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RESUMO

RAMOS, S. D. Células-tronco de membrana amnidtica de cdo como te rapia
alternativa para o tratamento de ceratoconjuntivite seca em céaes . [Cell Therapy
using amniotic membrane stem cell to treat keratoconjunvititis sicca in Dogs]. 2016.
53 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2016.

A Ceratoconjuntivite Seca (KCS — Keratoconjunctivitis Sicca) € uma desordem
imunomediada e resulta de alteracdes do componente aquoso do filme lacrimal e da
deficiéncia dos componentes lipidicos e mucoso.Seu diagnostico é baseado no
Teste Lacrimal de Schirmer (TLS) e no Teste de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL) e
tem como sinais clinicos: secre¢cdo mucopurulenta, hiperemia conjuntival,
blefaroespasmos, fotofobia, incdbmodo, dor, vascularizacdo, opacidade corneana e
pigmentacdo, além de cegueira em casos avancados. O tratamento convencional
consiste em aplicacdes diarias de Ciclosporina 0,2% ou Tacrolimus 0,03% (pomada
ou colirio oftdlmicos), que apesar de controlar a doenca, sdo custosos, ndo curativos
e exigem alto comprometimento da interacdo paciente-proprietario. A terapia celular
usando células-tronco (CT) traz uma nova esperanca para doencas sem tratamento
efetivo. Neste trabalho utilizamos CT mesenquimais (CTM) obtidas a partir de
membrana amniética (CTMA) de caes obtidas a partir do descarte destes tecidos em
campanhas de castracfes em diferentes tempos gestacionais, sem formagao
tumoral quando submetidas ao teste tumorigénico durante 60 dias. Dois animais
com KCS cronica foram tratados com duas injecdes de CTMA com intervalo de 30
dias, sendo a primeira de 0,5x10° células e a segunda de 1x10° células em cada
glandula. Na segunda semana apds a terapia foi observado aumento da TLS
sugerindo um benéficio da terapia que foi diminuindo com o passar das semanas. O
TRFL oscilou durante os testes e ndo apresentou diferencas significativas. A terapia
celular utilizando CTMA de cées melhorou a condigdo ocular nos dois casos em
momentos e parametros variados, com repercussao na melhoria da superficie, mas
nao houve regressdo do quadro clinico. Investigacfes futuras em estagios menos
avancados da doenca podem ajudar a elucidar os mecanismos pelos quais esse

efeito foi obtido.

Palavras-chave: KCS. Ceratoconjuntivite seca. Caes. Células-tronco. Membrana

amniobtica.



ABSTRACT

RAMOS, S. D. Cell therapy usng aminiotic membrane stem cell to t reat
keratoconjuntivitis sicca in dogs . [Células-tronco de membrana amniética de cao
como terapia alternativa para o tratamento de ceratoconjuntivite seca em céaes.].
2016. 53 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2016.

Keratoconjunctivitis Sicca (KCS) is an immune-mediated disorder and results from
changes in the aqueous component of the tear film and also from the impairment of
lipid and mucous components. Diagnosis is based on Lacrimal Schirmer Test (LST)
and Tear Film Break Test (TFBT) and its clinical signs: purulent discharge,
conjunctival hyperemia, blefaroespasmos, photophobia, discomfort, pain,
vascularization, corneal opacity and pigmentation, addition of blindness in advanced
cases. The standard treatment consists of daily applications of 0.2% cyclosporin or
tacrolimus 0.03% (ophthalmic ointment or drops), that in spite of controlling the
disease are expensive, require the patient does not curative and and require greater
involvement of the patient-owner interaction. Cell therapy using stem cells (SC)
brings new hope for diseases without effective treatment. In this work we used CT
mesenchymal cells (MSCs) obtained from dog’s amniotic membrane (AMSC) in the
capanhas of castration at different times gestacionai without tumor formation
tumorigenic when subjected to the test during 60 days. Two animals with chronic
KCS were treated with two injections of CTMA with 30-day intervals, the first of which
0,5x106 cells and the second of 1x106 cells in each gland. In the second week after
therapy was an increase in LST that has been decreasing over the weeks. The BTTF
fluctuated during testing and no significant differences. Cell therapy using AMSC
dogs improved the eye condition in both cases at times and different parameters,
with consequent improvement in ocular surface but there was no regression of the
clinical picture. Future research in less advanced stages of the disease may help to
elucidate the mechanisms by which this effect was obtained.

Keywords: KCS. Keratoconjunctivitis sicca. Dogs. Stem cells. Amniotic membrane.
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1 INTRODUGCAO

A Ceratoconjuntivite seca (KCS - Keratoconjunctivitis Sicca) € uma doenca
frequente e importante em caes caracterizada por inflamacéo cronica das glandulas
lacrimais e definida habitualmente como uma diminuicdo na producdo de lagrima
(GELATT, 2003; SLATTER, 2005; HERRERA, 2008). Esta condicao resulta geralmente
de alteracdes quantitativas do componente aquoso do filme lacrimal, podendo ainda
decorrer de deficiéncia dos componentes lipidicos e mucoso (LAUS, 2007). Na maioria
das vezes, as causas podem nao ser estabelecidas assumindo entdo, um carater
imunomediado (KASWAN et al., 1984; LAUS, 2007; FONSECA, 2011; GELLAT, 2013).

Ha uma predisposicéo racial da KCS para Cocker, Bulldog inglés, West Highland,
Pug, Yorkshire Terrier, Lhasa Apso, Schnauzer miniatura e ShihTzu, onde animais com
mais de 6 anos de idade sdo os mais acometidos (GELATT, 2003; HERRERA, 2008;
PEIXOTO, 2013).

Os sinais clinicos da KCS incluem: hiperemia conjuntival, blefaroespasmos,
fotofobia, dor, opacidade da cérnea acompanhada ou nao de Ulceras, perda do brilho
da superficie da cOrnea, secrecdo mucopurulenta, vascularizacdo e pigmentacao
variando com o grau de severidade (SANSOM et al., 1995; LAUS, 2007; GELATT,
2003; SLATTER, 2005).

O diagndstico da KCS é baseado principalmente no TLS (Teste Lacrimal de
Schirmer), mas outro teste como o TRFL podem complementar o diagnaéstico.

Os sinais clinicos estdo mais evidentes em animais com TLS abaixo de
10mm/minuto (WILLIAMS, 2008).

A terapia atual para controle da doenca, pois ainda ndo ha um tratamento
curativo, consiste na utilizagdo de imunomoduladores sendo os mais utilizados, a
Ciclosporina A (CsA) (GELATT, 2003) e o Tacrolimus (WILLIAMS, 2008; GELATT,
2013). Alguns medicamentos como anti-inflamatorios, lacrimomiméticos, mucoliticos e
antibidticos também séo utilizados como associa¢des ou para reversdo dos quadros
secundarios ao ressecamento da superficie ocular (STADES, 1999; GELATT, 2003;
SLATTER, 2005; PIGATTO et al., 2008; GELATT, 2013).
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Ainda, em casos onde a terapia medicamentosa ndo tem efeito, a alternativa
pode ser cirdrgica como a realizagdo da transposicdo do ducto parotideo (STADES,
1999; GELATT, 2003; SLATTER, 2005; GELATT, 2013), tarsorrafia parcial permanente
ou bloqueio da puncta lacrimal (HERRERA, 2008; GELATT, 2013). Outras
especulacoes terapéuticas incluem: éleo de linhaga por via oral (PINHEIRO et al., 2007)
acupuntura, uso de interferon-alfa (CARTER e COLITZ, 2002; GELLAT, 2013), além de
transplantes autélogos da mucosa oral ou de glandula salivar submandibular (ROCHA,
2012; WOUK, 2013). A injecao de células-tronco também j& foi considerada com sendo
uma alternativa terapéutica para esta doenca principalmente quando o tratamento
paliativo nao é efetivo (FONSECA, 2011; PEIXOTO, 2013).

A terapia celular utilizando células-tronco vem trazendo uma nova esperanca de
tratamento e a obtencéo de células-tronco a partir de anexos embrionarios, como a
membrana amniotica utilizada neste trabalho s&o tecidos comumente descartados no
momento do nascimento ou em campanhas de castracdo. As CTMA possuem
caracteristicas de células-tronco mesenquimais e grande potencial regenerativo e vem
sendo aplicadas para a regeneracao de tecidos (PAROLINI et al., 2008; PAROLINI et
al., 2011).

