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RESUMO

O uso topico de produtos derivados de células tronco mesenquimais (CTM) na
reparacao tecidual foi descrito como similar ou superior a terapia celular direta, e,
possuir vantagens na aplicabilidade clinica e armazenamento. Entretanto, a acao
dose-efeito ainda precisa ser estabelecida. No presente estudo foi avaliado o efeito
tépico do concentrado proteico obtido proveniente do cultivo de CTM de tecido
adiposo visceral canino na reparacdo de feridas cutaneas de ratos e na superficie
ocular em cdes com ceratoconjuntivite seca. No primeiro estudo, avaliou-se por
histomorfometria a celularidade e fibrose nos diferentes grupos tratados de feridas
cirdrgicas em ratos. No segundo, variaveis importantes em cédes acometidos pela
doenca do olho seco, como producéo, lacrimal, tempo de ruptura do filme lacrimal,
espessura da camada lipidica lacrimal por interferometria, dentre outras. Em relagéo
a avaliacao histomorfométrica nas feridas, ndo obteve-se diferenca entre a aplicacéo
tépica do hidrogel-alginato enriquecido ou ndo com o meio condicionado de CTM
(MC-CTM). Na aplicacéo topica ocular, apresentaram-se diferencas entre 0s grupos
nas variaveis teste lacrimal de Schirmer (TLS-1), tempo de quebra do filme lacrimal
(TRFL) e espessura corneal; e entre 0s momentos, notou-se diferencas na hiperemia
ocular, TLS-1 e TRFL. Os olhos tratados com MC-CTM demonstrou tendéncia de
melhora ap0s o tratamento nestes aspectos da superficie ocular, porem ainda nao
foi suficiente para se igualar ao GT. O MC-CTM apresenta potencial como tratamento
adjuvante na CCS. Considerando os escassos estudos para avaliagao da utilizagao
de MC-CTM na reparacao tecidual, busca-se contribuir com resultados clinicos e

histopatoldgicos da atividade paracrina da terapia topica com MC-CTM.

Palavras chave: cicatrizacdo, céo, rato, ceratoconjuntivite seca, secretoma, fator de

crescimento.
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ABSTRACT

The topical use of products derived from mesenchymal stem cells (MSC) in tissue
repair has been described as comparable or superior to direct cell therapy, with
advantages in clinical applicability and storage. However, the dose-effect relationship
still needs to be established. In this study, we evaluated the topical effect of the protein
concentrate obtained from the culture of MSC from canine visceral adipose tissue on
the healing of rat skin wounds and on the ocular surface in dogs with dry
keratoconjunctivitis. In the first study, cellular density and fibrosis were
histomorphometrically assessed in different treated groups of surgical wounds in rats.
In the second study, important variables in dogs affected by dry eye disease, such as
tear production, lacrimal film break-up time, thickness of the lacrimal lipid layer by
interferometry, among others, were evaluated. Regarding histomorphometry
evaluation of wounds, no difference was observed between the topical application of
alginate hydrogel enriched or not with MSC-conditioned medium (CM-MSC). In
topical ocular application, differences were observed between groups in the variables
Schirmer’s test, tear film breakup time and corneal thickness; and between moments,
differences were noted in ocular hyperemia, Schirmer’s test and non-contact tear film
breakup time. Eyes treated with CM-MSC showed a trend of improvement after
treatment in these aspects of the ocular surface but were not yet sufficient to match
the control group. CM-MSC shows potential as an adjunct treatment in dry eye
disease. Considering the limited studies on the use of CM-MSC in tissue repair, we
aim to contribute with clinical and histopathological results of the paracrine activity of
topical therapy with CM-MSC.

Keywords: wound healing, dog, rat, dry eye syndrome, secretome, growth factor.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O mecanismo de acao mais aceito das células tronco mesenquimais (CTMs),
na medicina regenerativa, € que sé@o ceélulas secretoras de fatores de crescimento,
citocinas e exosomas em resposta a estimulos ambientais, mesmo que nao
sobrevivam apos implante local, seus bioativos secretados continuam executando
suas funcdes (JOSEPH et al., 2020)As CTMs também liberam esses bioativos no
meio de cultivo; desta forma, os produtos obtidos do meio condicionado das células
tronco mesenquimais (MC-CTMs) desempenham papel importante em processos
como inflamacéo, formacao de tecido de granulacéo, reepitelizacdo e remodelacéo
tecidual (HUMENIK et al., 2023).

Além disso, 0 MC-CTMs tem sido utilizado em estudos clinicos por ser de facil
manipulacdo e obtencao, terapia mais segura, comparada ao implante celular, e
apresentar baixa imunogenicidade (GUNAWARDENA et al., 2019). Nesse contexto,
em estudos com MC-CTMs topico em cicatrizacao de feridas em ratos, saudaveis e
diabéticos, e em porquinhos da india verificaram melhora cicatricial em feridas
padronizadas de até 2cm, além da vantagem da aplicacao tépica em relacéo a injetavel
(ANSARI, 2013; GAO et al., 2020; JOSEPH et al., 2020; PAYUSHINA et al., 2018;
RONG et al., 2019; SABZEVARI et al., 2020; YANG et al., 2020).

Na oftalmologia, 0 uso do MC-CTMs pode promover tratamento eficaz do olho
seco em humanos, suprimindo a inflamacgéo, a apoptose celular, estimulando a
secrecdo lacrimal e promovendo a proliferacéo celular epitelial da cérnea; contudo,
até o presente momento ndo existem estudos clinicos sobre o tratamento com MC-
CTMs na doenca do olho seco em cées (ZHANG et al., 2023). Deste modo, justifica-
se a necessidade de desenvolvimento de estudos clinicos objetivando aperfeicoar
novos meios possiveis de tratamentos com o MC-CTMs em relacéo a reparacao de
feridas, assim como a dose e efeito de MC-CTMs e na ceratoconjuntivite seca em

caes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Células tronco mesenquimais (CTMs) e seu secretoma

As CTMs sédo células de origem embrionaria mesodermal caracterizadas pela
sua extensa capacidade proliferativa e potencial de se diferenciar em varias
linhagens mesenquimais, sendo originarias primariamente na medula 6ssea com
funcao reparadora e imunomoduladora de tecidos (CAPLAN; DENNIS, 2006).

Inicialmente acreditava-se que os efeitos terapéuticos das CTMs apds o
transplante fossem mediados pela migracado destas para os locais de lesédo, seguido
de integracdo ao tecido danificado e diferenciacdo em células especializadas; no
entanto, a comprovacéo da capacidade das CTMs em alterar o microambiente por
meio da secrec¢éo de fatores de crescimento e citocinas tem sido apontado como o
fator que mais contribui para seu potencial terapéutico (PHINNEY et al., 2015).

Assim, foi proposto que as CTMs exercem um papel importante de
imunomodulacdo em diferentes tipos de células tais como neutrdfilos, mondcitos,
basofilos, células T e B, embora tal processo ainda ndo esteja completamente
elucidado; sabe-se que tais efeitos ocorrem pela interacdo de contato entre células e
também pela producéo de fatores biologicamente ativos como fatores de crescimento
e citocinas modulados pelas células inflamatérias e por células do tecido lesionado
(KYURKCHIEV, 2014).

Os diferentes efeitos terapéuticos das CTMs sdo dependentes do
microambiente que se encontram, indicando que essas células necessitam de
estimulo para desencadear sua resposta envolvendo complexa rede de comunicacéo
celular (PHINNEY et al., 2015).

Desta forma, para exercerem sua funcéo, as CTMs precisam ser ativadas por
citocinas pro-inflamatorias, como o fator de crescimento transformador alfa (TNF-a) e
interferon gama (INF-y), produzidas por células do sistema imune inato como
macroéfagos e neutrofilos (BERNARDO; FIBBE, 2013). Apos o estimulo, as CTMs séo
capazes de autorregular os fatores da cascata da inflamacéao, incluindo as citocinas
pro-inflamatérias: interleucinas- 1B, fator de necrose tumoral-a, interferon-y, oxido
nitrico sintaxe, indoleamina, entre outros. Estes efeitos anti-inflamatorios podem ter
influéncias profundas no ambiente tecidual local, modulando o processo de
reparacao tecidual (BERNARDO; FIBBE, 2013).

Adicionalmente, essas células também secretam fatores de crescimento que
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promovem a efetiva revascularizagdo tecidual expressando fatores pro-
angiogénicos, como a angiopoetina-1 (Ang-1), o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento de fibroblastos 2 e 7 (FGF-2, FGF-7) e o ativador do plasminogénio
tecidual (PAt) (CAPLAN; DENNIS, 2006).

Além de promover a angiogénese, as CTMs secretam fatores anti- apoptoticos
e fatores de crescimento que aumentam a regeneracédo das células lesadas, além de
estimularem a proliferacdo e diferenciacdo de células precursoras enddgenas em
diversos tecidos (CHEN et al., 2008).

2.2 Terapia celular na cicatrizacao de feridas

A cicatrizacdo de uma ferida é um processo complexo que envolve migracédo
celular, inflamacéo, angiogénese, formacao de tecido de granulacéo, reepitelizacao
e remodelacdo da matriz extracelular (JOSEPH et al., 2020). Deste modo, a
cicatrizacdo € subclassificada em trés fases: inflamatéria ou de hemostasia,
proliferativa e de remodelamento (WANG et al., 2018).

A partir do momento do estabelecimento ferida inicia a fase inflamatoria, ou
de hemostasia, que perdura de 6 a 12 horas, na qual o objetivo principal é conter
0 sangramento excessivo e preparar o leito da ferida para receber as células que irdo
atuar na progressao da lesdo (BALSA; CULP, 2015). Na fase inflamatéria, também
ocorre liberagcdo de quimioatrativos e fatores de crescimento pelas plaquetas, as
quais participam do recrutamento de células que possuem papel importante no
processo cicatricial (BALSA; CULP, 2015).

