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RESUMO

A Ulcera de cdrnea consiste na lesdo do tecido epitelial a cérnea, o qual tem a funcdo de
proteger o olho contra o meio externo. A Ulcera é uma das doencas oculares mais comuns nos
pequenos animais e se ndo for tratada de forma adequada pode levar a perda de visdo do
animal. O tratamento atual para a Ulcera pode ser realizado de forma clinica, com colirios, ou
cirargico, utilizando enxertos ou o cobrimento da lesdo com a palpebra e conjuntiva. As
células-tronco mesenquimais (CTM) produzem fatores paracrinos (citocinas e fatores de
crescimento), que apresentam propriedades anti-inflamatdrias, imunomoduladoras, anti-
fibroticas, e estimulam a multiplicacdo celular, tornando uma possivel alternativa para o
tratamento da ulcera de cérnea. Nesse trabalho foi acompanhado um caso de Ulcera de
cornea profunda em um cdo, fémea SRD, que ndo respondeu ao tratamento clinico com
colirios e ndo estava apta a realizar uma cirurgia. O animal foi encaminhado para a Bio Cell
Terapia Celular, onde foi realizado a terapia com CTM com a aplicacdo de 4x10° de células
derivadas de tecido adiposo, aplicadas por meio de instilacdo ocular e via subconjuntival. Apds
o tratamento, o animal apresentou melhora dos sinais clinicos e na cicatrizacao, sendo que
essa foi completa apds 14 dias do tratamento, com pouca formagao de tecido cicatricial. Os
fatores pardacrinos da CTM possivelmente atuaram na estimulacao da multiplicagado celular e
na inibicdo da inflamacdo cronica, impedindo a formacado do tecido cicatricial. Foi concluido
que no caso avaliado, o uso de CTM auxiliou na cicatriza¢do da Ulcera de cdrnea profunda.

Palavras-chave: cicatrizacao; citocinas; efeito paracrino.
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INTRODUCAO

A Ulcera de cérnea ou ceratite ulcerativa, € uma doenga que consiste na lesdo e
inflamagdo da parte mais externa do tecido epitelial ocular a cérnea, sendo uma das doengas
oculares mais comuns nos pequenos animais, que pode causar perda de visdo. A cérnea tem
a importante funcdo de barreira do olho contra o meio externo, protegendo contra danos,
agentes fisicos e quimicos. (BERCHT, 2009). As principais causas de Ulcera de cdrnea sao
traumas, alteracbes nas palpebras e cilios (entrdpio, distiquiase, triquiase), afecc¢des
imunomediadas, lesdo quimica, infeccdes microbianas, alteragdes na produgdao do humor

aquoso; todos esses agentes podem causar danos ao tecido da cdrnea.

O diagndstico da causa da ulcera de cérnea é realizado através avaliagao minuciosa de
todas as estruturas do olho, para identificar alguma alteracdo de palpebra, cilios e glandulas,
realizar o teste de Schirmer e o teste com a fluoresceina. A confirmacado da ulcera de cérnea
é realizada pelo do teste de fluoresceina, que cora o estroma e as células epiteliais danificadas,
identificando o local da lesdo. A Ulcera de cdrnea pode ser classificada em ulcera superficial
(quando ocorre danos a camada mais superficial da cérnea: o epitélio), ulcera profunda
(quando o dano afeta a segunda camada da cérnea: o estroma) e perfuracdo corneana

(quando ocorre dano em todas as camadas) (SILVA, 2019).

O tratamento para a Ulcera pode ser clinico ou cirdrgico, dependo da gravidade de
cada caso. O tratamento clinico consiste na utilizacdo de colirios anti-microbianos, repositores
de lagrimas, anti-inflamatodrios esteroidal e nao esteroidal. Dentro da abordagem cirurgica,
varios procedimentos podem ser realizados, dentre eles os principais sdo: a aplicacdo de
adesivos teciduais, recobrimento da lesdo com terceira palpebra, recobrimento com tecido
conjuntival pediculado, recobrimento conjuntival em 3602 e ceratoplastia reconstrutiva
(BERCHT, 2009). Mas alternativas de tratamento vém sendo desenvolvidas, como o uso de

terapia celular com células-tronco mesenquimais (CTM).

Segundo Nauta e Fibbe (2007) as CTM sdo obtidas a partir de diversos tecidos, entre
eles a medula dssea, polpa dentaria ou tecido adiposo. Sdo células multipotentes, capazes de
se multiplicar e diferenciar em varias linhagens de tecidos mesenquimais (como os adipécitos,

osteoblastos e condrdécitos). As CTM apresentam quimiotaxia pelo processo inflamatério, um



microambiente com grande concentracdo de citocinas pré-inflamatdrias e células em
apoptose, gerando uma resposta a esse microambiente em que estdo. A resposta das CTM ao
microambiente é a producdo de fatores pardcrinos (citocinas anti-inflamatdrias e fatores de
crescimento), causando a diminui¢dao da inflamagdao, modulagdo da resposta imunoldgica,
estimulacdo da angiogénese, aumento da taxa de multiplicacdo celular, diminuicdo da

apoptose e auxilio a recuperagdo das células danificadas (SPEES; LEE; GREGORY, 2016).