Antes mesmo da utilizacdo das CTMA, a membrana amniotica livre de células ja
demonstrava importancia na medicina regenerativa nas areas de dermatologia e
oftalmologia (SILINI et al., 2013). Diversos usos terapéuticos tém sido atribuidos a
membrana amniotica e aos seus diferentes tipos celulares, entretanto, muito pouco se
sabe sobre a capacidade plastica e o uso de células-tronco de membrana amniética de
animais, ja que a literatura a este respeito, ndo é tdo ampla quanto a de humanos.
Neste trabalhamos demonstramos que a utilizacdo das CTMA no tratamento da KCS
foi benéfica, mas nao reverteu o quadro clinico inicial da doenca e estudos utilizando
animais em diferentes estagios da doenca devem ser realizados com o objetivo de

melhor entendimento desse potencial.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO SISTEMA LACRIMAL DO CAO

O sistema lacrimal, conforme figura 1, consiste basicamente em glandulas
lacrimal e da terceira palpebra, glandulas lacrimais e acessorias, filme lacrimal pré-
corneal, filamentos mucosos, pontos e canaliculos lacrimais e ducto nasolacrimal como
demonstrado na Figura 1 (DYCE; WENSING; SACK, 1996; SLATTER, 2005).

Figura 1 - Anatomia do sistema lacrimal do céo

Fonte: A) Adaptado de DYCE, WENSING E SACK (1996); B) Adaptado de GELATT (2003).

Legenda: A) 1. Canaliculo superior; 2. Cartncula lacrimal; 3. Ducto nasolacrimal; 4. Glandula da terceira
palpebra; 5. Ponto lacrimal; 6. Terceira palpebra; 7. Posi¢do do férnix conjuntival; 8. Pupila; 9.
Glandula lacrimal. B) A. Glandulas tarsais na placa tarsal; B. Células caliciformes conjuntivais;

C. Glandula lacrimal orbitaria; D. Glandula da terceira palpebra.

A glandula lacrimal (Figura 1) é achatada e tubuloalveolar e se encontra entre o
bulbo ocular e a parede dorsolateral da orbita (DYCE; WENSING; SACK, 1996). No céo
se situa abaixo do ligamento orbital e do processo supraorbital do osso frontal e esta
relacionada com a superficie medial do 0sso zigomatico (SLATTER, 2005).

As glandulas lacrimais da Orbita e da terceira palpebra sdo tubuloacinares e

histopatologicamente similares. No céo, trés a cinco ductos da glandula lacrimal
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orbitaria se abrem no foérnix conjuntival dorsolateral, enquanto a glandula da terceira
palpebra libera as lagrimas aquosas na superficie corneana através de multiplos ductos
entre os foliculos linfoides na terceira palpebra postero-central (GELATT, 2003).

As glandulas lacrimais acessoria estdo proximas as margens palpebrais e
contribuem para o filme lacrimal pré-corneano compreendem em glandulas tarsais
(originalmente de Meibonio), no cdo séo de 20 a 40 aberturas na margem palpebral.

As glandulas de Moll séo glandulas sudoriparas modificadas que se abrem na
margem palpebral préximo a margem dos cilios e as glandulas de Zeis sdo glandulas
sebaceas rudimentares e modificadas, que se abrem no interior dos foliculos que
produzem os cilios (SLATTER, 2005). Até o momento, o significado funcional das
glandulas de Moll e Zeis ndo estdo bem descritos em animais.

Os pontos lacrimais sdo aberturas minusculas de formato oval localizados na
conjuntiva palpebral, nas bordas das pélpebras superior e inferior, 2 a 5mm do canto
medial, proximos a caruncula, onde as glandulas tarsais terminam. Cada ponto leva a
um canaliculo curto e estreito,4 a 7mm de comprimento e 0,5 a 1,0mm diametro,
através do qual o liquido segue até o ducto nasolacrimal, este mais longo. O inicio do
ducto nasolacrimal é levemente dilatado, formando o saco lacrimal, que ocupa uma
fossa afunilada junto a margem 6Ossea da 6rbita (DYCE; WENSING; SACK, 1996;
GELATT, 2003; SLATTER, 2005).

O ducto nasolacrimal estende-se rostralmente, primeiro na parede da maxila, em
seguida sobre sua superficie interna, onde é revestido por mucosa nasal. Em algumas
espécies termina na narina e em outras, mais profundamente na cavidade nasal
(DYCE, 1996).

Os pontos nasais séo usualmente localizados no meato nasal ventrolateral, o
gqual se abre aproximadamente 1,0cm para dentro das narinas externas. Em
aproximadamente 50% dos cées, o ducto nasolacrimal tem uma segunda abertura na
mucosa oral do palato duro central, atras dos incisivos, no nivel doa dentes caninos. O
ducto nasolacrimal tem por volta de 1mm de didmetro mas essa medida varia
consideravelmente entre os caes braquicefalicos, mesocefalicos e dolicocefalicos
(GELLAT, 2013).

Movimentos de piscar distribuem o liquido lacrimal sobre a parte exposta do olho,
superficie ocular, que é entdo, mantida Umida; as lagrimas removem substancias
estranhas e nutrem a cornea. O liquido sempre repelido pela secrecao gordurosa das

glandulas tarsais ao longo da borda das palpebras, acumulam-se normalmente no
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angulo medial do olho, na chamada fossa lacrimal, uma depresséo rasa que circunda
a caruncula lacrimal, antes de ser removido por acéo capilar para o sistema de ductos,
através dos pontos lacrimais (DYCE; WENSING; SACK, 1996).

O sistema de ducto nasolacrimal tem como objetivo drenar as lagrimas da
superficie ocular para as passagens nasais, onde 60% ¢é drenado através dos pontos e
canaliculos inferiores (GELATT, 2003).

O liquido lacrimal escorre pela face apenas quando produzido em quantidades
excessivas (lacrimejamento) ou quando a drenagem normal encontra-se prejudicada,
por exemplo, uma obstrucdo (DYCE; WENSING; SACK, 1996; SLATTER, 2005).

2.1.1 Filme Lacrimal Pré-corneal (FLP)

A pelicula lacrimal que banha o olho recobrindo a cérnea e a conjuntiva €
denominada filme lacrimal pré-corneal ou pré-ocular e € constituida por trés camadas,
gue diferem entre si em sua composicéo e tem cerca de 7um de espessura (SLATTER,
2005). E um fluido trilaminar complexo constituido de componentes lipidico, aquoso e
mucoso, como pode ser observado na Figura 2.

A camada superficial externa ou lipidica superficial tem cerca de 1um e é
composta de materiais oleosos e fosfolipideos provenientes das glandulas tarsais
(meibonianas) e de Zeis. Ela fornece uma cobertura oleosa para a camada lacrimal
aquosa retardando e/ou limitando a evaporacdo e promovendo a distribuicdo estavel
das lagrimas sobre a cOrnea e liga o FLP a cOrnea nas margens palpebrais prevenindo
0 extravasamento por sua tensao superficial alta (SLATTER, 2005; GELATT, 2013).

A camada média ou aquosa possui cerca de 7um (GELATT, 2003) e é o
componente de maior quantidade na lagrima, derivada das glandulas lacrimal e da
terceira palpebra e constituida de agua (predominantemente), eletrolitos, glicose, uréia,
polimeros de superficie ativos, glicoproteinas e proteinas lacrimais, incluindo
lactoferrinas e algumas proteinas séricas. Proteinas lacrimais primarias incluem
globulinas (IgA), albumina e lisozima. As fungdes desta camada s3o: remover material
estranho e bactérias do saco conjuntival; lubrificar a passagem das pélpebras e da

terceira pélpebra sobre a cérnea; fornecer meio para a transferéncia de oxigénio
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atmosférico, atrair células inflamatorias (por influéncias quiomiotéticas durante a
inflamacéo), produzir anticorpos (Imunoglobulina A, IgA) para a cérnea e remover 0s
metabolitos provenientes desta camada; além de fornecer uma superficie lisa a cérnea
para 6tima eficiéncia Optica; agir como fonte de substancias antibacterianas, tais como
imunoglobulinas, lactoferrinas e lisozimas (SLATTER, 2005).

A camada lacrimal mais profunda ou camada mucodide interna tem a espessura
de 1 a 2um e é constituida de mucina, que é uma glicoproteina hidratada produzida
pelas células caliciformes conjuntivais, que no céo, tem sua maior densidade no fornix
conjuntival (GELATT, 2003; SLATTER, 2005) e realiza uma funcéo de eficiéncia optica,
pois preenche qualquer irregularidade da superficie corneana (SLATTER, 2005). As
mucoprotéinas apresionam bactérias e particulas estranhas e ainda, a mucina ancora
imunoglobulinas e lisozima além de auxiliar na lubrificacdo e na hidratacdo da
conjuntiva e da cornea.

E sabido que essas camadas estratificam-se sobre a superficie corneana e
desempenha importantes fungcdes como a lubrificacdo, protecéo e nutricdo (lembrando
gue a cornea é uma estrutura avascular); portanto, a diminuicdo do FLP implica em
desnutricdo corneal significativa, assim como representa barreira imunolédgica devido
as suas imunoglobulinas e enzimas. A lagrima, ou seja, o FLP também mantem a
cérnea umida e limpa (HERRERA, 2008; STADES, 1999).

A falha na producdo normal de qualquer um dos componentes do FLP leva a
anormalidades que sédo classificadas basicamente como quantitativas quando ha
insuficiéncia no componente aquoso ou qualitativas quando ha disfuncbes nos
componentes lipidicos ou mucoide.

