdo da
cornea, no decorrer do tratamento com células-tronco mesenquimais (Utilizando-se as
médias dos valores encontrados para cada animal avaliado).
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Figura 3: Animal CCS-1: (A, C, E e G) Olho direito e (B, D, F e H) Olho esquerdo, (A
e B) ambos antes da aplicacdo de células-tronco evidenciando vasos congestos,
hiperemia, ressecamento palpebral e processo inflamatdrio evidente. (C e D) ambos apds
1° aplicagdo de células-tronco mostrando processo inflamatorio diminuido. (E e F) ambos
ap6s 2° aplicacao de células-tronco, na qual em F (seta) observa-se tlcera de cornea
causada por trauma mecanico. (G e H) ambos apds 3° aplicacdo de células-tronco.
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Figura 4: Animal CCS-2: (A, C, E e G) Olho direito e (B, D, F e H) Olho esquerdo, (A
e B) ambos antes da aplicacdo de células-tronco evidenciando vasos congestos,
hiperemia, secrecao mucopurulenta e processo inflamatério evidente. (C e D) ambos apds
1° aplicagdo de células-tronco mostrando processo inflamatério diminuido. (E e F) ambos
apos 2° aplicacdo de células-tronco. (G e H) ambos apos 3° aplicacao de células-tronco.
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Figura 5: Animal CCS-3: (A, C, E e G) Olho direito e (B, D, F e H) Olho esquerdo, (A
e B) ambos antes da aplicacdo de células-tronco evidenciando hiperemia, secre¢dao
mucopurulenta e processo inflamatorio evidente. (C e D) ambos apds 1° aplicacdo de
células-tronco mostrando processo inflamatério diminuido. (E e F) ambos apds 2°
aplicacdo de células-tronco, com grande quantidade de secrecdao mucopurulenta apos
inicio das obras. (G e H) ambos apds 3° aplicacdo de células-tronco.



59

Figura 6: Animal CCS-4: (A, C, E e G) Olho direito e (B, D, F e H) Olho esquerdo, (A
e B) ambos antes da aplicacdo de células-tronco evidenciando vasos congestos,
hiperemia, secrecdo mucopurulenta, ressecamento palpebral e processo inflamatério
evidente. (C e D) ambos apds 1° aplicagdo de células-tronco mostrando processo
inflamatério diminuido. (E e F) ambos apds 2° aplicagdo de células-tronco. (G e H) ambos
apos 3° aplicacdo de células-tronco.
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Quanto a opacidade e vascularizacdo da cérnea (Gréafico 2) em decorréncia da
CCS, todos os pacientes apresentaram melhora significativa durante todo o periodo de
avaliacdo clinica, o que também foi confirmado pela anélise de variancia nao paramétrica
pelo teste de Friedman (p<0,05).

DISCUSSAO

A escolha da utilizacdo de tecido adiposo para obtencdo de células-tronco
mesenquimais se deu devido sua alta capacidade de proliferacdo e obtencao, além de ser
abundante, apresenta possibilidade de se diferenciar em células com funcdo secretora,
paracrina, acdo anti-inflamatéria e imunomoduladora, como atestado por Kapur e Katz,
(2013). Jad a escolha de células aut6logas e da via tOpica para aplica¢do, se deu objetivando
a praticidade e consequentemente a seguranga do receptor, o qual teria os riscos de
rejeicdo e de submissdo a anestésicos reduzidos, j4 que por esta via nao haveria
necessidade de sedar o animal para aplicacdo das células, além do que as células instiladas

seriam do proprio animal avaliado.

Para o transplante de células, foi padronizada a utilizacdo de 1x10° células em
média no repique 2 (#2), ja que de acordo com estudos anteriores, a mesma possibilita a
obtencdo de uma quantidade de células-tronco derivadas de tecido adiposo suficiente,
evitando subcultura adicional desnecessaria, além de taxas de decaimento, esta média
também diminui as instabilidades cromossdmicas refor¢cando o descrito por REDAELLI

et al, (2012) e BINATO et al, (2013).

No que concerne a producdo lacrimal apenas o olho que era portador de CCS
moderada apresentou melhora significativa, corroborando com descrito por Mottin et al,
(2015), o qual refere que pacientes com menor grau de severidade da doencga apresentam
respostas melhores ao tratamento com células-tronco. No entanto, 0 mesmo autor relata
que caes com idades mais avancadas e apresentando CCS grave, ndo respondem quanto
ao aumento da produg¢do lacrimal, o que destoa dos resultados encontrados no presente
trabalho, ja& que mesmo que de maneira sutil e oscilante quanto aos intervalos de
aplicacdoes de CTM, animais com idade mais avangada e com auséncia de producdao

lacrimal anterior, CCS grave, passaram a apresentar a referida producao.
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Ratificando o observado em nosso estudo, Ramos (2016) mostra os beneficios das
CTM aos caes com CCS, mesmo ndo havendo reversao do quadro cronico da doenga,
sugerindo a cronicidade como fator limitante dessa irreversibilidade, provavelmente
devido ao fato de ja haver formacao de tecido fibrético, o qual pode dificultar que existam
células e tecidos vidveis a recuperagdo, evidenciando a necessidade de estudos com a

utilizacdo de estagios mais moderados e leves da enfermidade.