Apés a primeira etapa, a ferida evolui para a fase de reparacédo com producéo
de tecido de granulagcéo formado concomitantemente a outros processos, tais como
reepitelizacdo, imunomodulacéo e neovascularizacdo (RODRIGUES et al., 2019). A
fase proliferativa geralmente tem duracdo de 3 a 12 dias apos estabelecimento da
lesé@o e as principais células envolvidas séo os fibroblastos, os quais desenvolvem o
tecido de granulacdo e a matriz celular para a contracado da ferida e suporte dos
novos vasos sanguineos (BALSA; CULP, 2015; RODRIGUES et al., 2019).

A fase de remodelamento, etapa final da cicatrizacdo, perdura de 7 dias até
meses/anos apos a lesédo e caracteriza-se pelo desenvolvimento de novo epitélio e
cicatrizacdo final (BALSA; CULP, 2015; VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009). O
principal evento dessa fase é a deposicao e organizacao de coldgeno com regressao
da neovascularizagéo, para subsequente substituicdo do tecido de granulagéo por
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tecido cicatricial (RODRIGUES et al., 2019).

Nesse contexto, o uso de CTMs tem se mostrado vantajoso quanto a
velocidade e qualidade de cicatrizacdo, principalmente nas lesées mais complexas
(SOMAL et al., 2017). Além disso, sabendo que a principal acdo das CTMs acontece
devido liberagdo de seus bioativos, denominado secretoma, o uso do MC-CTMs
torna-se uma alternativa viavel no tratamento de feridas (JOSEPH et al., 2020).

Desta forma, estudos com MC-CTMs na cicatrizacdo de feridas em modelos
animais de laboratério demonstraram melhora cicatricial em feridas padronizadas,
sendo a forma de aplicagéo topica mais vantajosa em relagcéo a injetavel (ANSARI,
2013; GAO et al., 2020; JOSEPH et al., 2020; PAYUSHINA et al., 2018; RONG et al.,
2019; SABZEVARI et al., 2020; YANG et al., 2020), porém ainda ndo existem estudos

clinicos considerando o efeito dose-resposta e desenvolvidos em céaes.

2.3 Terapia celular na ceratoconjuntivite seca

2.3.1 Ceratoconjuntivite seca em caes

O filme lacrimal pré corneal é responsavel por manter a qualidade da
superficie ocular levado oxigénio para a cérnea avascular, removendo debris
celulares, protegendo a cornea de microrganismos e realizando a lubrificacé@o entre as
palpebras e a superficie ocular (ZHOU et al., 2013). Deste modo, a lagrima &
composta de uma camada mucoaquosa e outra lipidica, sendo a funcionalidade das
duas importante para manter a boa qualidade de visdo do cao (GELATT, 2021).

A camada de mucina é secretada pelas células caliciformes da conjuntiva
ocular, e se mistura com a constituindo a camada aquosa, que € secretada
aproximadamente 70% pela glandula lacrimal principal e 30% pela glandula lacrimal
da terceira péalpebra, formando uma camada mucoaquosa que € responsavel por
levar oxigénio, glicose e agua para a superficie corneal e também eliminar
metabalitos, detritos e bactérias, tendo por composicédo 98,2% de agua e 1,8% de
sélidos (pincipalmente proteinas) (GELATT, 2021). A camada mais externa é a
lipidica, a qual é secretada pelas glandulas de meibdmio e responsavel por reduzir a
evaporacao aquosa, proporcionando maior estabilidade ao filme lacrimal (ZHOU et
al., 2013).

A ceratoconjuntivite seca (CCS), ou sindrome do olho seco em cées, € a
doenca que altera uma ou mais partes do filme lacrimal pré corneal e pode ser
classificada em dois subtipos: quantitativo ou qualitativo (IWASHITA et al., 2023).

A forma quantitativa € caracterizada pela diminuicdo da producdo aquosa do filme
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lacrimal, podendo ocorrer por diferentes origens (imunomediada, metabdlica,
traumatica ou neurogénica), sendo a imunomediada a mais frequente, na qual as
glandulas sofrem processos inflamatérios e sdo substituidas por tecido fibroso,
diminuindo assim sua funcéo (DE OLIVEIRA; WILSON, 2019).

Adicionalmente, a forma qualitativa caracteriza-se pela alteracao na qualidade
da lagrima, quando ha diminuicdo de secrecao de mucina ou lipidio, gerando assim
instabilidade do filme lacrimal (DODI, 2015). A forma mista, terceiro subtipo, é
descrito quando ambas a producdo e a qualidade da lagrima estdo alteradas
(IWASHITA et al., 2023).

2.3.2Diagndstico

Vérios testes diagnosticos sao utilizados no diagnéstico da CCS, sendo os
principais descritos abaixo relatados:

2.3.2.1 Teste lacrimal de Schirmer - 1

A CCS quantitativa é principalmente diagnosticada pelo teste lacrimal de
Schirmer do tipo 1 (TLS-1), o qual consiste na colocacdo, sem anestesia topica, de
0,5cm de uma fita de papel absorvente padronizado no saco conjuntival inferior e
afere-se a quantidade de lagrima basal e reflexa que o cado produz em mm/min
(NASCIMENTO et al., 2023). Caracteriza-se CCS grave nos valores < 5 mm/min,
entre 6 — 10 mm/min como CCS moderada e entre 11 — 14 mm/min considera-se
CCS discreta ou subclinica; a producéo lacrimal normal é descrita como = 15 mm/min
(NASCIMENTO et al., 2023).

2.3.2.2 Meniscometria

O menisco lacrimal é um reservatorio no saco conjuntival inferior que acomoda
0 excesso de lagrimas para a formacgéo da lagrima, durante o lacrimejamento reflexo
e em humanos foi relatado que esse reservatério pode conter de 75% a 90% do
volume lacrimal aquoso (DOGRU et al., 2006).

Na sindrome do olho seco, o volume do menisco lacrimal é diminuido se
comparado ao de pacientes humanos que nao apresentam deficiéncia lacrimal; sendo

assim, a meniscometria também € um pardmetro diagnéstico para a variacdo
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quantitativa da doenca (MAINSTONE; BRUCE; GOLDING, 1996).

Uma alternativa para a avaliacdo do menisco lacrimal, sem a limitagdo da
mensuracao do volume, é a utilizacdo de aparelhos que realizam padréo de reflexao
interferométrica no espaco entre a palpebra inferior e a cornea para estimar o volume
lacrimal; estes valores, na oftalmologia médica, em humanos saudaveis podem variar
entre 0,2 e 07 mm e em cées saudaveis estima-se valores em 0,53 + 0,11mm
(DOUGHTY et al., 2002; PERUCCIO et al., 2020).

2.3.2.3 Teste de osmolaridade lacrimal

A osmolaridade da lagrima é caracterizada pela quantidade de solutos dentro
do componente aquoso lacrimal em mOsm/L e tem sido amplamente utilizada como
ferramenta diagndstica na doencga do olho seco em humanos; contudo em cées ainda
néo € utilizada como rotina (LAMKIN et al., 2020). A hiperosmolaridade lacrimal tem
sido associada a deficiéncias lacrimais e/ou processos inflamatorios oculares, os
quais atuam ressecando os olhos de humanos, coelhos e cdes (BRON et al., 2017;
LAMKIN et al., 2020).

Foi validada a utilizacdo de um dispositivo descartavel (TearLab®) para a
mensuracdo da producédo de lagrima baseada na osmolaridade lacrimal coletada
diretamente do menisco lacrimal, porém foi relatada dificuldades na utilizacdo devido

ao peqgueno volume do menisco em cdes com CCS (SEBBAG et al., 2017).

2.3.2.4 Tempo de ruptura do filme lacrimal

O tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL), ferramenta utilizada para o
diagnostico da CCS qualitativa, avalia a instabilidade evaporativa da lagrima na
oftalmologia médica e veterinaria (PALMER; RAMOS; RODRIGUEZ GALARZA,
2021).

O teste consiste em avaliar, ap0s a aplicacdo de corante de fluoresceina, o
tempo desde que as palpebras sdo mantidas abertas até o aparecimento de uma
mancha seca na superficie corneal; em caes saudaveis ocorre no tempo igual ou
superior a 20 segundos ao passo que em caes com CCS qualitativa normalmente <
5 segundos (SAITO; KOTANI, 2001).

Atualmente pode-se mensurar a evaporacdo da lagrima com o tempo de
ruptura do filme lacrimal com auxilio do método de disco de Placido, ou seja,

utilizando aparelhos que projetam discos na superficie corneal e medem o tempo
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para quebra ou distor¢cdo das linhas dos discos, como 0 OSA-VET® (SBM Sistemi,
ltalia) (SRIDHAR; TRIPATHY, 2023).

2.3.2.5 Meibografia

As glandulas de meibdmio sédo responsaveis pela producéo lipidica do filme
lacrimal e possuem a funcao principal de estabilizacdo da parte aguosa da lagrima,
impedindo a sua rapida evaporacédo (KNOP et al., 2011). A disfuncéo da glandula de
meibdmio (DGM) é caracterizada por uma alteracdo crbnica das glandulas por
obstrucdes ductais, atrofia do tecido glandular, encurtamento, dilatagdo e/ou perda
total de tecido acinar cuja prevaléncia em cées ainda é pouco relatada (NELSON et
al., 2011).

Na avaliagdo das glandulas e diagnostico da DGM, atualmente, pode ser
realizada a meibografia sem contato com a péalpebra do paciente, onde seré avaliada
a morfologia das glandulas de meibdmio por iluminacdo infravermelha da placa
tarsal, sendo bem tolerada por humanos e cées (KITAMURA et al., 2019; VINAS et
al., 2019).

2.3.2.6 Interferometria lacrimal

A camada lipidica do filme lacrimal pode ser estimada por interferometria, a
gual avalia a cinética da camada oleosa da lagrima e oferece informacdes sobre a
espessura e fluidez desta no filme lacrimal; as camadas lipidicas mais espessas
mostram padrdes ondulatérios e as camadas mais finas sdo mais homogéneas
(WISE; SOBEL; ALLEN, 2012). King-Smith et al. (2010) relataram que a composigao
da camada lipidica pode estar mais relacionada com o rapido tempo de evaporacdo
guando comparado com a sua espessura. Sendo assim, nota-se a significante relagéo

entre os graus de interferometria associados com a DGM (VINAS et al., 2019).