Considerando os mecanismos de acdo das CTM, alguns trabalhos ja relatam os efeitos
benéficos do tratamento de Ulcera de cérnea profunda com o uso de CTM (FALCAO et al, 2018;
DENG, SANTOS & GEE, 2020). O objetivo do estudo foi avaliar a terapia celular com uso de
células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo para o tratamento de Ulcera de

cérnea profunda ndo responsiva ao tratamento convencional em cao.



FUNDAMENTAGAO TEORICA

A Ulcera de cdérnea é causada pela perda de pelo menos uma ou mais camadas do
tecido da cdrnea. A cérnea é formada por 4 camadas: o epitélio, o estroma, a membrana
descemet e o endotélio. O olho do cdo é composto por varias estruturas responsaveis pela
protecdo, nutricao e percepcao da luz, importantes para a formacdo da imagem. A cdrnea é a
parte mais externa do olho, por ser transparente ela que tenha a passagem da luz para a retina
no interior do olho. Na retina é onde estdo presentes as células fotossensiveis, responsaveis

por transformar a luz em impulsos nervosos para o nervo éptico (KLEIN, 2014).

A cicatrizacdo da cérnea comeca ap6s a lesdo com a liberacdo de algumas substancias
tamponantes e citocinas pro-inflamatdrias. As citocinas proé-inflamatérias estimulam a
angiogénese e atraem por quimiotaxia leucécitos, que através do filme lacrimal e do estroma
chegam a area afetada, para realizar a limpeza da area dos debris celulares. Apds a limpeza
ocorre a mitose do tecido saudavel adjacente e o deslize das células saudaveis sobre a area
danificada. O processo de cicatrizagdo pode durar por volta de alguns dias a 6 semanas
dependendo do tamanho da lesdo. Ulceras mais profundas est3o mais associadas a uma maior
formacdo de tecido cicatricial, uma maior neovascularizacdo e inflamacdo crbnica, que
resultam na liberacao de enzimas que degradam o colageno presente na matriz extracelular

do tecido saudavel (BERCHT, 2009).

Podem ocorrer complicagdes no processo de cicatrizagdao quando ndo ha a corregao
da causa base da lesdo ou quando tem a contaminacdo microbiana da cérnea. A cdrnea,
guando estd integra, é resistente a infec¢des microbianas, mas por conta da lesdo ocorre a
tendéncia a invasdo e infeccdo da area lesionada. A infeccdo é inicialmente combatida pelos
neutrdfilos, mas se nao for debelada pode levar a cronificacdo da inflamag¢do. Quando ha a
inflamacao crénica, ocorre a liberacdo de enzimas, que degradam o colageno presente no
estroma, causando a formacdo do “melting” e podendo levar a perfuracdo do olho. A
degradacdo do coldgeno da matriz extracelular, causa uma maior formacao tecido cicatricial
(tecido fibroso) na cérnea que limita a visdo, por impedir a passagem da luz (MAZZI; DIAS,

2018).



Segundo Deng e colaboradores (2020) as CTM atuam no tecido lesionado produzindo
vesiculas contendo seus fatores pardcrinos (citocinas anti-inflamatérias e fatores de
crescimento), que tem propriedades anti-inflamatérias, modulam o sistema imune,
estimulam a multiplicacao celular e possuem efeito anti-fibrético e anti-angiogénico. Assim,
estimulando a multiplicacdo celular e a cicatrizacdo, e evitando a inflamacdo cronica e a
formacao de tecido cicatricial. Essas caracteristicas tornam o uso de CTM uma alternativa para

substituir o tratamento clinico e cirtrgico da ulcera de cérnea (FALCAO; et al, 2018)



METODO

As CTM foram isoladas e cultivadas a partir de tecido adiposo de um cdao doador sadio.
Para a coleta do tecido adiposo, o doador foi anestesiado, uma incisdo foi feita na regiao
lombar e aproximadamente 20 g de tecido adiposo foram coletados da base da cauda. O
tecido adiposo foi lavado em solucdo salina de fosfato para remover residuos celulares e
sanguineos, cortado em pequenos pedagos e, depois, exposto a hialuronidase, para passar
por uma digestdo enzimatica. Depois disso, as células passaram por um processo de filtracao
para iniciar uma sele¢dao das CTM. Posteriormente, as células foram colocadas em frascos de
cultura com meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), e foram incubadas a 37,52C e 5%
de CO2. Apds 24h, o meio foi descartado com as células ndo aderentes e o meio de cultura
fresco foi adicionado aos frascos. O meio foi trocado a cada 3 dias, até as células atingirem
80% de confluéncia, quando foi realizada tripsinizacdo para retirar as células das garrafas,
contagem na cdmara de neubauer e envase em palhetas (1x10° células / palheta) para
congelamento com DMSO e soro fetal bovino no nitrogénio liquido. Cinco palhetas (5x10°

células) foram descongeladas para caracterizacao das CTM.