Os efeitos de anormalidades na quantidade ou qualidade do FLP comprometem
sua funcado, levando a diversos eventos como: hipertonicidade do filme lacrimal
remanescente; desidratacdo dos epitélios conjuntival e corneano; hipoxia do epitélio
corneano e do estroma subepitelial; auséncia de lubrificacdo e irrigacdo por atrito das
palpebras e terceira palpebra; aumento do nimero de microorganismos € muco na
superficie ocular e nas palpebras; inflamacéo secundaria da conjuntiva e cérnea com
vascularizacdo estromal e posterior pigmentacdo; formacdo de Ulceras corneanas
(SLATTER, 2005).
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Figura 2 - Esquema ilustrativo do Filme Lacrimal Pré-corneal.

Fonte: Ramos, S. D. (2015)

2.2 CERATOCONJUNTIVITE SECA - KCS

A ceratoconjuntivite seca (CCS ou KCS) pode ser encontrada na literatura por
diversas nomenclaturas como: doenca ou sindrome do olho seco, xeroftalmia,
sindrome da disfuncéo lacrimal e deficiéncia do filme lacrimal. Ela é descrita como uma
doenca ocular comum e importante nos cédes e se caracteriza por inflamacéo crénica
das glandulas lacrimais, cornea e conjuntiva, que decorre de alteragbes do FLP
(GELATT, 2003; SLATTER, 2005; HERERRA, 2008; GELATT, 2013).

A KCS pode ser definida como a secura ou ressecamento de pequenas ou de
grandes areas da coOrnea e/ou da conjuntiva e por isso, hdo é uma ceratite primaria,
apesar de suas principais manifestacdes serem produzidas diretamente sobre a cornea
(STADES, 1999; HERERRA,2008). Apesar da KCS ser associada a uma simples
deficiéncia do componente aquoso da lagrima é sabido que, frequentemente, a doenca
resulta de uma disfungdo na dindmica entre secrecdo, retencdo, distribuicdo e
drenagem da lagrima (LAUS, 2007).

A incidéncia da KCS encontra-se entre 1 e 3,3% (KASWAN, 1990; PIGATTO et al.,

2007), porem Williams (2008) refere uma prevaléncia de 35% entre 460 cées
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acometidos. Animais com mais de 7 anos sdo mais propensos a doenga, assim como
determinadas racas séo predispostas, dentre elas: Buldogue inglés, West Highland,
Pugs, Cockers, Yorkshire Terriers, Pequines, Schunauzer, Lhasa Apso, ShihTzu,
Samoieda, Cavalier King Charles spaniel e Poodle (KAWAN, 1990; SANSOM et al.,
1995; GELLAT, 2003; SLATTER, 2005; LAUS, 2007; SLATTER, 2005).

Auséncia ou reducdo do FLP podem resultar de um uUnico problema ou da
combinacao de condicfes. as causas conhecidas de KCS no céo séo variadas e apesar
de seu desenvolvimento relacionar-se com varios processos, a sua etiologia pode ainda
assim nédo ser estabelecida, assumindo um carater imunomediado (STADES, 1999;
LAUS, 2007). Esse fato ainda pode ser fundamentado nas respostas clinicas
apresentadas ap0s tratamento com imunomoduladores (SANSOM, 1995; WILLIAMS,
1999) e em estudos histoldégicos (MOORE, 2001; FONSECA, 2011; PEIXOTO, 2013).

As causas conhecidas sdo: congénita, possivelmente hereditaria (racial) como
por exemplo: a hipoplasia acinar; trauméticas: devido a glandulas ou areas proximas
ou de suas inervacOes; latrogénicas como por exemplo a retirada da glandula da
terceira palpebra protruida e radioterapia local para neoplasias da cabeca; deficiéncias
nutricionais como hipovitaminose A, intoxicacbes como por exemplo porastragalo,
beladona, botulismo; medicagcdes como a fenazopiridina, os derivados de sulfa e a
atropina; glandula da terceira palpebra protuida ndo corrigida; doencas metabdlicas
como: hipotireoidismo, diabetes mellitus e hiperadrenocortisismo; dacrioadenopatia ou
dacrioadenite imunomediada; virus da cinomose canina; blefaroconjuntivite crénica;
inflamacéo e infeccdo do aparato lacrimal; neoplasias locais ou adjacentes; doencas
autoimunes e degenerativas como a Sindrome de Sjogren, sindrome da disautonomia,
adenite plasmocitaria e linfocitica e poliartrites (STADES, 1999; GELATT, 2003;
SLATTER, 2005; LAUS, 2007; HERRERA, 2008).

A sindrome de Sjogren esta frequentemente associada com exocrinopatias
autoimunes poliglandulares como hepatite crénica, desordens intestinais, seborréia
entre outras. Esses pacientes podem apresentar também poliartrites, alergia e
hipotireoidismo. Em muitos cdes com KCS, o ressecamento ocular esta associado com
seborreia ou atopia, e inclusive alguns casos foram positivos ao fator reumatoide.
Dados estes achados, a maioria dos casos de KCS canina € considerada como sendo

autoimune e esta alteracdo deve ser considerada uma sindrome (HERRERA, 2008).
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2.2.1 Patogénese e fisiopatologia

Todas as formas de olhos secos séo caracterizadas por uma variacao de grau
de inflamagé&o da glandula lacrimal. De fato, a inflamacgéo é chave para o mecanismo
de dano celular corneano e da conjuntiva, que € responsavel por muitos sintomas e
sinais da doenca. Aspectos imunolégicos da glandula lacrimal, como a perda da
homeostase imunoldgica local pode levar ao KCS.

A glandula lacrimal normalmente possui uma pequena populacdo de células
imunoregulatorias, linfocitos T (com uma proporcdo de 2:1 de células
CD8+(supressores) /CD4+ (helper)) e uma matriz limitada de células dendriticas,
macrofagos e células B. A regulacdo funcional da glandula lacrimal € dependente do
balanco entre as céluas T-supressoras e T-helper. Em cades saudaveis, as células
supressoras (CD8+) estdo em maior quantidade jA em caes com KCS foi observado um
maior numero de células T helper. Gao et al., 2008 relata que os linfocitos T-helper
(CD4+) agora em maior quantidade passam a atacar as células da glandula lacrimal
orbitaria e da terceira palpebra desencadeando um processo inflamatoério que leva a
diminuicdo da producéo lacrimal (GAO et al., 2008). Ainda, a ativacdo das células
imunes na infiltracdo inflamatoéria libera citocinas proé-inflamatérias, como as
interleucinas dos tipos IL-1 e IL-6 por exemplo, o que leva a destruicdo da arquitetura
secretora da glandula e disfun¢éo dos tecidos que continuam vivos, assim contribuindo
para uma diminui¢do significante na produgao do fluido, induzindo os sintomas e sinais
da KCS (BARABINO; DANA, 2007; STEVENSON; DANA, 2012), conforme Figua 3.

A apoptose € um processo fisiologico normal na glandula lacrimal e corpos
apoptéticos sdo processados por macrofagos e células dendriticas presentes da célula
T CD4+. Esse processo é controlado por andrégenos e estrégenos, o que mantém
baixo o nivel de apoptose. Estudos em animais mostraram que a diminuicdo nos
horménios sexuais induzido por ovariosalpingoesterectomia podem desencadear
apoptose da glandula lacrimal, assim como infiltracéo linfocitica, enquanto o tratamento
com androgenos e estrogenos parecem desempenhar um papel de manutencdo de
estrutura e fungéo da glandula lacrimal (BARABINO; DANA, 2007).
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Figura 3 - Esquema simplificado do processo inflamatério na KCS.

ATIVAGAO E TRANSLOCAGAO ATIVACAO DE CELULAS Te
NUCLEAR DE FATORES DE INFILTRACAO DE
TRANSCRICAO LINFOCITOS
CITOPLASMATICAS
REDUCAO NA PRODUCAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS
SECRECAO LACRIMAL INFLAMATORIAS

RESISTENCIA DAS CELULAS T AO PROCESSO DE APOPTOSE

Fonte: Ramos, S. D. (2015) adaptado de Stevenson; Chauhan; Dana, 2012.

Cées portadores de KCS apresentam infiltrado mononuclear com variavel grau
de fibrose glandular, além de grandes areas de acinos nao funcionais nas glandulas,
lacrimal orbitaria e da terceira palpebra (PEIXOTO et al., 2013).

A Xxerose ou seja, 0 ressecamento causa uma conjuntivite purulenta, com
infiltracdo difusa de tecidos subconjuntivais por neutréfilos e linfocitos. Inicialmente é
superficial e, logo seguida por ceratite profunda onde ha vascularizacao e infiltracdo
mista de células inflamatérias do estroma corneano. Como também pode ocorrer
formacdo de Ulceras corneanas e até exposicdo da membrana de Descemet
(SLATTER, 2005).

A auséncia ou a reducdo das secrecdes lacrimais acarretam em diversos
prejuizos na superficie ocular, quando a reducéo se da pela por¢cado aquosa descreve-
se que a deficiéncia é quantitativa, enquanto altera¢des nas por¢des lipidica ou mucosa
sdo descritas como deficiéncia qualitativa (GELATT, 2003; 2013; LAUS, 2007;
HERERRA, 2008).