2.3.2.7 OSA-VET®

Devido a necessidade de aparelhos que avaliassem fatores de qualidade da
superficie ocular em medicina veterinaria, a empresa SBM Sistemi® (Torino, Italia)
desenvolveu um dispositivo que permite avaliar o filme lacrimal e o microambiente

superficial do olho com testes de: videointerferometria para andlise da espessura e
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dindmica da camada lipidica, além do tempo de ruptura do filme lacrimal; mensuracéo
do menisco lacrimal; avaliagdo da topografia corneal por disco de Placido; e
meibografia por luz infravermelha para avaliacdo das glandulas de meibémio
(PERUCCIO et al., 2020).

Todos os testes sao realizados sem contato com o paciente, ndo necessitando
de colirios anestésicos ou corantes especificos e o aparelho foi testado em cées,
gatos, coelhos e cavalos de forma inicial; porém, sugerem que as avaliagcbes podem

ser realizadas em qualquer tipo de paciente cooperativo (PERUCCIO et al., 2020).

2.3.3 Fisiopatologia da CCS

Tanto em cdes quanto em humanos, o olho seco por deficiéncia aquosa é
causado geralmente por uma deficiéncia de atividade das glandulas lacrimais,
gerando assim uma diminui¢cdo na producdo lacrimal (HISEY; GALOR; LEONARD,
2023).

No entanto, existem diversas causas que podem levar a CCS como traumas,
doencas neuroldgicas, doencas metabdlicas, toxicidades medicamentosas e excisdo
do tecido glandular; contudo, a principal causa relatada é o comprometimento das
glandulas lacrimais, causado cronicamente pelo ataque do sistema imunolégico
(LEONARD et al., 2019).

Devido a cronicidade da doenca, os caes sao levados para atendimento com
sinais clinicos mais avancados que o0s descritos em humanos, tais como
hiperemia, irritacdo ocular, secrecdo de aspecto mucopurulento e até doencas
secundarias corneais como neovascularizacdo e pigmentacdo (HISEY; GALOR;
LEONARD, 2023).

2.3.4Tratamento da CCS

O tratamento convencional é realizado por aplicacdo topica de lagrimas
artificiais e imunomoduladores, sendo que em alguns casos se faz necessario o uso
de anti-inflamatorios (BITTENCOURT et al., 2016; VILLATORO et al., 2015). Deste
modo, a melhora da inflamacao acontece devido inibicdo da atividade da calcineurina
e, consequentemente, a desfosforilacdo do fator nuclear da proteina das células T
ativada, um fator de transcricdo necessario para a expressao de citocinas
inflamatorias, que diminui os sinais inflamatorios e exerce sua atividade
imunossupressora (VOITENA et al., 2018).
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Porém, todos os tratamentos estabelecidos atualmente agem nos sinais
clinicos sem tratar diretamente a doenca, sendo assim, novas terapias sao
necessarias para além do tratamento sintomatico (MITTAL; PATEL; GALOR, 2021).
Como alternativa, existem estudos que utilizaram a aplicacdo perilacrimal de CTMs
alogénicas, apresentando resultados igualmente satisfatérios ao tratamento
convencional na CCS em caes (BITTENCOURT et al., 2016; VILLATORO et al.,
2015).

Estudos também apontaram resultados favoraveis no tratamento do olho seco
induzido em ratos com MC-CTMs, melhorando significativamente o tecido epitelial da
cornea e reduzindo citocinas pro inflamatoérias, tais como TNF- a, proteina
guimioatraente de mondcitos 1 (MCP-1), proteina inflamatoéria de macrofagos 1 a
(MIP-1 a) e interleucina 6 (IL-6) (BERMUDEZ et al., 2015; SENDON-LAGO et al.,
2019).

Além disso, tem sido demonstrado que o MC-CTMs contém fatores como
TIMP-1, TIMP-2, FGF6, FGF7, HGF e receptor de uroguinase (UPAR) os quais sao
bioativos que causam regeneracao epitelial da cornea além de inibirem a apoptose
celular (BERMUDEZ et al., 2015; SENDON-LAGO et al., 2019).

2.4 Meio condicionado de CTMs e as vantagens da terapia

livre de células

O meio condicionado (MC), ou secretoma, refere-se ao meio em que as CTMs
foram cultivadas e estudos tem focado na aplicagéo clinica do MC devido a presenca
de fatores solUveis e/ou vesiculas extracelulares contendo proteinas, peptideos e
fatores de crescimentos em sua composicao (CHANG et al., 2013; TIMMERS et al.,
2008).

Esses fatores que foram secretados pelas CTMs apresentam propriedades
terapéuticas, podendo ser tdo eficaz quanto ao proprio transplante das proprias
células correspondentes em distintos modelos animais (EIRO et al., 2014; VIZOSO
etal., 2017; ZHOU et al., 2013).

O uso de terapias livres de células, mas contendo os fatores secretados pelas
CTMs em medicina regenerativa, oferece vantagens importantes sobre as terapias
baseadas em células-tronco, incluindo considera¢fes de seguranca associadas ao
transplante de populacbes de células vivas e proliferativas como compatibilidade
imunologica, tumorigenicidade, formacdo de émbolos e transmissdo de infecOes
(IONESCU et al., 2012).

O uso de secretoma de CTMs é mais econdmico e préatico para aplicacado
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clinica, uma vez que evita procedimentos de coleta de células e sua produgdo em
massa € possivel usando linhagens celulares sob condi¢cdes laboratoriais
controladas, fornecendo uma fonte conveniente de fatores bioativos (OSUGI et al.,
2012).

O tempo, custo de expansdo e manutencao de células-tronco cultivadas séo
reduzidos, podendo estar imediatamente disponiveis para o tratamento e o produto
bioldgico obtido para aplicacdes terapéuticas pode ser modificado para os efeitos

celulares especificos desejados (VIZOSO et al., 2017).

2.5 Biomateriais como excipientes para meio condicionado

2.5.1 Hidrogel e alginato

O hidrogel € uma substancia ndo adesiva composta grande parte por agua,
gue quando utilizado como curativos em feridas oferece um ambiente imido e néo
aderente para o processo de cicatrizacdo (FRANCESKO; PETKOVA; TZANOV,
2019). Alginatos sdo biopolimeros provenientes de algas marinhas, comumente
utilizados em conjunto com hidrogéis na cicatrizacdo de feridas, devido sua
biocompatibilidade e propriedades de retencdo de liquidos (BRUMBERG et al.,
2021).

Ambos excipientes citados acima ja foram relatados como cicatrizantes
interessantes em feridas de pele e como eficientes carreadores de produtos
bioldgicos, tais como células-tronco e meio condicionado, promovendo liberacdo
prolongada dos fatores de crescimento e citocinas (BRUMBERG et al.,, 2021;
FRANCESKO; PETKOVA; TZANOV, 2019; SABZEVARI et al., 2020; ZHANG;
ZHAO, 2020).

2.5.2 Quitosana e quitina

A quitosana € um polissacarideo linear desacetilado derivado da quitina,
frequentemente obtido de artrépodes, geralmente sob a forma de particulas, flocos
ou po6, podendo ser projetados em estruturas como géis, membranas, nanofibras,
nanoparticulas ou esponjas (SMIRNOVA et al., 2019; ZUBILLAGA et al., 2020).

Além disso, suas propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade,
ndo toxicidade, capacidade anti-inflamatéria, adesdo, protecdo antibacteriana e

neuronal fazem da quitosana um produto promissor para a incorporacao de fatores
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de crescimento (HAMEED et al., 2022).

Sendo um dos poucos polissacarideos naturais poli-catibnicos, a quitosana
possui varias interacdes eletrostaticas que podem ser exploradas na fabricacdo de
biomateriais, de acordo com a forma necessaria para servir como suporte na
regeneracao tecidual (GUAN et al., 2020).

Visto isso, resultados experimentais j& demonstraram que as nanoparticulas
de quitosana tiveram impacto positivo em propriedades estruturais, permitindo a
liberacdo continua de fatores de crescimento para estimular a proliferacdo de
fibroblastos (AZIZIAN; HADJIZADEH; NIKNEJAD, 2018).

2.5.3 Hialuronato de sdédio

O hialuronato de sédio (HS) € um glicosaminoglicano linear, ndo sulfatado,
composto por unidades repetidas de acido D-glucurdnico e unidades de N-acetil-D-
glusocamina, que vem se destacando desde a década de 90 como bom excipiente
ocular (SHIMMURA et al., 1995). Apresenta devido sua permeacdo intraocular
aprimorada, tempo de retencdo aquosa mais longo, alta estabilidade fisioldgica,
biocompatibilidade inerente e biodegradabilidade (CASEY-POWER et al., 2022;
SHIMMURA et al., 1995).

Os efeitos benéficos do HS na concentracdo de 0,15% como melhora da
superficie ocular, estabilidade do filme lacrimal e sinais clinicos do olho seco ja foram
elucidados tanto em humanos quanto em céaes, tendo ainda melhora significativa se
o colirio de HS for suplementado com outros agentes terapéuticos (YANG et al.,
2021).

2.5.4 Heparina e sulfato de heparina

A heparina e o sulfato de heparina sdo glicosaminoglicanos (GAGs) que
consistem em unidades repetidas de acido hexatdnico sulfonado (1,4)-D-
glucosamina (MOHAMMADI et al., 2019). A heparina pode ser sintetizada e
armazenada nas células, enquanto o sulfato de heparina esta predominantemente
presente na matriz extracelular de células e tecidos (GUAN et al., 2020).