A caracteriza¢do das CTM foi realizada de acordo com a International Society for Cell
Therapy. As CTM devem ser possuir certas propriedades especificas: serem aderentes ao
plastico, expressar marcadores de superficie especificos e capaz de se diferenciar em outros
tipos de tecido; analisados por citometria de fluxo no Amnis® Imaging Flow Cytometer. As
CTM devem apresentar 95% dos receptores de superficie: CD73, CD90 e CD105 e os fatores
de transcrigdo intranuclear: OCT3.4 e SOX-2; ndo expressando menos de 2% dos receptores:
CD14 ou CD11b, CD19, CD34, CD45, CD79 e MHC classe Il. Também devem ser capazes de

diferenciar em osteoblastos, adipdcitos e condrdcitos in vitro.

O meio de cultura das células (DMEM) foram analisados por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), em busca de contaminantes ou patégenos (fungos, micoplasma e
bactérias). Foi realizado a viabilidade das CTM apds o descongelamento, por meio da

citometria de fluxo.

Para o estudo foi selecionado o caso de um cdo, fémea SRD, diagnosticada com Ulcera
de cdrnea profunda no olho direito pelo médico veterinario oftalmologista, causada por
infeccdo microbiana. O animal ndo respondeu ao tratamento clinico com acido etilenodiamino

tetra-acético (EDTA) e Vigamox, e ndo estava apto a passar por cirurgia, por alteracées no



exame de sangue. O animal foi encaminhado para a Bio Cell Terapia Celular para realizar a
terapia celular com o uso de CTM derivada de tecido adiposo. O diagndstico da Ulcera de
cornea foi realizado por meio da avaliacdo clinica combinada com a teste de fluoresceina,

realizado pelo médico veterinario especialista em oftalmologia.

Para a aplicagdo das CTM halégenas foram utilizadas as palhetas produzidas pelo
laboratério e congeladas com nitrogénio liquido. As CTM foram descongeladas e lavadas
utilizando meio de lavagem e suspensas em meio de transporte, produzidos pelo laboratério.
O protocolo utilizado para o tratamento foi de 1 aplicacdo de CTM, com 4x108 células dividias
em 12 seringas de 1mL. Uma seringa foi aplicada subconjuntival, na hora da aplicacdo, e as
outras 11 seringas foram aplicadas por meio de instilacdo realizada pelo proprio tutor do
animal em casa, com intervalo de 1 hora entre cada aplica¢ao. Antes do tratamento os tutores
dos animais assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para a terapia com CTM,

autorizando a publicacdo dos resultados obtidos pelo tratamento.

Foi realizado nos dias 1 e 15 apds cada aplicagao o contato com os tutores por telefone
para verificar se houve qualquer reacdo adversa com o animal. Nos dias 3, 7 e 14 apds o
tratamento o animal retornou para avaliacdo oftalmoldgica, para avaliar a resposta do animal

ao tratamento de CTM.



RESULTADOS E DISCUSSAO
Apds o animal ndao responder ao tratamento clinico foi realizado o tratamento com
CTM, que apresentou resposta com melhora dos sinais clinicos e na cicatrizacdo da lesdo apds

14 dias do tratamento, de acordo com a figura 1.

Figura 1 — Progressao da ulcera de cérnea ao tratamento com CTM: figura 1A: Ulcera
antes do tratamento com CTM; figura 1B: Ulcera 3 dias apds o tratamento, apresentou sinais
de melhora na cicatrizacdo; figura 1C: 7 dias apds o tratamento, a lesdo apresenta-se quase
completamente cicatrizada. Na figura 1D: 14 dias apds o tratamento, com a cicatrizacdo
completa da lesdo e a formagdao de uma pequena area de tecido cicatricial, que ndao deve
dificultar ou limitar muito o campo de visdao do animal. Fonte: Imagens cedidas por Mario

Falcao.

Segundo Al-Jaibaji e colaboradores (2020) os fatores paracrinos produzidos pela CTM
estimulam a multiplicacdo celular, o que diminui o tempo de cicatrizacdo da lesao, fato que
pode ser observado no caso apresentado. De acordo com Hertsenberg e colaboradores (2017)
uma menor formacao de tecido cicatricial pode ser causada pela acdo da CTM através do seu
efeito anti-inflamatdrio, imunomodulador e anti-fibrotico, que inibe a inflamacgdo cronica e a

infiltracdo de leucécitos na area da lesao, impedindo a opacidade da cérnea, degeneracdo da



matrix extracelular e do colageno impedindo a formacdo de tecido fibroso (ZEPPIERI; et al.,

2017)



CONSIDERAGOES FINAIS (CONCLUSAO)

O presente estudo demonstrou que o tratamento com células-tronco mesenquimais
derivada de tecido adiposo auxiliou na cicatrizacdo da ulcera de cérnea profunda no olho do
animal avaliado, consequentemente preservando a visdo do animal. A terapia com células-
tronco para Ulcera de cérnea em cdes ja é um tratamento reconhecido e autorizado pelas
agéncias reguladoras, podendo ser uma excelente op¢do para casos refratdrios como o

avaliado no presente trabalho.
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