A maioria dos casos sao considerados idiopaticos e ligados a diminuicdo da
por¢cdo aquosa da lagrima associada a doenca imunomediada (STADES, 1999;
PIGATTO et al., 2007).
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2.2.2 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da KCS irdo variar pelo tempo inicial da doenca e da extensao
ou grau do ressecamento ocular. Em ordem cronolégica, os sinais clinicos da KCS séo:
opacidade corneana; hiperemia conjuntival; muco espesso, filamentoso e que se adere
a conjuntiva e as cornea em fios filamentares; epifora, edema e injecdo de vasos
episclerais em alguns casos; eritema; narina epsilateral seca; exsudato dessecados ao
redor das margens palpebrais; incomodo e dor também sé&o relatados (STADES, 1999;
GELATT, 2003; SLATTER, 2005; LAUS, 2007; GELATT, 2013).

Na fase inicial € possivel notar olhos vermelhos com muco intermitente ou
secrecdo mucopurulenta que com o passar do tempo a cornea perde o brilho se
tornando opaca, a conjuntiva fica extremamente hiperémica e hd uma grande
persisténcia da secrecao mucopurulenta. Se nao tratada de forma correta neste periodo
ela evolui para uma ceratite progressiva caracterizada por extensa vascularizacdo e
pigmentacdo corneal que se agrava ainda mais podendo ou ndo ocorrer ulceracdes
(GELATT, 2013).

Com a progresséo da doenca, o nivel de desconforto se intensifica resultando
em blefaroespasmos persistente. Na KCS crbnica, o epitélio corneano é hiperplasico,
gueratinizado com depdsitos de melanina em todo epitélio e estroma anterior, epitélio
basal ondulado e estroma anterior cheio de vascularizacdo (GELATT, 2003; 2013). O
dano persistente na superficie ocular acaba levando a cegueira (HERRERA; LAUS,
2007).

A ceratite pigmentar € uma manifestacdo comum na KCS e blefarites, assim
como dermatites perioculares podem ocorrer com frequéncia (GELATT, 2003) podendo

ainda em casos graves haver perfuracdes corneanas e endoftalmite (SLATTER, 2005).
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2.2.3 Diagnéstico

O diagnostico da KCS é realizado com base nos sinais clinicos e nos resultados
do TLS (Teste Lacrimal de Schirmer) e pode ser feito de duas maneira sem ou com o
uso de anestesia topica, chamado respectivamente de TLS | e TLS Il. O TLS | mede a
habilidade do olho de produzir lagrimas reflexas além das secrecdes basais e € o mais
comumente utilizado, enquanto o TLS Il estima somente a secrecao lacrimal basal.
Tanto os valores do TLS | quanto os do TLS Il sé&o significativamente diferentes nos
cées normais (GELATT 2003 ; 2013).

O TLS é realizado a partir do posicionamento de uma fita de papel filtro
padronizada e milimetrada no férnix conjuntival durante um minuto a fim de mensurar
a umidade em milimetros por minuto. A producéo lacrimal normal em cées varia entre
15-25mm/min. Pacientes com valores entre 11-15mm/min s&o considerados suspeitos,
inicial ou subclinica (associadas aos sinais clinicos); valores de 6-10mm/min séo
considerados portadores de grau leve a moderado ja os que possuem valores inferiores
a 5mm/min, séo considerados graves (GELATT, 2003 ; 2013; LAUS, 2007).

Geralmente a producédo de lagrimas pelas glandulas lacrimais é inadequada, ou
seja, a quantiade da fracdo aquosa do FLP é reduzido, os valores do TLS sédo
normalmente baixos. Se o valor for normal ou abaixo do normal e ainda assim houver
sinais clinicos consistentes, 0 uso dos corantes vitais (rosa bengala, lissamina verde e
flurosceina) e o auxilio de biomicroscopia com lampada de fenda, podem ser de grande
valia diagnéstica adicional (STADES, 1999).

O corante de Rosa bengala e o de Lissamina verde coram células conjuntivais
desvitalizadas por xerose (SLATTER, 2005). Outros testes diagndsticos muito
utilizados para o diagnostico da KCS sao o Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL)
ou BUT (Break up time) e o fio com Vermelho Fenol (HERRERA, 2008).

O TRFL é o tempo que o FLP apresenta pontos de ressecamento logo apos a
instilagdo de uma gota de flurosceina (as palpebras precisam ser mantidas abertas) e
o tempo médio normal varia entre 15 a 20 segundos (HERRERA, 2008; GELATT,
2013).

O teste com o Vermelho Fenol consiste na aplicacdo deste fio embebido com
vermelho fenol, o qual é um indicador de pH, o fio deve ser colocado no fornix

conjuntival inferior e permanecer durante 20 segundos, observando a quantidade de fio
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gue muda da coloracao vermelha para a amarela, o que decorre da alcalinidade lacrimal
e o valor normal é ao redor de 35mm (HERRERA, 2008).

Casos problematicos de KCS podem ocorrer, 0s quais 0 volume aquoso parece
adequado e outras causas reconhecidas tenham sido excluidas como irritacéo,
infeccdo, piscar ndo efetivo. Nesses casos, deficiéncias qualitativas da lagrima por
anormalidade no componente lipidicos e/ou mucosos devem ser causas primarias ou
contribuintes da afeccédo (GELATT, 2003).

Caes com disturbios da camada lipidica do FLP (produto das glandulas tarsais
ou meibonianas) e da camada de mucina (produto das células -caliciformes
conjuntivais), podem mostrar sinais classicos de KCS e no entanto, apresentar o TLS
dentro da variacdo de normalidade (GELATT, 2013).

A perda resultante da cobertura oleosa normal permite a dispersdo prematura
da camada aquosa (evaporacao). Além disso, a producéo insuficiente de mucina pré-
ocular também resulta na perda da estabilidade do FLP, com subsequente
ressecamento corneano (GELATT 2003, 2013).

Caes com seborréia generalizada também podem produzir quantidades
insuficientes de lipideos pelas glandulas meibonianas. Ao afetar as juncdes
mucocutaneas, as doencas autoimunes como lUpus eritematoso e bolhoso pénfigbide
pode afetar as margens palpebrais e as secre¢cdes meiboianas (GELATT, 2013).

Todos os pacientes com a doenca devem ter o perfil hematolégico completo e
bioquimico sérico realizados para avaliar efeitos sistémicos de doencgas concomitantes
autoimunes  relacionadas, tais como diabetes melito, hipotireoidismo,
hipoadrenocortisismo, poliartrite e polimiosite, artrite reumatoide e distarbios cutaneos
imunomediados (SLATTER, 2005).
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2.2.4 Tratamento

A terapia medicamentosa € o meio primario de se tratar a KCS e deve ser
ajustada para cada paciente (GELLAT, 2003; 2013). Utilizar lacrimomiméticos, anti-
inflamatorios, antibiéticos e mucoliticos € sugestdo da maioria dos autores consultados
para tratar quadros secundarios ao ressecamento da superficie ocular.

O objetivo do tratamento medicamentoso na KCS é particular para o tipo utilizado
como: estimular a secregao normal (ciclosporina, pilocarpina, tacrolimus; substituir o
FLP com lubrificantes (mucinas sintéticas, lagrimas artificiais contendo
polivinilpirrolidona, alcool polivinilico, metilcelulose, acido poliacrilico, &cido hialurénico
e condroitina); controle da infeccdo e inflamagdo secundéaria (antibidticos e
antinflamatérios topicos); remocdo do excesso de muco (acetilcisteina); inibir a
colagenase nas lesdes ulcerativas (acetilcisteina, EDTA dissédico, soro sanguineo
autélogo ou heterdlogo) e impedir os mecanismos autoimunes (ciclosporina, tacrolimus,
pimecrolimus) (SLATTER, 2005; HERRERA, 2008).

Por causa da invervagcdo parassimpatica das glandulas lacrimais, drogas
colinérgicas como por exemplo, a pilocarpina ainda séo utilizadas para estimular a
secrecdo lacrimal. Além da administracdo tépica de 2%, a administracdo oral da
solucédo oftalmica a 1 ou 2% pode ser usada na comida, onde as doses sdo aumentadas
até que sinais de reacdo sistémica (salivacdo, vomitos, diarreia, taquicardia) se
desenvolvam (GELATT, 2003, 2013). Entretanto, Sllater (2005) sugere que a
medicacao topica € mais efetiva e ndo apresenta os efeitos adversos sistémicos da
pilocarpina oral. Ja GELATT (2013) declara que estudos recentes em cdes normais
indicaram que a pilocarpina administrada topicamente ndo € significativa para a
producdo lacrimal, e que, por isso, ha duvidas na eficacia da terapia com essa
medicacdo. Além disso, a pilocarpina topica pode causar blefaroespasmos, hiperemia
conjuntival e miose. E em alguns casos, os efeitos irritativos sao suficientes para que o
tratamento seja interrompido.