A heparina possui capacidade de interacdo com diversos fatores de
crescimento os quais possuem afinidade com seu dominio de ligacao; essa afinidade
retarda a difusdo e degradacdo enzimatica dos fatores de crescimento,

potencializando, desse modo, suas fungdes biolégicas (CHOI et al., 2016).
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2.5.5 Dextrano

O dextrano € um polissacarideo de alto peso molecular, que pode ser extraido
de diferentes microrganismos (GUAN et al, 2020). Por possuir boa
biocompatibilidade, Zhang et al. (2019) obtiveram resultados satisfatérios quando
estabeleceram uma juncéo de dextrano com poli (acido latico-co- acido glicolico) em
microesferas, para a entrega de fatores de crescimento endotelial vascular para fins

terapéuticos de neovascularizagéo.

2.5.6 Celulose e carboximetilcelulose

A celulose é o polimero de fonte renovavel mais amplamente disponivel na
natureza, obtido a partir da parede celular secundaria das células vegetais,
correspondendo aproximadamente 20% a 30% do peso seco das células (HASNAIN;
NAYAK, 2019). A estrutura fundamental das macromoléculas de celulose € o glicano
e seus derivados semissintéticos tem ampla aplicacdo em areas como cosmeéticos,
farmacia, membranas de dialise e biossensores (AMSDEN, 2015).

No que se refere ao controle de fatores de crescimento, um estudo
demonstrou melhora na capacidade de inducédo de oligodendrécitos utilizando um
veiculo de hidrogel injetavel com HS e metilcelulose, se comparado ao grupo controle
(TAM; COOKE; SHOICHET, 2012). Além disso, estudos ja demonstraram melhora
similar no quadro de olho seco leve a moderado em humanos em grupos
experimentais que utilizaram colirio de HS a 0,1% ou carboximetilcelulose (CMC) a
0,5% (LEE et al., 2011).

3 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo do MC-CTM apresenta-se promissor na reparacgao tecidual, tanto
em feridas quanto em superficie ocular, principalmente em ratos. Entretanto, ainda
nao ha estudos de conhecimento dos autores que demonstre essa eficacia em caes.
A literatura sugere que limitacdes no uso de agentes bioativos, como carreamento
dos fatores de crescimento, podem ser melhorados com o0 uso de excipientes
eficazes. Ainda ndo € de conhecimento estudos que sugiram doses proteicas
minimas de MC-CTMs, vias de aplicacdo ou frequéncia nos tratamento. Sendo assim,
abre-se espaco para novos estudos que foquem nessas diretrizes para terapias em



29

pequenos animais.
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HISTOMORPHOMETRICAL ASSESSMENT OF CELLULARITY AND COLLAGEN
IN WOUNDS OF RATS TREATED WITH CONDITIONED MEDIUM FROM
MESENCHYMAL STEM CELLS

ABSTRACT

Considering important mesenchymal stem cell’'s (MSC) paracrine activity, studies have
evaluated conditioned medium (MSC-CM) obtained from cell culture as topical
treatment in wound healing. However, the minimum protein dose required to enhance
wound healing has not yet been defined, nor the frequency of use. The present study
evaluated histopathological performance for cellularity and collagen fibers of MSC-
CM derived from adipose canine cells at three different concentrations of 35 adult’s
rats experimental wounds measuring 3 cm in diameter. The hypothesis that it would
enhance wound healing in dose-response manner. Conversely, wounds that received
daily treatment with sodium alginate- based hydrogel (AH) formulation alone or
enriched with 5, 10 and 20% MSC-CM and non-treated wounds demonstrated similar
performance for collagen and cellularity. To the knowledge of the authors, this is the
first in vivo experiment with low dose of MSC-CM in wound healing. Under the
conditions of the present study, 5, 10 and 20% MSC-CM concentration were similar

considering cellularity and collagen in wound healing in rats.

Keywords: secretome, growth factor, fibrosis, histopathological, hydrogel- alginate.



39

1 INTRODUCAO

A cicatrizacao de feridas é um dos processos mais desafiadores e complexos,
a qual se caracteriza por trés fases distintas: a inflamatéria ou de hemostasia, a de
proliferacéo e a fase de remodelamento [1,2]. Cada uma dessas envolve marcadores
biolégicos especificos e sinalizadores celulares que desempenham ag¢des cruciais
na reparacao tecidual [1]. No entanto, vérios fatores, como doengas metabdlicas pré
existentes, infec¢des, estado nutricional desfavoravel e uso de medicamentos,
podem interferir ou atrasar o progresso da cicatrizagéo [3].

Existem evidéncias dos efeitos terapéuticos da terapia celular, que objetiva
regenerar e restaurar as funcdes teciduais, e as células-tronco mesenquimais (CTM)
derivadas de tecido adiposo sao eficazes em melhorar a cicatrizagdo em feridas [4].
Entretanto, sabe-se que as células destinadas ao local de a¢cdo ndo sobrevivem por
muito tempo, e seu principal beneficio terapéutico ocorre pelos importantes fatores
bioativos produzidos e liberados [5].

As CTM séo capazes de produzir concentrado proteico, em seu meio de
cultura, rico em fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas com potencial de
enriqguecer o microambiente de uma lesdo [6]. Isto posto, a utilizagdo do meio
condicionado proveniente das CTM (MC-CTM) prop&e um método alternativo ao uso
de terapia celular convencional, apresentando vantagem na facilidade de transporte
e aplicacao, visto ser um produto livre de células e, ao contrario da terapia celular
convencional, ndo associado a carcinogénese [7-9].

Estudos prévios ja demonstraram que a utilizacdo tdpica de MC-CTM
efetivamente melhorou a cicatrizagdo de feridas em roedores [6,10-13,21].
Entretanto, ndo ha descricdo metodolégica da concentracdo proteica minima
necessaria para efetiva atividade biolégica, a qual permanece desconhecida.
Cicatrizes hipertroficas sdo formadas devido a um processo aberrante da
cicatrizacdo, apresentando prolongamento das fases de proliferacdo e
remodelacdo, levando a produgdo excessiva de colageno [14]. Alguns estudos
descreveram reducao na hipertrofia cicatricial em grupos tratados com CTM
comparado ao controle [15-18]. No entanto, ainda existe caréncia de estudos clinicos
realizados comparando essas variaveis nos tratamentos com MC-CTM e HA.

O presente estudo tem por objetivo avaliar por histomorfometria a celularidade
e formagcdo de coldgeno apOs terapia tépica diaria com MC-CTM em trés
concentracdes distintas (5, 10 e 20%) em veiculo de hidrogel e alginato (HA), de

forma comparada ao tratamento padréo (HA puro) e controle em feridas experimentais
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de ratos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencdao do meio condicionado e manipulagdo do
produto topico

O produto topico utilizado neste estudo tem como principio ativo o MC-CTM
obtido por meio de cultura celular sob privacdo de nutrientes de tecido adiposo
canino, proveniente de gordura visceral periovariana de cadelas (depdsito de patente
cédigo BR 10 2022 016233-6). Para validacdo das substancias presentes no
concentrado proteico, foram identificados por meio de espectrometria de massa o
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento transformador
beta (TGF-B), interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8) e proteinas ligantes do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGFPB).

O MC-CTM foi acrescido em hidrogel com alginato de sédio a 2% e &cido
ascorbico a 0,1% nas propor¢des de 5%, 10% e 20%, denominados MC5, MC10 e
MC20. Sendo 2 mg/ml a concentragao proteica total do MC- CTM puro, os produtos
finais contém, respectivamente, 100 ug/ml, 200 pg/ml e 400 pg/ml de concentrado

proteico.

2.2 Animais

Trinta e cinco ratos da espécie Rattus norvergicus variedade albinus, machos,
com 45 dias, sadios, pesando em média 200 g, foram obtidos do Biotério Central da
UNESP Botucatu e mantidos em gaiolas individuais com alimento e agua ad libitum
até completa ambientacdo. O projeto obteve aprovacdo do comité de ética local
(protocolo CEUA 0083/2022).

2.4 Feridas experimentais

Os animais foram submetidos a analgesia com morfina (2 mg/kg), e anestesia
dissociativa com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), todos por via
intramuscular. A seguir, os animais foram submetidos a tricotomia, antissepsia com
clorexidine degermante 2% e clorexidine alcodlico a 0,5%, e realizadas feridas
padronizadas com punch cirdrgico circular de 3 cm de diametro na regido

interescapular.
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2.5 Grupos experimentais e tratamentos

Os cinco grupos foram constituidos aleatoriamente por sete ratos cada. Todos
0S animais receberam limpeza diaria da ferida com solucéo fisiolégica 0,9% e
aplicacéo tépica de fina camada de tratamento de acordo com seu grupo, de forma
asséptica. Os grupos experimentais MC5, MC10 e MC20 receberam MC-CTM nas
concentracfes de 5, 10 e 20% em veiculo de hidrogel e alginato, respectivamente. O
grupo HA foi tratado apenas com hidrogel com alginato de sodio. O grupo controle
(GC) foi submetido apenas a limpeza diaria com soluc¢éo fisiol6gica 0,9%. Todos os
tratamentos, com excec¢ao do GC, foram realizados em modalidade cega ao tratador
e avaliador. Os produtos foram armazenados sob refrigeracdo (1-4 °C) e utilizados

em até 6 meses desde a data de fabricacao.

2.6 Obtencdo das amostras e avaliacdo histopatoldgica

No décimo dia de tratamento, os animais foram submetidos a anestesia com
cetamina (100 mg/kg) e xilazina (13 mg/kg), e analgesia com morfina (3 mg/kg/IM).
Apds remocéo da crosta, quando presente, a area residual da ferida de cada rato foi
colhida cirurgicamente. Ato continuo, o animal foi submetido a eutanasia via
aprofundamento do plano anestésico com mascara de isofluorano e injecéo
intracardiaca de KCI na dose de 150 mg/kg.