Quanto a secrecdo ocular, a qual representa uma caracteristica importante
relacionada ao processo inflamatério da doenga, os animais que nao sofreram influéncia
de fatores externos apresentaram melhora significativa apds aplicagoes de CTM,
reforcando a acdo anti-inflamatéria e imunomoduladora destas células (BITTENCOURT,
et al. 2016; e RAMOS, 2016). Ja os animais que passaram por intercorréncias como
trauma mecanico e exposi¢do a poeira excessiva, apresentaram melhora apenas até o
momento das referidas perturbacdes ao curso normal do tratamento, o que sugere certa
fragilidade do tratamento com células, permitindo questionamentos quanto a frequéncia

de aplica¢des e aos intervalos de tempo em que elas acontecem.

Torna-se importante ressaltar ainda, que em cdes, muitos casos de CCS sao
idiopéticos e apresentam niveis elevados de células inflamatérias as quais continuam se
perpetuando e causando novas destrui¢cdes teciduais, mesmo em éreas onde o tecido ja
estivesse passado por processo de regeneracdo anterior (Willians, 2008), o que talvez
justificasse a nao durabilidade da resposta ao tratamento da doenca. Além disso, para que
a acdo inflamatéria ndo se perpetue € preciso que haja o controle da a¢ao inflamatéria
imunomediada (BEM-AMI et al., 2011; LI et al., 2013) e por mais que as células-tronco
mesenquimais tenham esse papel contra as células T ja conhecidos, os seus efeitos podem

ser anulados com o passar dos dias (Zappia et al., 2005).

Com relacdo a vascularizacdo e opacidade da cérnea, todos os animais do
experimento apresentaram melhora significativa, provavelmente devido fatores
angiogénicos e de cicatrizacdo que tornam a terapia celular bastante atraente para o
tratamento de diversas enfermidades inclusive a CCS (STEED et al, 2008; PAROLINI,
2010), revelando melhora significativa na qualidade da superficie ocular dos animais

avaliados (PEIXOTO, 2013).



62

O estudo mostra que o transplante aut6logo de células-tronco derivadas de tecido
adiposo € um procedimento seguro e bem tolerado pelos cdes, induzindo aumento no teste
de Schirmer, e ndo revelando a ocorréncia de nenhum tipo de enfermidade associada com
formacdo anormal de tecido, nem com incidéncia de tumor ou rejei¢ao tecidual, ndo
necessitando do uso de drogas imunossupressoras, assim como descrito por FONSECA,

(2011), PEIXOTO (2013) e BITTENCOURT, et al. (2016).

CONCLUSAO

Diante dos resultados observados podemos inferir que o transplante aut6logo de
células-tronco derivadas de tecido adiposo é um procedimento seguro e bem tolerado por
caninos. No entanto, o custo beneficio do tratamento da CCS no que concerne o uso topico
de células-tronco mesenquimais precisa ser melhor avaliado, ja que esse tratamento € bem
mais oneroso do que o convencional estabelecido e segundo o presente trabalho, também
€ limitado quando se trata de animais com CCS grave, pois a produ¢do lacrimal nesses
animais € sutil e nao afasta por completo os sintomas e incomodos causados pela doenga,
uma vez que ndo alcancam uma producdo lacrimal adequada para tal, se fazendo
necessario mais estudos utilizando estagios menores de cronicidade para avaliar reversao

completa do quadro e solu¢do para animais diagnosticados com CCS.
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Parametros de referéncias para hemograma em canino:

PARAMETROS

Hemacias (x 106 /ul)
Hemoglobina (g/dl)
Hematocrito (%)
VGM (fl)

CHGM (%)

Plaquetas /mm3
Leucdcitos
Linfocitos
Mondcitos
Eusinoéfilos
Basofilos
Segmentados

Fonte: JAIN, 2003

CANINO

5,5-85

12-18

37-55

60 77

32-36

175.000 — 500.000

6000 - 17000
1000 — 4800
150 — 1350
100 — 1250

0

3000 - 11500

Parametros de referéncias para bioquimico em canino:

EXAME
ALT(UI/L)

FA (UL/L)

UREIA (MG/dL)
Creatinina (MG/dL

Fonte: VIANA, 2003.

REFERENCIAS
ATE 50

ATE 70

até 40

até 1,5
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ANEXO 2

uT
E PRODUCAO ANIMAL

ra Universidade Federal Rural da Amazonia C@Q| »)
Instituto da Saude e Producao Animal

Ficha de Avaliacao Veterinaria

Dados do Animal

Nome: Raca: Sexo:
Idade: Telefone: Grupo:
Proprietario:

Exame Clinico

Anamnese:

TRe: TC: TPC:
Pele e pelos:

Uso de medicamentos: () Sim () Nao Quais:

Doencas preexistentes: () Sim () Nao Quais:

Observacoes:

Exame Oftalmoldgico

Teste da Fluoresceina: () Positivo OD / OE () Negativo OD / OE



Teste de Schirmer: OD ( ) OE: ( )

> Valores de referéncia:
- entre 10 e 15 mm/minuto = suspeitos
- inferiores a 10mm/minuto - portadores

- inferiores a 5 mm/minuto - CCS grave

Grau de Inflamacao e comprometimento ocular:

» Fotofobia: () Sim () Nao

> Blefaroespasmo: () Sim () Nao

» Teste de Ameaca: () Positivo () Negativo () Reduzido
» Quantidade de secregao:

» Coloracao da secrec¢ao:

» Pigmentacao da cérnea:

» Opacidade da cérnea:

» Vascularizacao da cérnea/esclera:
» Aspecto da glandula:

* Valores de referéncia: Escala de intensidade variando de + a ++++

Observacgoes:

Exames Laboratoriais de Triagem
Hemograma:
() Dentro dos padrées de normalidade correspondentes a espécie e idade

() Alteragbes Quais:
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Uréia:
Creatinina:
ALT:

FA:

Médico(a) Veterinario(a) Responsavel:
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