Os lacrimomiméticos ou substitutos da lagrima contém ingredientes para repor
um ou mais componentes da lagrima e estdo comercialmente disponiveis hoje em
varias especificacdes com diversos intuitos (GELATT, 2013).

Lubrificantes viscosos aumentam a capacidade de umedecer a superficie ocular

e estende o tempo de contato do FLP com a cérnea. Polimeros lineares como o dextran
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e o polivinilpirrolidona tem propriedades mucinomiméticas também. Substancias
viscoelasticas com essas propriedades incluem o hialuronato de sodio, sulfato de
condroitina e metilcelulose a 1 ou 2% (GELATT, 2003).

Em relacdo aos agentes lacrimomiméticos, estes podem ser associados com o
uso de imunomoduladores, como a Ciclosporina A. Alguns estudos realizados em caes,
nos quais foi avaliado a utilizacdo do &cido hialurénico, demonstraram que sua
utilizacdo produz uma boa estabilizacdo do FLP, embora sem aumentar sua
guantidade. No entanto, podem ser de grande utilidade em casos onde ja néo existe
glandula que possa responder aos estimulantes lacrimais ou nos casos de alacrimia
congénita (HERRERA, 2008).

Atualmente, como ainda ndo ha um tratamento curativo para o controle da
doenca e o tratamento consiste na utilizacdo de imunomoduladores como a
Ciclosporina A (CsA) (GELATT, 2003) e o Tacrolimus (WILLIAMS, 2008; HENDRIX,
2011, GELATT, 2013, GIULIANO, 2013). A Ciclosporina (CsA) vem demonstrando
efeitos notérios na producéo lacrimal e o Tacrolimus assim como o Pimecrolimus vem
sendo avaliados. Entretanto, dados atuais tém demonstrado que o Tacrolimus
apresenta resultados similares aos da Ciclosporina A (CsA- HERRERA, 2008;
GELATT, 2013). Tanto a CsA um medicamento isolado do fungo Tolypocladium
inflatum Gams, quanto o Tacrolimus (FK506) um antibidtico macrolideo produzido
através do Streptomyces tsukubaensis, inibem a ativacdo das células T pela inibi¢éo
da expressao do gene da Interleucina 2 (IL-2) nos linfocitos T-helper CD4+ (GELATT,
2013) e foram inicialmente desenvolvidos para uso sistémico na prevencao de rejeicao
de pacientes que receberam transplantes de 6rgaos.

Apesar de encontrarmos resultados positivos e rapidos com o uso do tacrolimus
0,03%, alguns estudos recentes (SWINGER et al.,, 2009; DREYFUS et al., 2011;
NEVILE et al., 2015) relatam que o uso prolongado e/ou associado de
imunomoduladores com antibidticos e corticoides podem predispor a infeccbes da
cérnea e conjuntiva e até mesmo estar relacionado com o desenvolvimento primario de
carcinoma de células escamosas. Dados de Dreyfus et al. (2011) mostraram que 16 de
21 cées tinham uma histéria de tratamento com a terapia imunossupressora topica
(ciclosporina ou tacrolimus) no momento do diagnostico.

Em casos onde a terapia medicamentosa nédo surte efeito existe a possibilidade

de intervengdes cirlrgicas como a transposi¢do do ducto parotideo (STADES, 1999;
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GELATT, 2003; SLATTER, 2005; GELATT, 2013), a tarsorrafia parcial permanente ou
bloqueio da puncta lacrimal (HERRERA, 2008; GELATT, 2013).

Além disso, outras especulacdes terapéuticas incluem: oleo de linhaca
(PINHEIRO et al., 2007), acupuntura, uso de interferon-alfa (ENGLISH; GILGER, 2013),
além de transplantes autdlogos da mucosa oral ou de glandula salivar submandibular
(ROCHA, 2012; CASTANHO et al., 2013) e aplicacdes de células-tronco (FONSECA,
2011; PEIXOTO, 2013).

Como a terapia celular utilizando células-tronco é uma opc¢ao para o tratamento
de de doencas que nao tem tratamento efetivo como é o caso da KCS onde sao
realizados apenas tratamento paliativo com colirios ou pomadas com efeitos
imunomoduladores para o controle da doenca. O tratamento de KCS com efeito
benéfico, mas sem reversao ja foi demonstrado utilizando células-tronco autéloga de
medula 6ssea no local da leséo (PEIXOTO, 2013). Nesse trabalho foi utilizado células-
tronco mesenquimais obtidas da membrana amnidtica com grande potencial

regenerativo e imunomodulador.

2.3 CELULAS - TRONCO DE MEMBRANA AMNIOTICA

Como relatado anteriormente, as células-tronco mesenquimais vem sendo vistas
como uma nova esperanca de tratamento de doengas cujo tratamento convencional
ndo é efetivo como o caso da KCS onde apenas cuidados paliativos podem ser

realizados.

Células-tronco mesenquimais isoladas de diferentes fonts foram isoladas e se
mostraram bastante interessantes e diferentes das primeiras obtidas a partir da medula
0ssea. Anexos embrionarios como corddo umbilical, membrana amniotica, placenta,
saco vitelino (animais) e do alantéide de material abortivo em humanos ou animais
(CAPLAN, 2005; CAPLAN; BRUDER, 2001), comumente descartados no momento do
nascimento ou em campanhas de castracdo se tornaram muito interessantes para a
coleta de células-tronco com grande potencial regenerativo e caracteristicas de células-

tronco mesenquimais. Além disso, o procedimento para obtencéo desses tecidos ndo
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€ invasivo e ndo tem implicacdes éticas como as encontradas quando pensamos no

isolamento a partir de embrido.

Como relatado anteriormente antes mesmo da utilizagdo das CTMA como
alternativa terapéutica convém ressaltar que a membrana amniotica livre de células ja
demonstrava importancia na medicina regenerativa nas areas de dermatologia e
oftalmologia (SILINI et al., 2013). Na oftamologia, a membrana amniética foi utilizada a
primeira vez como um curativo para a reconstituicdo ocular, como no caso de doencas
cicatriciais da cornea e conjuntiva (GOMES et al., 1999). Estes transplantes mostraram-
se eficazes na reconstrucao da superficie ocular, uma vez que a membrana amniética
possui uma combinacao Unica de propriedades, incluindo a facilitagdo na migracao de
células epiteliais, o reforco da adeséao celular basal e o incentivo a diferenciacao epitelial
(SANGWAN et al., 2007). Além disso, a membrana amniotica livre de células foi
primeiramente utilizada no tratamento de queimaduras dermais, Ulceras indolentes e
feridas trauméticas (SINGH et al., 2004). Atualmente, a membrana livre de céulas vem
sendo utilizada na oftalmologia como enxerto para reparo de defeitos de coérnea,
conjuntiva e bulbo, além da aplicacdo em incisdes cirdrgicas realizadas em cirurgias
oftdlmicas corretivas (KRUSE; CURSIEFEN., 2008).

Em resumo, a membrana amniética (MA) representa a mais interna das duas
membranas fetais que circundam o feto durante gestacdo e tem origem a partir do
ectoderma embrionério devido ao dobramento do folheto. Ela que rodeia o embrido/feto
como uma segunda membrana avascular, sendo que a primeira, o cérion, membrana
mais externa, mais espessa e vascularizada. As duas juntas formam a membrana corio-
amniodnica conhecida como “bolsa” (MOORE; PERSAUD, 2005) e tem a funcao de
manter o feto dentro do liquido amnidtico protegendo de impacto e impedindo sua
dessecacdo e permitindo com que ele cresca sem distorcdo ou pressdao de sua
estrutura (OKAZAKI et al., 1981). No cdo, o periodo normal de gestacao é de 58-64
dias, sendo muito comum este periodo ser em torno de 63 dias (JACKSON, 2005).
Histologicamente é composta pelo epitélio amnidtico formado por uma camada Unica
de células cubdides e colunares e pela mesoderme amnibtica composta por uma rede
de células mesenquimais e alguns macrofagos dispersos. (PAROLINI et al., 2009; MIKI;
GRUBBS, 2014).

As células-tronco provenientes de membrana amnidtica sdo classificadas como

células-tronco adultas (CTA) ou células-tronco pés-natais ou fetais. Em céaes, as
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primeiras células-tronco obtidas a partir da membrana amnidtica foram isoladas em
2011 (URANIO et al. 2011). No ano seguinte um outro grupo também isolou (Park et
al., 2012) células-tronco de membrane amnidtica de caes. Entretanto, o primeiro grupo
a isolar células-tronco de membrana amniotica foi em humanos (SONCINI et al., 2007;
PAROLINI et al., 2008) e em seguida, em ratos (MARCUS et al., 2008).

As células obtidas deste tecido ndo induzem a formacgéo de tumores ou infec¢des
virais, e proporcionam um alto rendimento em cultura (SANT'ANNA et al., 2011,
VERYASOV et al., 2014). Entretanto, convém ressaltar que duas linhagens obtidas a
partir de Uteros gravidicos de cdes com 35 e 56 dias de gestacdo quando injetadas em
camundongos imunossuprimidos levaram a formagéo de tumor (LIMA et al., 2012).