As amostras foram seccionadas de forma longitudinal em sua por¢cdo média
juntamente com a transicdo para pele saudavel, fixadas em formaldeido a 10%
tamponado durante 72 horas e, posteriormente, mantidos em &lcool 70%. Apds
procedimento padrdo de técnica histolégica, foram submetidas a incluséo em
parafina. Secbes com espessura de 4um foram cortadas, montadas em laminas
histol6gicas, desparafinizadas e processadas para os diferentes métodos de
coloracéo.

Para analise morfologica da celularidade, as laminas foram coradas pelo
meétodo de hematoxilina e eosina (HE). Além disso, foi realizada coloracao tricrémico
de Masson para avaliacdo da fibrose. Todas as amostras foram analisadas em 5
campos aleatérios em cada lamina no microscépio Olympus BX 57® associado a
Camera Olympus DP73® no aumento de 40x e associado ao software AVSoft
BioView 5 Spectra Module® Os resultados foram expressos em area (um?) de
presenca das estruturas selecionadas para analise, sendo celularidade ou fibrose,

sempre pelo mesmo avaliador.
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2.7 Analise estatistica
Os resultados das areas avaliadas foram submetidos a técnica de analise de
variancia (ANOVA) paramétrica para o modelo de medidas repetidas em grupos

independentes, complementada com o teste de comparacfes multiplas de Tukey. O
nivel de 5% de significancia foi adotado em todas as analises.

3 RESULTADOS
Em relacdo a celularidade total das amostras analisadas, apenas o grupo

tratado com HA apresentou maior celularidade em relagdo ao GC (p>0,05), porém

foi similar aos demais grupos tratados com meio condicionado.
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Figura 1. Area em pm? da presenca de celularidade em feridas de ratos no D10.

Legenda: HA- tratamento topico com hidrogel-alginato. MC5, MC10 e MC20 - tratamento com
MC-CTM a 5%, 10% e 20%, acrescido em HA, respectivamente. Sobrescritos - letras iguais ndo

diferem entre si (p > 0,05).

Na avaliacdo morfométrica da presenca total de fibras de coldgeno, os grupos
tratados com HA e MC10 apresentaram maior numero de fibras por area da lamina
em comparacao ao GC e MC5; entretanto, o MC20 nao diferiu dos demais grupos

analisados.
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Figura 2. Area em um? da presenca total de fibras de colageno em feridas de ratos
no dia 10 do pés-operatorio.
Legenda: HA- tratamento tépico com hidrogel-alginato. MC5, MC10 e MC20 - tratamento com MC-CTM

a 5%, 10% e 20%, acrescido em HA, respectivamente. Sobrescritos - letras iguais ndo diferem entre
si (p > 0,05)

Associando a morfometria da maior area, o grupo tratado apenas com HA foi
superior tanto na celularidade quanto em fibras coldgenas comparado ao GC, porém

nao diferiu se comparado conjuntamente com MC10 e MC20.

4 DISCUSSAO

A analise histomorfométrica de feridas foi avaliada neste estudo utilizando
diferentes concentra¢cdes do MC em veiculo de hidrogel-alginato, durante a fase de
reparacao proliferativa. No presente estudo, assim como descrito por Sabzevari et
al. (2020), com metodologia comparativa similar da acdo do HA isolado e do
enriquecido com MC a 50% na cicatrizag&o de feridas em ratos, os grupos tratados
nao apresentaram diferengas entre si em relacdo a presenca de celularidade no
momento avaliado (D10), porém apresentaram uma maior concentragao celular se
comparados ao GC.

Anélogo a Liang et al. (2021) e Xu et al. (2023), que avaliaram a cicatrizacao
de feridas comparando origens diferentes de MC, os grupos tratados com adi¢do do
secretoma apresentou menor tempo de cicatrizacao total da ferida, aléem do aumento
da celularidade nas amostras tratadas em relagéo ao grupo controle.

Sendo assim, em relacdo a presenca de coldgeno nas amostras deste estudo
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em que os grupos tratados com HA e MC10 apresentaram maior quantidade de fibras
de colageno se comparados ao GC e MC5 e néo diferiram do MC20. Por sua vez,
Liang et al. (2021) ndo observaram diferenca significativa entre os grupos tratados
com MC de diferentes origens celulares, porém o0s grupos tratados apresentaram
maior concentracao de coldgeno em D9 se comparados ao grupo controle, portanto
proximo ao momento de avalia¢éo selecionado neste estudo.

A formacdo de cicatrizes hipertréficas é fortemente influenciada por eventos
pro-fibréticos e pela ativacao de fibroblastos, e esses processos essenciais podem
ser quantificados por meio da analise de deposi¢cdo de colageno pela coloracdo
tricromica de Masson [20]. Sugere-se que feridas tratadas com MC previnam a
formacdo de cicatriz hipertréfica, pois Hu et al. (2019) observaram que a ativacéo de
genes pro-fibréticos em feridas tratadas com MC-CTM em coelhos foi menor do que
ao grupo tratado apenas com DMEM (grupo controle); no entanto, uma limitagao no
nosso estudo foi a auséncia da realizagdo dessa analise molecular.

A principal diferenca entre a cicatriz normal e a hipertrofica € o excesso de
deposicdo de matriz extracelular pelos fibroblastos no processo de reparacao, ou
seja, a qualidade do rearranjo celular é tdo importante quanto a quantidade celular
presente no processo cicatricial, como por exemplo, o remodelamento de colageno
tipo 1l em tipo | [21]. Visto isso, a avaliacdo histopatoldgica qualitativa também pode
se fazer necessaria em estudos clinicos cicatriciais. A realizacdo da avaliacdo
qualitativa celular, associada a técnica de picrosirius, poderia fortalecer o
entendimento dos eventos reparadores que ocorrem durante o tratamento com MC

em diferentes concentracdes e HA [22].

5 CONCLUSAO

A celularidade total por histomorfometria foi similar nas feridas tratadas com
hidrogel-alginato puro ou enriquecido com MC-CTMs nas diferentes concentragdes
estudadas (5, 10 e 20%).

O tratamento padrdo com HA puro considerando a presenca total de colageno
foi similar aos acrescidos com MC10 e MC20, e superiores ao GC e MC5, sugerindo

maior efetividade em concentracfes maiores de meio condicionado.
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USE OF CONDITIONED MEDIUM FROM MESENCHYMAL STEM CELLS IN
KERATOCONJUNCTIVITIS SICCA IN DOGS

ABSTRACT

The conditioned medium derived from mesenchymal stem cells (MSCs), a protein rich
medium in growth factors, offers an innovative approach to keratoconjunctivitis sicca
(KCS), not related in dogs. The present study aims to evaluate and compare ocular
therapy using eye drops of MSC-CM with eye drops of tacrolimus 0,03% in 27 eyes
of dogs diagnosed naturally with KCS, considering clinical, corneal Cochet- Bonnet
esthesiometry, tear film break-up time, meibography, lacrimal film interferometry, non-
contact corneal topography, lacrimal meniscometry using OSA-VET® technology and
lacrimal osmometry using IPen® technology. In ocular topical application, differences
were observed between groups in the variables lacrimal Schirmer’s test, tear film
breakup time and corneal thickness; and between moments, differences were noted
in hyperemia, lacrimal Schirmer’'s test and non-contact tear film breakup time
parameters. Despite the conditioned medium-group (CMG) showing a trend of
improvement after treatment in these aspects of the ocular surface, it was still
insufficient to match the tacrolimus-group, indicating potencial use of conditioned
medium as an adjunctive treatment in KCS in dogs. Given the limited studies on
conditioned medium derived from MSCs use in KCS in dogs, we aim to contribute

with clinical results and explore this new therapeutic alternative.

Keywords: secretome, dry eye, growth factor, veterinary medicine, cellular therapy
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1 INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS), ou Sindrome do Olho Seco, € uma doenca
multifatorial caracterizada pela instabilidade e hiper osmolaridade lacrimal causando
sinais como inflamacéo, leséo na superficie ocular e alteracdes neurossensoriais. O
filme lacrimal € composto classicamente por duas camadas: a camada mucoaquosa,
produzida pelas células caliciformes e pelas glandulas lacrimais, responsavel pela
aderéncia do filme na cOrnea e por carrear oxigénio, glicose e 4gua para a superficie
corneal; e a camada lipidica mais externa produzida pelas glandulas de meibdmio e
responsavel por retardar a evaporacdo da parte aquosa e promover maior
estabilidade ao filme lacrimal 2.

A CCS pode ser classificada em dois subtipos: evaporativa ou por deficiéncia
aquosa 3. Deste modo, a evaporativa é caracterizada pela instabilidade do filme
lacrimal devido alteracdes na camada lipidica da lagrima e a CCS por deficiéncia
aguosa € caracterizada pela falta de producao/volume da camada aquosa da lagrima
4. O tratamento padrdo das CCS inclui administracdo tépica de lagrimas artificiais,
anti-inflamatoérios e imunomoduladores, porém novas terapias sdo necessarias para
cessar a etiologia e ndo apenas os sinais clinicos 4.

Nos caes, a glandula lacrimal principal e a da terceira palpebra séo
responsaveis por 70% e 30%, respectivamente, da producao da por¢do aquosa da
lagrima?. Sendo assim, dois trabalhos utilizaram aplicacdo perilacrimal de células
tronco mesenquimais (CTM) alogénicas apresentando resultados igualmente
satisfatérios ao tratamento convencional da CCS em cées >®.

As CTM séo capazes de produzir um concentrado proteico, em seu meio de
cultura, rico em fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas com potencial de
enriquecer o microambiente de uma leséo ‘. Sabendo-se isso, a utilizagdo do meio
condicionado proveniente das CTM (MC-CTM) prop6e um método alternativo a
terapia celular convencional, com vantagem no transporte e facilidade aplicacao,
além de ndo ser associado a carcinogénese 810,

Estudos também apontaram resultados favoraveis na qualidade da superficie
ocular em ratos tratados com MC-CTM, demonstrando melhora significativa no tecido
epitelial da cérnea e reduzindo citocinas pro inflamatérias como fator de necrose
tumoral a (TNF-a), proteina quimioatraente de monocitos 1 (MCP-1), proteina
inflamatéria de macréfagos 1 a (MIP-1 a) e interleucina 6 (IL-6) %12, Além disso,
demonstraram que o MC-CTM contém fatores como TIMP-1, TIMP-2, FGF6, FGF7,

HGF e receptor de uroquinase (UPAR), bioativos que promovem regeneracao
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epitelial da cérnea e inibem a apoptose celular 112, A instilacéo tépica ocular de MC-
CTM efetivamente melhorou a superficie ocular em roedores *3.