Células-tronco de membrana amnidtica humana demonstraram propriedades
regenerativas e imunomoduladoras liberam citocinas imunomoduladoras e anti-
inflamatoérias (IL-10, IL-6), fatores de crescimento associados com cicatrizacdo de
feridas, tais como fatores angiogénicos (VEGF, PDGF), e fatores de proliferacao
(fatores de crescimento epidermal, de hepatdécitos e de fibroblastos) (PAROLINI et al.,
2010; SILINI et al., 2013) semelhantes as CTM.
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3. OBJETIVOS

Esse trabalho teve como objetivo principal utilizar células-tronco da membrana
amnidtica de caes como terapia alternativa para o tratamento da ceratoconjutivite seca
em cdes com base nas propriedades regenerativas e imunomoduladoras destas

células.
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4 MATERIAIS E METODOS

A terapia celular utilizando células-tronco de membrana amnidtica de cées foi
realizada em dois animais de espécie canina, de mesma rac¢a e idade. A avaliacdo foi
realizada baseada na interpretacdo dos sinais clinicos e testes oftdlmicos rotineiros na

clinica oftalmolégica de pequenos animais, conforme descricdo detalhada a seguir.

4.1 ANIMAIS

Dois animais de espécie canina, sexo feminino da raca Golden Retriever
provenientes do canil da Faculdade de Medicina Veterinaria com idade média de 7 anos
e em grau cronico de KCS foram utilizados. Os animais foram selecionados conforme
aprovagdo pelo comité de ética CEUA/Vet n° 3122/2013. Convém ressaltar que as
caninas utilizadas neste trabalho estavam em estagio croénico avancado da doenca sem
nunca ter recebido nenhum tratamento, nem mesmo paliativo anteriormente ao
experimento.

Exames clinicos e testes oftdlmicos como magnificacdo e iluminacéao; testes
fisicos de ameaca e movimento, Teste Lacrimal de Schirmer (TLS) (Ophthalmos®, SP,
BR) Teste do Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL) com corantes vitais
(Flurosceina e Lissamina Verde - Ophthalmos®) e tonometria para verificagdo da
pressao intraocular (PIO) utilizando o equipamento Tono-Pen Avia® (Reichert, NY,
USA) foram realizados na selecdo para obter o quadro clinico atual antes da terapia

celular.
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4.2 CELULAS - TRONCO DE MEMBRANA AMNIOTICA EM CAES

As células-tronco de membrana amnidtica foram obtidas utilizando o protocolo
descrito em Winck et al. (2012). Em resumo, as membranas amniéticas de caes foram
obtidas em campanhas de castracdo através do “Programa Permanente de Controle
Reprodutivo de Cées e Gatos no Municipio de Sao Paulo” do Centro de Controle de
Zoonoses apos aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da FMVZ-USP. Os lteros
gravidicos de um cdo SRD foi coletado através da técnica de
ovariosalpingohisterectomia apds sedagéo dos animais. Terminada a coleta, os Gteros
foram transportados em gelo e tampéo salina-fosfato até o Laboratorio de Células-
Tronco da FMVZ-USP, onde foram seccionados cirurgicamente para a retirada dos
fetos e o material foi fotografado e mensurado pela técnica de Evans e Sack (1973). Os
fetos utilizados nessa coleta tinham de acordo com esta técnica de mensuracéo 40
dias. Em seguida, membranas coletadas de diferentes fetos dentro do mesmo utero
foram transferidas para um tubo coénico contendo tampéo salina fosfato (PBS-Sigma-
Aldrich, CA, USA) e 5% de penicilina/estreptomicina/anfotericina B (500U/mL de
penicilina, 500ug/mL de estreptomicina e 1,25ug/mL de anfotericina Sigma-Aldrich) e,
lavado extensivamente com PBS. As membranas foram digeridas com colagenase tipo
| (Invitrogen, CA, USA) por 30min a 37°C em banho maria e cultivadas em meio DMEM
high glicose (LGC Biotecnologia, SP, BR) contendo 20% de SFB (Invitrogen) e 1% de
solugcdo de antibidtico e antimicotico (100U/mL de penicilina, 100ug/mL de
estreptomicina e 0,25ug/mL de anfotericina). Ao final, as células-tronco de membrana
amnidtica isoladas foram expandidas e caracterizadas previamente seguindo

protocolos descristos em Lima (2012) e Winck (2012).
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4.3 TERAPIA CELULAR COM CELULAS-TRONCO DA MEMBRANA AMNIOTICA
NOS CAES COM KCS

As células foram expandidas e quando atingiram a confluéncia necessaria foram
lavadas por 3-5 vezes com tampéo fosfato-salina, contadas e ressuspendidas em 0,05
mL de solucéo fisioldgica (Equiplex, GO, BR). As CTMA foram injetadas nas glandulas
lacrimais da terceira palpebra dos dois olhos (direito e esquerdo) por duas vezes com
intervalo de 30 dias. Na primeira inje¢do foram utilizadas 0,5x108 células em cada
glandula e na segunda 1x10° células. Apos o inicio do tratamento, os animais foram
avaliados semanalmente por 70 dias. Esporadicamente as caninas foram tratadas com

lacrimomimeético (Lacrima® Plus Colirio - Alcon, SP, BR).

4.4 AVALIACAO DA TERAPIA CELULAR COM CELULAS-TRONCO DA MEMBRANA
AMNIOTICA NOS CAES COM KCS

Para avaliacdo do tratamento com as CTMA, os animais foram submetidos a
exames clinicos e testes oftalmicos idénticos aos usados para inclusdo dos animais
sendo eles: magnificagcéo e iluminacéo, testes de ameacga e movimento (oferecem uma
nocao de visdo), TLS, TRFL com corantes vitais de Flurosceina e Lissamina Verde e
tonometria para verificacdo da PIO utilizando Tono- Pen Avia®, levando em
consideracao que a PIO normal em ces tem variacao de 10-20 mmHg.

A producdo lacrimal normal em cées varia entre 15-25mm/min, valores entre 11-
15mm/min sdo considerados suspeitos, inicial ou subclinica (associadas aos sinais
clinicos); valores de 6-10mm/min portadores de grau leve a moderado e inferiores a
5mm/min, grave e serdo avaliados pelo TLS. Para o teste TRFL foi considerado normal
a adesao do corante na superficie ocular por no minimo 20 segundos.

Os resultados obtidos foram expressos em grau de severidade, variando em uma
escala de + a ++++, onde uma cruz (+) classifica como menos intenso, sendo + (leve),
++ (moderado), +++ (intenso) e ++++ (muito intenso). Os numeros de cada olho foram
expressos com barra (/) da esquerda para a direita, representando o olho direito e o

esquerdo, respectivamente.
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5 RESULTADOS

Antes da injecdo celular, os exames e testes oftalmicos confirmaram o padrao
cronico caracteristico de KCS como presenca de secrecado mucopurulenta; opacidade,
leucomas e pigmentacdo corneana como também o TRFL e TLS muito abaixo da
normalidade. O exame de fundoscopia néo foi realizado por interferéncia de meios, ou
seja, a opacidade das corneas examinadas ndo permitiram a visualizacao efetiva de
lente, vitreo e retina. Todos os sinais foram observados em ambos os olhos, de ambos
0S animais em maior ou menor grau conforme descrito no Quadro 1 e visualizado na

Figura 4.

Quadro 1 - Avaliacdo oftdlmica das caninas antes da primeira injecdo de células-tronco de membrana

amnidtica

Avaliacédo Oftalmica Canina 1 Canina 2
Secrecao mucopurulenta | +++ AO ++++ AO
Teste de Ameaca Positivo OD; Reduzido OE | Reduzido AO
Teste de movimento Reduzido AO Negativo AO
TLS 02/03 00/00
TRFL 4 seg AO 3 segAO
Teste de Lissamina Verde | Impregnacéo difusa Impregnacao difusa
Aspecto das glandulas Degeneragao +++ A0 Degeneragao++++ AO
PI1O 11/13 mmHg 13/11 mmHg
Opacidade corneana ++OD +++OE ++++ AO
Pigmentacao corneana +++ AO ++++ AO
Vascularizagcédo corneana | +++ AO +++ AO

Legenda: AO= ambos olhos; OD=olho direito; OE=0lho esquerdo; PIO=Presséo intraocular.
Escala da intensidade variando de + a ++++.
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Figura 4 — Imagem fotografica dos olhos das caninas 1 e 2 antes da injecao de células-tronco de
membrana amnidtica
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Fonte: Ramos, S. D. (2014)
Legenda: A) olho direito da canina 1. B) olho esquerdo da canina 1. C) olho direito da canina 2. D) olho

esquerdo da canina 2. E) Glandula lacrimal da terceira palpebra da canina 1. F) Glandula
lacrimal da terceira palpebra da canina 2.
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As caninas selecionadas e descritas acima foram submetidas ao tratamento
com as CTMA e apoOs 7 dias de tratamento ndo foram observadas mudancas
significativas nos parametros oftalmoldgicos. Entretanto, as conjuntivas das glandulas
lacrimais destes animais se apresentaram com aspecto menos hiperémico ao fim desse

periodo (Quadro 2; Figura 5).

Quadro 2 - Avaliacédo oftalmica das caninas 7 dias ap0s o tratamento com células-tronco de membrana

amnidtica

Avaliacdo oftalmica Canina 1 Canina 2
Secregao mucopurulenta | +++ AO ++++ AO
Teste de Ameacga Positivo OD Reduzido OE |Reduzido AO
Teste de movimento Reduzido AO Negativo AO
TLS 03/05 00/00
TRFL 2 segAO 2 seg AO
Teste de Lissamina verde | Impregnacao difusa AO Impregnacao difusa AO
Aspecto das glandulas Degeneragao: ++ AO Degeneragao: +++ AO
PI1O 12/13 mmHg 13/13 mmHg
Opacidade corneana ++ OD +++ OE ++++ AO
Pigmentacao corneana +++ AO ++++ AO
Vascularizagdo corneana | +++ AO +++ AO

Legenda: AO= ambos olhos; OD=olho direito; OE=0lho esquerdo; PIO=Presséo intraocular.
Escala da intensidade variando de + a ++++.

Figura 5- Imagem fotografica dos olhos direitos das caninas testados com lissamina verde 7 dias ap6s o
tratamento com células-tronco de membrana amnidtica.
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Fonte: Ramos, S. D. (2014)
Legenda: A) Canina 1. B) Canina 2.
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Apés 14 dias da terapia, ou seja, da primeira implantacdo das CTMA, os dois
animais apresentaram aumento no TLS, sendo maior na Canina 1. Além disso, a
secrecdo mucopurulenta reduziu nas duas caninas sendo mais predominante na
Canina 2, qguando analisadas proporcionalmente. Além disso, foi possivel observar que
a vascularizagéo e a pigmentagao ndo reduziram em nenhuma das caninas tratadas,

mas a opacidade corneana teve reducéao sutil na Canina 1 (Quadro 3 e Figura 6).

Quadro 3 - Avaliacéo oftdlmica das caninas 14 dias apés o tratamento com células-tronco de membrana

amnidtica

Avaliacdo oftalmica Canina 1 Canina 2
Secregao mucopurulenta | ++ AO ++AO
Teste de Ameaca Positivo OD Reduzido OE |Reduzido AO
Teste de movimento Reduzido AO Negativo AO
TLS 09/09 00/01
TRFL 5seg OD -7 seg OE 5seg OD -7 seg OE
Teste de Lissamina Verde |Impregnacgao difusa AO Impregnacéo difusa AO
Aspecto das glandulas Degeneragao ++ AO Degeneragao +++ AO
PI1O 13/14 mmHg 12/09 mmHg
Opacidade corneana ++ OD - +++ OE ++++ AO
Pigmentacéo corneana +++ AO ++++ AO
Vascularizagcado corneana | +++A0O +++ AO

Legenda: AO= ambos olhos; OD=olho direito; OE=0lho esquerdo; PIO=Presséo intraocular.
Escala da intensidade variando de + a ++++.

Figura 6 — Imagem fotografica dos olhos direitos das caninas 14 dias apds o tratamento com células-
tronco de membrana amniotica
ir
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Fonte: Ramos, S. D. (2015)
Legenda: A) Canina 1. B) Canina 2, com demonstracdo do Teste Lacrimal de Schirmer (TLS).
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Apés 21 dias da implantacdo das CTs (Quadro 4), a quantidade da secre¢ao
continuava a mesma (Figura 7), porém houve uma reducdo em torno de 50% no TLS
das duas caninas, proporcionalmente. Nenhuma mudanc¢a no aspecto das glandulas

lacrimais da terceira palpebra foi observada nesta fase.

Quadro 4 - Avaliacao oftalmica das caninas 21 dias ap6s o tratamento com células-tronco de membrana

amnidtica

Avaliacdo oftalmica Canina 1 Canina 2
Secrecao mucopurulenta | +++ AO ++AO
Teste de Ameaga Positivo OD Reduzido OE |Reduzido AO
Teste de movimento Reduzido AO Negativo AO
TLS 04/05 00/00
TRFL 3 seg AO 3 seg AO
Aspecto das glandulas Degeneragao ++ AO Degeneragao +++ AO
PI1O 13/14 mmHg 12/09 mmHg
Opacidade corneana ++0OD +++ OE ++++ AO
Pigmentacéo corneana +++ AO +++ AO
Vascularizagdo corneana | +++ AO +++ AO

Legenda: AO= ambos olhos; OD=olho direito; OE=0lho esquerdo; PIO=Presséo intraocular.
Escala da intensidade variando de + a ++++.

Figura 7 — Imagem fotogréafica dos olhos direitos das caninas 21 dias apds o tratamento com células-

tronco de membrana amnidtica
‘—.\ = . \ \§ N/ A

Fonte: Ramos, S. D. (2014).
Legenda: A) Canina 1. B) Canina 2.
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O exame oftalmolégico 30 dias ap6s implantacdo demonstrou que o TLS obteve
valores iguais ao do inicio do estudo e as glandulas lacrimais da terceira palpebra
voltaram também ao seu aspecto inicial, ou seja, 0 que eram antes da implantacdo. No
entanto, a pigmentacao corneana encontrava-se menos homogénea nas duas caninas
(Quadro 5; Figura 8).

Quadro 5 - Avaliacéo oftdlmica das caninas 30 dias apés o tratamento com células-tronco de membrana

amnidtica

Avaliacdo oftamica Canina 1 Canina 2
Secregao mucopurulenta | ++ AO ++AO
Teste de Ameaca Positivo OD Reduzido OE |Reduzido AO
Teste de movimento Reduzido AO Negativo AO
TLS 04/05 00/00
TRFL 4 seg AO 4 seg AO
Teste de Lissamina Verde | Impregnacgao difusa AO Impregnacéo difusa AO
Aspecto das glandulas Degeneragao ++ AO Degeneragao ++++ AO
PI1O 13/14 mmHg 12/09 mmHg
Opacidade corneana ++0D - +++OE ++++ AO
Pigmentacéo corneana ++ AO ++AO
Vascularizagdo corneana | +++ AO +++ AO

Legenda: AO= ambos olhos; OD=olho direito; OE=0lho esquerdo; PIO=Presséo intraocular.
Escala da intensidade variando de + a ++++.

Figura 8- Imagem fotografica dos olhos direitos das caninas lavados e testados com fluoresceina (TRFL)
30 dias ap0s o tratamento com células-tronco de membrana amnidtica

Fonte: Ramos, S. D. (2014)
Legenda: A) Canina 1. B) Canina 2.
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Nesta mesma ocasido, ou seja, 30 dias apds o tratamento com as CTMA, uma
nova injecdo com cerca de um milh&o de células foi realizada em cada glandula lacrimal
da terceira palpebra. Apés 7 dias dessa nova injecéo, foi observada uma reducéo no
TLS da Canina 1, menos afetada. O TRFL também se apresentou reduzido nos dois
olhos. A secregdo mucopurulenta foi reduzida significativamente ndo retornando ao
estagio inicial deste trabalho, principalmente na Canina 2, a mais afetada (Quadro 6;
Figura 9).

Quadro 6 - Avaliagao oftalmica das caninas 7 dias ap6s segunda injecdo de células-tronco de membrana

amnidtica

Avaliacéo oftdlmica Canina 1 Canina 2
Secregao mucopurulenta | ++AO ++ A0
Teste de Ameaca Positivo OD reduzido OE | Reduzido AO
Teste de movimento Reduzido AO Negativo AO
TLS 02/03 00/00
TRFL 3 segAO 3 seg AO
Teste de Lissamina Verde | Impregnacgao difusa AO Impregnacao difusa AO
Aspecto das glandulas Degeneragao ++ AO Degeneragao ++++ AO
PI1O 13/14 mmHg 12/09 mmHg
Opacidade corneana Opacidade ++ OD +++OE | Opacidade ++++ AO
Pigmentacao corneana Pigmentacao +++ AO Pigmentacao +++ AO
Vascularizacido corneana |+++ AO +++ AO

Legenda: AO= ambos olhos; OD=olho direito; OE=0lho esquerdo; PIO=Presséo intraocular.
Escala da intensidade variando de + a +++.

Figura 9 — Imagem fotogréfica do olho direito da canina 1 e esquerdo da canina 2 apos 7 dias da
segunda injecédo de células-tronco de membrana amniética
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Fonte: Ramos, S.D. (2015)
Legenda: A) Olho direito da canina 1. B) Olho esquerdo da canina 2.
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Apéds a segunda aplicacdo, os animais foram monitorados semanalmente por
aproximadamente 40 dias. O aspecto corneano dos animais como vascularizagao,
pigmentacédo, leucomas e opacidade ndo se alteraram ao longo das ultimas semanas
em gue foram submetidos aos exames oftalmicos. O TLS seguiu diminuindo apds esse
periodo e os demais testes permaneceram na média do que eram antes do experimento
(Quadro 7). As figuras 10 e 11 representam o0s resultados obtidos apds 40 dias da
segunda injecdo de CTMA respectivamente nas caninas 1 e 2.