Este estudo inovador com o uso de MC-CTM tem por objetivo avaliar o
desempenho clinico e histopatolégico de terapia topica ocular do imunomodulador
tacrolimus 0,03% associado ao hialuronato de sédio a 0,15% (HS), e colirio de HS e
carboximetilcelulose 0,3% (CMC) enriquecido ou ndo com MC-CTM, de forma
comparativa em grupos de tratamento. A hipotese é que o MC-CTM promovera
qualidade melhor ou similar ao uso de imunomodulador na superficie ocular em caes

com ceratoconjuntivite seca.

2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com a Declaracao
ARVO para o Uso de Animais para Pesquisa Oftdlmica Animal e da Visdo e com o
Comité de Uso de Animais (CEUA n2 0219/2022) da Universidade Estadual Paulista

“Julio de Mesquita Filho”.

2.1 Preparacado do colirio

O colirio tépico utilizado teve como principio ativo concentrado proteico obtido
por meio de cultura celular padréo, de tecido adiposo canino oriundo de gordura
visceral periovariana de cadelas higidas doadoras, sob privacdo de nutrientes. O
material foi confeccionado pela empresa Omics Biotecnologia Animal Ltda. Neste
Foram identificados por meio de espectrometria de massa o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-B),
interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8) e proteinas ligantes do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGFPB) no MC-CTM obtido.

O MC-CTM dessa cultura foi isolado e posteriormente, sob condi¢cdes de
assepsia e antissepsia, incorporado o ativo bioldgico de MC-CTM a 2mg/ml ao colirio
de hialuronato de sédio a 0,3% e carboximetilcelulose a 0,6%, na proporcédo de 1:1,
sendo assim, a concentracdo final do colirio teste foi de 1mg/ml de proteinas,

hialuronato de soédio a 0,15% e carboximetilcelulose 0,3%.

2.1 Delineamento experimental
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O estudo foi prospectivo, cego e randomizado. Foram avaliados 27 olhos, de
cdes machos e fémeas, sem predilecdo por raca, atendidos no Servico de
Oftalmologia Veterinaria do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Unesp de Botucatu diagnosticados por pelo menos seis
meses com ceratoconjuntivite seca (CCS). Como critérios de inclusdo foram
considerados cdes com CCS quantitativa, ou seja, com teste lacrimal de Schirmer
(TLS) inferior 15mm/min e periodo de washout da aplicacdo de atropina topica e
imunomoduladores superior ha dois meses. Os critérios de exclusdo foram cées com
doencas infectocontagiosas e os submetidos a excisdo cirdrgica da glandula da
terceira palpebra.

Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais. No Grupo
Tacrolimus (GT), os olhos (n=9) receberam o tratamento nacional preconizado para
ceratoconjuntivite seca (tacrolimus 0,03% e hialuronato de sodio 0,15%), no Grupo
Meio Condicionado (GM, n=9) os olhos receberam colirio com 50% de concentrado
de proteinas + 50% de hialuronato de sédio 0,3% e carboximetilcelulose 0,6% e
Grupo Controle (GC, n=9) os olhos receberam apenas hialuronato de sodio 0,3% e
carboximetilcelulose 0,6%, produzidos pela Omics Biotecnologia Animal Ltda.

A administracdo dos produtos nos diferentes grupos experimentais foi feita
pela instilagdo de uma gota do colirio nos olhos acometidos, a cada 12 horas'4, até
o periodo final de avaliagdo aos 60 dias. Como recomendacdo aos tutores, foi
indicada a manutencao dos colirios sob refrigeracéo a 4°C (geladeira), bem como o
uso de colar elizabetano durante todo o tempo das avaliacdes.

Caso necessario apds exame oftalmologico, foi receitado tratamento
antimicrobiano nos diferentes grupos experimentais durante um periodo de dez dias.
Todos os animais foram avaliados antes do inicio do tratamento (DO) e aos 15 (D15),
30 (D30) e 60 (D60) dias ap6s o tratamento, pelo mesmo avaliador, com experiéncia

oftalmoldgica, as cegas.

2.1Avaliacédo clinica e testes oftalmoldgicos

As variaveis clinico-oftalmoldgicas analisadas foram: hiperemia conjuntival,
vascularizacdo, opacidade e pigmentacdo corneal. Essas variaveis clinico-
oftalmoldgicas foram classificadas em uma escala de 0 a 3, sendo 0 — ausente, 1 —
discreto, 2 — moderado e 3 — grave 5. Os testes oftalmoldgicos foram realizados na

seguinte ordem:
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2.3.1 Teste lacrimal de Schirmer tipo 1 (TLS-1)

O teste foi realizado com as tiras padronizadas de papel absorvente de 0,5cm
(Ophtalmos®) e consistiu na sua colocacdo no saco conjuntival inferior e imediata
afericdo da quantidade de lagrima basal e reflexa que o cdo produz em mm/min 18,
No DO e D60, os olhos de cada grupo foram classificados segundo o TLS, em CCS

discreta (14-11mm/min), moderada (10-6mm/min) e CCS grave (<=5mm/min) .

2.3.2 Estesiometria

Foi realizada com estesidbmetro Cochet-Bonnet (Luneau Ophtalmologie,
Franga) para determinar a sensibilidade da cérnea. O teste foi realizado com o toque
de um microfilamento estendido (6 cm) e gradualmente encurtado até que o paciente
exiba o reflexo de piscar em até 5 estimulos e o resultado foi apresentado em valores

de pressdo em g/mm?usando a tabela de conversédo do préprio aparelho.

2.3.3 Tonometria corneal de rebote

Foi utilizado o tondmetro Tonovet Plus®(iCare), no modo céo, que possui duas
molas que impulsionam uma sonda magnetizada até a cornea e detectam a
desaceleracdo da sonda produzida pelo contato do olho, relacionando assim essa
velocidade de desaceleragdo com a pressao intraocular (PIO) 7. O valor final da P10

foi considerado a média da mensuracédo de seis medidas consecutivas.

As avaliagBes a seguir (2.3.4 a 2.3.8) foram realizadas com o auxilio da
tecnologia OSA-VET® apenas nos GM e GC:

2.3.4 Meibografia

Para a avaliacdo das glandulas de meibémio foi realizada a meibografia sem
contato com a palpebra do paciente, onde foi avaliada a morfologia das glandulas de
meibdmio por iluminacdo infravermelha da placa tarsal '81°. A mensuracédo é
realizada medindo a porcentagem de area ausente de glandulas de meibémio na

palpebra analisada.



55

2.3.5 Interferometria

A camada lipidica do filme lacrimal foi estimada por interferometria, avaliado
assim, a cinética da camada oleosa da lagrima. Essa avaliacao oferece informacdes
sobre a espessura e fluidez da camada no filme lacrimal onde camadas lipidicas mais
espessas mostram padrdes de ondas e camadas mais finas sdo mais homogéneas
20, As imagens da interferometria foram avaliadas em 7 graus de classificacédo da
espessura da camada lipidica: grau 0 (nenhuma camada lipidica visivel), grau 1
(camada acinzentada, muito transparente, pouco reflexiva e com padrao tricotado,
sendo a espessura dessa camada de aproximadamente 15-20 nm), grau 2 (camada
cinza, mais densa, padrdo bem tricotado, sendo a espessura dessa camada de
aproximadamente 20-30 nm), grau 3 (camada reflexiva com ondas verticais e
horizontais, com espessura de aproximadamente 30 — 40 nm), grau 4 (camada
branco-azulada com ondas predominantemente horizontais, apresentando
espessura de aproximadamente 40-60 nm), grau 5 (camada com coloracdes
amarelo, marrom, azul e roxo com fundo cinza transparente, espessura de
aproximadamente 60-80 nm), grau 6 (camada com cores mais intensas e com ondas
predominantemente horizontais, espessura de aproximadamente 80-100 nm) e grau
7 (camada com espessura >100 nm) 2123,

Além da espessura, é avaliado também a dinamica da camada lipidica, pela
seguinte escala: grau 1 (15-20nm), grau 2 (30-40 nm), grau 3 (50-60 nm), grau 4 (70-
80 nm), grau 5 (90-100 nm) e grau 6 (>100 nm) %,

2.3.5 Tempo de ruptura do filme lacrimal sem contato (TRFL-
SC)

Foi mensurada a evaporacdo da lagrima pelo tempo de ruptura do filme
lacrimal com auxilio do método de disco de Placido, que projeta discos na superficie
corneal e com os olhos inicialmente fechados, mensura o tempo em segundos, para

quebra ou distorcdo das linhas dos discos apds abertura das palpebras %2.

2.3.6 Meniscometria lacrimal

O menisco lacrimal, mensurado em milimetros, referiu-se ao acumulo de fluido
entre a palpebra inferior e a cérnea que pode ser avaliado por um padrdo de reflexao
interferométrica apds o ato de piscar, para evitar interferéncias pela evaporagédo da

lagrima 23
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2.3.7 Osmometria lacrimal

Apos 30 minutos do TLS-1, foi avaliada a concentracdo de solutos na
composicdo aquosa da lagrima em mOsm/L pelo IPen® (I-MED Pharma, Dollard-des-
Ormeaux, Canada) tocando o dispositivo no menisco lacrimal proximo ao canto
lateral do olho?’. Esse dispositivo realizou a contabilizacédo por meio de impedancia
elétrica com tiras de uso Unico, caso o aparelho apresente erro na leitura, uma nova

tira tem que ser utilizada .

2.3.8 Tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL)

Foi avaliado, apds a aplicacdo de corante de fluoresceina, o tempo desde que
as palpebras sdo mantidas abertas até o aparecimento de uma mancha seca na
superficie corneal que em caes normais ocorre em = 20 segundos e em caes com

CCS qualitativa normalmente < 5 segundos 4.

2.3.9 Teste de fluoresceina

A integridade do epitélio corneal foi avaliada pela instilacdo de uma gota de
colirio de fluoresceina (Fludiag®) e apoés retirada do excesso com solucéo fisioldgica
a 0,9% foi avaliado, com auxilio de uma lampada de cobalto com magnificacdo de
10x, presenca ou auséncia de pontos fluorescentes na cornea. Caso presente, foi
indicativo de lesdo no epitélio e caso ausente, o epitélio corneal se apresentava

integro.

2.3.10 Paquimetria corneal central

A espessura corneal foi avaliada com o auxilio do paquimetro portatil SP-100
(Tomey, Japao) apos instilagcdo de colirio anestésico de cloridrato de proximetacaina
5mg/ml (Anestalcon®). Foram realizados toques na cérnea para mensuracéo de oito
pontos centrais e posteriormente foi realizado a média e desvio padrédo dos valores
obtidos.
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2.1 Metodologia estatistica

O estudo das variaveis clinico-oftalmologicas foi realizado por meio da técnica
de andlise de variancia para o modelo de medidas repetidas em grupos
independentes, com a opg¢do paramétrica quando houve aderéncia dos dados a
distribuicdo normal de probabilidades e, na auséncia da aderéncia a op¢ao nao-
paramétrica. Em ambas situagcdes houve a complementacdo com o teste de
comparacdes multiplas; no caso parameétrico o teste de Bonferroni e, no caso nao
paramétrico, o teste de Dunn. Em todas as analises os resultados foram
apresentados considerando o nivel de 5% de significancia.

3 RESULTADOS

Apés 60 dias de tratamento, dos 27 olhos avaliados, nenhum efeito adverso
macroscopico na superficie ocular foi observado com os tratamentos topicos
empregados. Os resultados referentes a idade, sexo, raca e peso de cada grupo,
bem como a classificacdo de gravidade da CCS avaliada pelo TLS-1 em subgrupos
estédo representados na Tabela 1.

N&o houve diferenca na idade média dos animais, em anos, nos diferentes
grupos, sendo estas 7,4 + 3,0no GT,9,9+2,7noGMe 7,8 + 1,5 no GC (p>0,05).
Em relacdo ao sexo dos animais, 0 numero de fémeas no GT (n=5/9) e GM (n=4/9)

foram similares, e estes inferiores ao GC (n= 7/9).



Tabela 1: Sexo, raga, idade, peso e classificacdo da CCS das amostras

coletadas em cada grupo.
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Grupo Identificagcdo Sexo Raca (gj:g:) F(’:;;’ Clas(s:i(f:ié:f g0

1-T Fémea Pug 8 9.8 Discreta
2-T Fémea Pug 8 9,8 Moderada
3-T Fémea  Shih-Tzu 5 8,6 Grave
4-T Macho Shih-Tzu 4 7,8 Moderada

GT 5T Macho Shih-Tzu 4 7.8 Discreta
6-T Macho SRD 12 56 Discreta
7-T Macho SRD 12 56 Discreta
8-T Fémea  Shih-Tzu 7 62 Moderada
9-T Fémea  Shih-Tzu & 6,2 Moderada
1-M Macho  Shih-Tzu 4 8,3 Grave
2-M Macho  Shih-Tzu 4 83 Grave
3-M Fémea SRD 13 6,9 Grave
4-M Fémea SRD 13 6,9 Grave

GM 5-M Macho Blue Heeler 9 32,1 Grave
6-M Macho Pequinés 13 8,1 Grave
7-M Macho Pequinés 13 8,1 Discreta
8-M Fémea SRD 10 13,4 Grave
9-M Fémea SRD 10 13,4 Grave
1-C Fémea  Shih-Tzu 8 74 Moderada
2-C Fémea SRD 10 27,3 Discreta
3-C Fémea SRD 10 27,3 Moderada
4-C Fémea SRD 6 2.8 Moderada

GC 5-C Fémea SRD 6 58 Grave
6-C Macho Shih-Tzu 7 74 Moderada
7-C Macho Shih-Tzu 7 74 Moderada
8-C Fémea  Shih-Tzu 8 71 Moderada
9-C Fémea  Shih-Tzu 8 71 Moderada

Legenda: SRD = Sem Racga Definida; * CCS discreta (14-11mm/min),

moderada (10- 6mm/min) e CCS grave (<=bmm/min). GT - grupo tacrolimus;
GM e GC - grupos tratados com e sem MC, respectivamente.
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A evolucgédo das variaveis clinicas estudadas esté descrita na Tabela 2; houve
reducdo significativa apenas quanto a hiperemia conjuntival apés 60 dias de
tratamento em todos o0s grupos avaliados, enquanto as outras variaveis se
mantiveram estaveis durante os momentos. Entretanto, na comparagao entre grupos,
0 GM apresentou piora na hiperemia em relacdo aos demais grupos a partir do D15.
Em relacdo a pigmentacdo corneal, houve piora no GM em relagcdo aos demais
grupos apenas nos momentos D15 e D30.

A producéo lacrimal avaliada pelo TLS-1 esta apresentada na Tabela 2;
verificou-se média inicial superior do GT e similar no momento inicial entre GC e GM,
apesar da média numerica ser inferior no GM, este comportamento permaneceu na
comparacao entre grupo até o M60. Considerando a evolucdo temporal do
tratamento, no GT verificou-se aumento e manutencgéo da producéo lacrimal a partir
de D15 até o D60, similar ao GM, e diferente do GC que praticamente manteve a
producdo lacrimal. Mesmo considerando auséncia da diferenca estatistica entre os
grupos GM e GC no D60, se comparado ao DO, GM duplicou o valor da média de
producao lacrimal.

Em relagéo a PIO, os grupos GT e GC apresentaram uma diminuig&éo no valor
apos os 60 dias de tratamento, porém nao diferindo entre si, exceto no D60, quando
a P10 no GC foi menor. Entretanto, o GM iniciou com valor médio inferior os demais
grupos (15,44 mmHg) e ao final do D60, apresentou um aumento no valor da PIO,

diferindo do valor final de GC e assemelhando-se ao GT.



Tabela 2: Varidveis clinicas hiperemia conjuntival, opacidade, vascularizagdo e pigmentagéo
corneais, além de TLS-1 apresentadas em mediana e valores minimo e maximo, nos diferentes
momentos de avaliagdo em cada grupo tratado. A variavel pressdo intraocular esta apresentada
em média e desvio padrao em relagdo aos momentos avaliados.

60

Momentos de avaliagédo

Variaveis Grupo DO D15 D30 D60 p-valor
GT 2 (0;3°B 1(0;22A 1(0;1)2A 0 (0;1)2A p<0,05
Hiperemia | ¢ 2 (02rB 1(0;2F A 1(01FA 0 (O1FA p<0,05
conjuntival
GM 2(2;3°B 2 (1;3°B 2 (1;3°B 1(0;3PA p<0,05
p-valor p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
GT 2 (0;37A 1(0;3)2A 1(0;3)2A 1(0;3°A p>0,05
Opacidade GC 1(0:2F A 1(0;2¢ A 1(0;22A 1(0:22A p>0,05
corneal
GM 2 (0;3)2A 1(0;3)7A 1(0;3)2A 1(03FA p>0,05
p-valor p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
GT 2 (1;32A 1(0;2)2A 1(0;3)7A 1(0;3)7A p>0,05
Vascularizacao GC 2 (0:2PA 1(0;27A 1(0;2°A 1(0;172A p>0,05
corneal
GM 2 (1;3°A 1(0;3FA 1(0;3)7A 1(0;3°A p>0,05
p-valor p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
GT 1(1;3°A 1(0;3)°A 1(0;3)PA 2 (1;37A p>0,05
Pigmentagdo | gc o (0;3pA 0(0:2rA 0 (027 A 1037 A p>0,05
corneal
GM 1(0;3°A 2 (0;3°A 2 (0;3°A 2 (0;3)7A p>0,05
p-valor p>0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05
GT 8 (5,13)°A 13 (8;20)°B 15 (8;20)°B 15 (8;20)°B p<0,05
TLS -1 GC 8(2;13)°B 5(3;8)A 7(2;11)2AB 6 (3;11)2AB p<0,05
(mm/min)
GM 2 (0;14)2 A 6 (1;18)2B 5(2;18)?B 4 (0;15)2B p<0,05
p-valor p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
19,33 17,78 17,89 17,67
GT ' ' ' ' <0,05
(3,35)°B (2,68)? AB (2,76)? AB (1,50)° A -
Pressao intraocular| Ge 19,78 16,00 16,33 13,11 <005
(mmHg) * (4,21°B (3,28)2AB (4,85)2 AB (2,427 A —
15,44 15,00 15,33 18,00
GM : ' ' ; 0,05
(3,43)2A (2,402 A (2,24)°A (2,92)°B —
p-valor p<0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05

Escores: 0 — auséncia; 1 — presenca discreta; 2 — moderada; 3 — intensa. () indica auséncia de sinal clinico

observado 0(0;0). GT - grupo tacrolimus; GM e GC — grupos tratados com ou sem MC, respectivamente. Duas

medianas (médias) seguidas de uma mesma letra minuscula néo difere entre si (p>0,05) quanto aos

respectivos grupos fixado o momento de avaliagdo. Duas medianas (médias) seguidas de pelo menos uma

mesma letra maiuscula néo diferem entre si (p>0,05) quanto aos respectivos momentos de avaliagdo dentro

do grupo.*: média (desvio-padrédo).
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A espessura média da cornea (Tabela 3) ndo diferiu entre momentos e nem
entre grupos no DO (p>0,05), no entanto no D60, o GT apresentou-se inferior.
Quanto a qualidade do filme lacrimal, considerando as variavéis, TRFL-SC,
osmolaridade e interferometria, também ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos e nem entre os momentos, mesmo havendo uma diminuicdo numérica da
osmolaridade lacrimal nos grupos GT e GM apdés os 60 dias de tratamento. Em
relacdo a estesiometria (Tabela 3), o GT apresentou menor sensilidade da cérnea
em relacdo ao GC no DO; verificou-se aumento numérico da sensibilidade da cornea
em todos os grupos avaliados ao final das avaliagcdes, embora significativo apenas
no GT.