Quadro 7 - Avaliacdo oftalmica das caninas 40 dias apés segunda injecdo de células-tronco de
membrana amnidtica

Avaliacéo oftdlmica Canina 1 Canina 2
Secregao mucopurulenta | ++AO ++ AO
Teste de Ameaca Positivo OD reduzido OE | Reduzido AO
Teste de movimento Reduzido AO Negativo AO
TLS 00/01 00/00
TRFL 3 seg AO 3 seg AO
Teste de Lissamina Verde | Impregnacgao difusa AO Impregnacao difusa AO
Aspecto das glandulas Degeneragao ++ AO Degeneragao ++++ AO
PI1O 13/14 mmHg 12/09 mmHg
Opacidade corneana Opacidade ++ OD +++OE | Opacidade ++++ AO
Pigmentacao corneana Pigmentacao +++ AO Pigmentacao +++ AO
Vascularizacido corneana |+++ AO +++ AO

Legenda: AO= ambos olhos; OD=olho direito; OE=olho esquerdo; PIO=Pressao intraocular.
Escala da intensidade variando de + a +++.



Figura 10 — Imagem fotografica da canina 1 apés 40 da segunda injecéo de células-tronco de
membrana amnidtica
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Fonte: Ramos, S. D. (2014).
Legenda: A) Visao bilateral. B) olho direito. C) olho esquerdo.

Figura 11 — Imagem fotogréfica da canina 2 apés 40 dias da segunda injecédo de células-tronco da

membrana amnidtica

Fonte:ﬂRao,‘S. D. (2014)
Legenda: A) Viséao bilateral. B) olho direito (higienizado). C) olho esquerdo (higienizado).
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6 DISCUSSAO

A KCS é caracterizada como uma reacao inflamatéria imunomediada
qgue leva a atrofia glandular e a diminuicao de lagrimas. De acordo com Gao et al.
(1998), o funciamento da glandula lacrimal € associado e dependente do equilibrio
entre as células T supressoras e as células T helper, quando ha o desequilibrio
(KCS) ha diminuicdo no numero de T supressoras e aumento das T helper que
passam a atacar a glandula da terceira palpebra e a lacrimal orbitaria
desencadeando um processo inflamatério e a diminuicdo do filme lacrimal. Devido
a este comportamento, a escolha de um tratamento utilizando células-tronco
mesenquimais foi ainda baseado na sua capacidade imunomoduladora, no seu
efeito paracrino e em suas propriedades regenerativas (CAPLAN et al, 2001,
MEIRELLES et al., 2009).

O tratamento convencional dessa doenca consiste na aplicacdo tépica de
imunomoduladores que é bem aceita apesar de ser um tratamento paliativo, de uso
continuo, custo elevado e necessidade de colaboracgéo ininterrupta do proprietéario
para manter a situacdo controlada (PIGATTO et al., 2008; THOMAS et al., 2009).
Entretanto, o uso continuo dos imunossupressores, como a Ciclosporina A e 0
tacrolimus pode ser um fator de risco para desenvolvimento primario de carcinoma de
células escamosas na coérnea (DREYFUS et al, 2011) e algumas vezes nao
responsivo.

Neste estudo tivemos como objetivo prinicipal utilizar as CTMA como alternativa
terapéutica para KCS canina em 2 (dois) animais nunca tratadas com
lacrimoestimulantes, do sexo feminino, raca Golden Retriever, com aproximadente 7
(sete) anos de idade. N&o existe na literatura dados que indicam esta raca como uma
raca predisposta a KCS, o que ndo necessariamente a exclui de ter a doenca
(GELATT, 2003; SLATTER, 2005; LAUS, 2007; HERRERA, 2008; GELATT, 2013).
A idade das caninas selecionadas esta de acordo com a faixa etaria descrita para o
desenvolvimento da KCS (GELATT, 2003; SLATTER, 2005; LAUS, 2007;
HERRERA, 2008; GELATT, 2013). Apesar de termos em primeiro momento sugerido
a inclusdo de animais com KCS tratados com imunossupressores para serem

utilizados como controles, esse procedimento ndo foi autorizado pelo comité de
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ética, pois os resultados obtidos com esses tratamentos ja estdo bem descritos na
literatura (PIGATTO et al., 2008; THOMAS et al., 2009).

Além disso, a escolha da membrana amnidtica como fonte para obtencéo das
células-tronco utilizadas neste trabalho se deu devido ao fato de que a membrana
amniotica vem sendo bastante utilizada no tratamento de doencgas oftalmol6gica na
reconstrucdo do epitélio corneal e superficie ocular em pacientes com deficiéncia
bilateral de células-tronco limbal demonstrando um grande potencial terapéutico e
alternativa de tratamento utilizando este tecido que € comumente descartado ao
nascimento ou em campanhas de castracdo (ANG et al. 2006; HIGA e SHIMAZAKI,
2008; MADHIRA et al. 2008; KANAYAMA et al. 2009; KLINGBEII et al. 2010; SEN et al.
2011; HIRAYAMA et al. 2012; BARDAG-GORCE et al. 2015; SHETH et al. 2015;
AMEMIYA et al. 2015).

O tratamento da KCS com as CTMA foi benéfico as caninas logo apos sua
injecdo (14 dias ap0ds a primeira e 7 dias apos a segunda) observando-se melhora na
producéo lacrimal através do teste de TLS que pode ser explicado devido aos efeitos
paracrinos, imunomoduladores entre outros que ja foram relatados para CTM e CTMA
(CAPLAN et al; BILIC et al., 2008; PAROLINI et al., 2008; MEIRELLES et al., 2009).

Efeitos benéficos utilizando células-tronco no tratamento de diversas
doencas ja foram relatados (FLOHR et al., 2009; MANUELPILLAI et al., 2010;
SHIMIZU et al.; 2012, Marx et al.; 2014; GIBBS et al., 2015; LAVORATO et al.,
2016).

Além disso, CTMA liberam citocinas imunomoduladoras e anti-inflamatérias (IL-
10, IL-6), fatores de crescimento associados com cicatrizacdo de feridas, tais como
fatores angiogénicos (VEGF, PDGF), e fatores de proliferacédo (fatores de crescimento
epidermal, de hepatdécitos e de fibroblastos) que as tornam de grande interesse para a
terapia celular no tratamento de diversas doengas incluindo a KCS que foi aqui
estudada (PARADOWSKA et al., 1997; STEED et al., 2008; PAROLINI, 2010).

A avaliacado do perfil de expressao de citocinas também foi um aspecto levantado
por nés, entretanto como o animal ndo produz ou produz em baixa quantidade de
secrecao lacrimal que poderia ser a fonte para extracdo de RNA ja que o sangue nao
€ a fonte mais indicada para tal, em um primeiro momento esse parametro nao foi
avaliado. A andlise histolégica também néo foi solicitada uma vez que o0s animais
encontravam-se em estagio crénico, ndo sendo recomendada a realizacdo de uma

bidpsia desses animais.
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A utilizacdo de células-tronco medula éssea para o tratamento de KCS
crbnica canina e ndo responsivo a ciclosporina A também demonstrou melhora do
guadro clinico com aumento de valores no TRLF, diminuicdo na impregnacao de
lissamina verde e classificou que a inflamacao conjuntival foi reduzida apos a terapia
celular o que néo foi observado apds o tratamento com CTMA. Esse grupo ainda relatou
gue um dos animais selecionados apresentava um quadro clinico mais ameno e foi o
mais responsivo e estavel durante o tratamento com as células-tronco de medula 6ssea
(PEIXOTO et al., 2013). Resultado esse que vem de encontro com 0s nossos achados
onde sugerimos que o fato de que as duas caninas utilizadas nesse estudo
encontravam em um quadro cronico avancgado e nunca tiveram tratamento paliativo a
glandula ja se encontrava em um estado irreversivel onde o tecido glandular dessas
caninas ja estava possivelmente muito atrofiado. Neste caso, estudos em caninas com
estagio de menor cronicidade devem ser realizados com monitoramento do quadro

inflamatério apds a injecdo celular.
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7 CONCLUSAO

A terapia celular utilizando CTMA proporcionou beneficios as caninnas com
KCS, pois mesmo ndo havendo reversdo do quadro crénico da doenca, no décimo
guarto dia da primeira injecdo de CTMA foi observado aumento na producéo lacrimal
bem como, o aspecto da conjuntiva da glandula lacrimal da terceira palpebra e a
secrecdo mucopurulenta foi diferenciado em alguns momentos durante o tratamento.
O estagio de cronicidade das caninas utilizadas neste trabalho pode ter sido o fator
limitante da irreversibilidade do quadro e estudos utilizando estagios menores de

cronicidade devem ser realizados.
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