As avaliacbes da superficie ocular pelo aparelho OSA-VET® realizadas
apenas no GM e GC, como area de perda de glandulas de meibémio, meniscometria
lacrimal, TRFL-SC e interferometria da camada lipidica da lagrima estédo
apresentadas na Tabela 3. Nao houve diferencga estatistica entre os tratamentos, e
nem entre 0s momentos, em relacdo as varidveis de perda de area glandular
palpebral (meibomiografia) e interferometria. Em relacdo a altura do menisco
lacrimal, notou-se no DO um menisco significativamente inferior no GM, e este
apresentou aumento com a evolucédo do tratamento no GM (de 0,24 + 0,12 mm para
0,39 + 0,20 mm), porém ndo sendo suficiente para gerar diferenca estatistica;
diferente do GC que reduziu de forma significativa em relacdo ao momento inicial.

Na analise do TRFL, os valores também n&o diferiram apds os tratamentos
em todos os grupos, mantendo-se menor que 5 segundos. Observou-se que no DO
diferenca significativa entre o GT e GM, com valores inferiores no GM, e
intermediarios no GC, tal comportamento manteve-se até o final do estudo. J& em
relacdo ao TRFL-SC, o GC apresentou um aumento no tempo de estabilidade do

filme lacrimal ao final das avalia¢cdes, enquanto GM manteve-se estavel.



Tabela 3: Média e desvio padrdo dos resultados de parametros avaliados de acordo com os periodos de

tratamento.
Momentos de avaliagao
Parametros Grupo DO D60 p-valor
GT 3,50 (0,75)° 5,17 (1,03) p<0,05
Estesiometria [ g¢ 5,22 (0,62)° 5,72 (0,44) p>0,05
2
(g/mm?) GM 3,72 (2,08)® 4,17 (2,17 p>0,05
p-valor p<0,05 p>0,05
GT 4,59 (3,26)° 3,91 (1,13) p>0,05
RS GC 0,05
3,55 (2,22)® 2,61 (1,64) p>0,
{segundos] ,55 (2,22) 61 (1,64)
GM 1,41 (0,88) 1,89 (1,59) p>0,05
p-valor p<0,05 p<0,05
Osmolaridade | ST 307,22 (10,67)? 286,67 (21,59)° p>0,05
lacrimal Ge 294,11 (15,46)¢ 297,44 (12,10) p>0,05
(mOsml) (GM 302,56 (14,86)? 288,89 (14,16)° p>0,05
p-valor p>0,05 p>0,05
GT 752,00 (240,20)¢ 644,56 (37,21)? p>0,05
Paquimetria
GC 871,89 (179,92)¢ 823,33 (161,45)° p>0,05
corneal (um) i 2
GM 928,22 (121,03)° 894,67 (106,68)° p>0,05
p-valor p>0,05 p<0,05
TRFL-SC GC 1,37 (1,17) 210(1,13) p<0,05
(segundos) | GM 1,29 (0,85) 1,38 (0,99) p>0,05
p-valor p>0,05 p>0,05
Meniscomotiia | SC 0,50 (0,18) 0,32 (0,05) p<0,05
(mm) GM 0,24 (0,12) 0,39 (0,20) p>0,05
p-valor p<0,05 p>0,05
GC 8,78 (2,86) 10,22 (1,92) p>0,05
Meibografia (%)
GM 10,11 (3,86) 10,33 (4,87) p>0,05
p-valor p>0,05 p>0,05
Interferometria | GC 1(1;4) 1(1;,2) p>0,05
(escore) * GM 1(1;2) 1(1;1) p>0,05
p-valor p>0,05 p>0,05
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Legenda: duas médias seguidas de pelo menos uma letra minuscula ndo dferem entre si (p>0,05) quanto aos
respectivos grupos fixados no momento.* mediana (valor minimo;valor maximo). GT - grupo tacrolimus; GM

e GC - grupos tratados com ou sem M, respectivamente. .
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4 DISCUSSAO

O tratamento do olho seco em céaes, naturalmente acometidos pela doenca,
foi descrito utilizando-se colirio de meio condicionado de forma inovadora, com
enfoque na avaliacdo oftalmolégica da superficie anterior. A hipétese de mehora
similar com o uso de MC-CTM foi parcialmente aceita como terapia adjuvante. A
descricdo da tendéncia a predisposicdo racial, sexual e etaria para o
desenvolvimento da CCS em cées foi relatada?®>?%, e segundo Nascimento et al.
(2023)'7 0 acometimento em cdes adultos com a média acima de 7 anos é 0 mais
prevalente, corroborando aos resultados encontrados.

Em humanos, sabe-se mulheres possuem maior predilecdo de desenvolver a
sindrome do olho seco, provavelmente relacionado aos efeitos de hormdnios
sexuais, i.e estrégeno °.Em relacéo ao sexo dos animais, observou-se que de forma
geral 59,3% dos participantes foram fémeas, corroborando a Sansom e Barnett
(1985), diferentemente de outros que nao descrevem predilecdo sexual na CCS em
cées 2/-?°, Algumas racgas sdo reconhecidas mundialmente como predispostas ao
desenvolvimento da CCS, como Bulldog Inglés, Lhasa-Apso, Shih-Tzu, Pequinés,
Poodle, Pug, West Highland White Terrier e Cocker Spaniel'’., fortalecendo o
observado neste estudo em que 44,4% sao da raca Shih-Tzu, 7,4% da raca Pug e
7,4% Pequinés, totalizando 59,2%. Os SRD s&o comuns nacionalmente, o que
explica a sua alta prevaléncia (37%).

Em se tratando de melhora na inflamacao da superficie ocular, observou-se
diminuicdo nos escores de hiperemia conjuntival e vascularizacdo corneal numerica
ao final das avaliacbes em todos os grupos, corroborando com o Unico estudo
disponivel que avaliou a melhora da qualidade da superficie ocular pela instilacéo de
MC-CTM em ratos; e também foi observado melhora da inflamagcdo pelo
reestabelecimento da funcdo da barreira corneal *.Apesar da melhora no GM ser de
forma mais lenta, acredita-se que tal fato pode ser explicado pela média de casos
mais graves constituindo esse grupo.

O TLS-1, método principal para diagnostico e comparacdo de eficacia de
tratamento da CCS quantitativa em cdes e em humanos, no GT notou-se aumento
superior a 5 mm/min de DO a D60, corroborando com o observado por Berdoulay et
al. (2005). Embora o GM néo obteve aumento total similar ao GT proximo aos valores
de referencia para a espécie, foi observada melhora de duas vezes em relacéo ao
valor inicial até o momento final, demonstrando mais uma vez o maior desafio do

tratamento para esse grupo.



64

A limitacdo deste estudo foi falta de padronizagéo inicial em relacdo ao grau
de severidade da CCS, especialmente para o0 GM, e est4 deveu-se ao emprego cego
do delineamento, entretanto ainda pode-se observar uma resposta favoravel do GM,
talvez olhos acometidos mais leve e que tivessem menos lesdo glandular crénica,
poderiam ter respondido com valores mais eficazes A metodologia utilizada com
animais acometidos naturalmente dificulta a padronizacdo total dos grupos, no
entanto reflete diretamente o atendimento rotineiro nos ambulatérios de oftalmologia
veterinaria. Outro ponto, que deve ser estimulado e desenvolvido em estudos futuros
é a avaliacdo do GT com os exames do OSA-VET®, entretanto devido a desafios
técnicos no envio do equipamento, tal analise nao foi possivel.

Em seres humanos, a avaliagcdo da osmolaridade lacrimal € considerada um
dos principais métodos de diagndstico de CCS, porém em medicina veterinaria ainda
ha falta de padronizacédo e divergéncia nos valores descritos 3. Brito et al. (2022)38
observaram uma faixa de 333 a 369 mOsm/L em cdes com CCS por método de
afericdo similar (IPen® Vet) ao do presente estudo, superior ao encontrado nos
grupos em DO de 294,11 a 307,22 mOsm/L. No entanto, corroborou aos achados em
estudos que observaram diminuicdo da osmolaridade lacrimal apés tratamento da
CCS, provavelmente devido diminuicdo de proteinas inflamatdrias na superficie
ocular 3233,

O TRFL é um dos parametros mais utilizados para avaliacdo da estabilidade
do filme lacrimal e assim como encontrado por Hisey et al. (2023), tanto o TRFL
quanto o TRFL-SC em caes com CCS nesse estudo foi inferior a cinco segundos.
Os trés tratamentos avaliados ndo apresentaram aumento do TRFL em DGO,
sugerindo baixa estabilidade na qualidade do filme lacrimal.Outro ponto importante,
em humanos, sao que os valores normais de meniscometria estdo numa faixa de 0,2
a 0,7 mm, sugerindo que valores abaixo de 0,2 mm podem estar relacionados a
CCS34. Em cées, sugere-se valores normais de meniscometria entre 0,5 + 0,1 mm?3,
Ainda nao existem valores de referéncia para cdes portadores de CCS utilizando o
OSA-VET®, porém os resultados corroboram com o sugerido em humanos que
valores abaixo dos normais poderiam ser relacionados a CCS. Notou-se aumento
do menisco lacrimal apdés o tratamento em GM, no entanto ainda ndo atingindo
valores dentro da normalidade; no GC, a altura do menisco reduziu de 0,5 para 0,3
mm, sugerindo menor eficiencia nesse quesito para o tratamento controle.

Mesmo que em DO ambos os grupos tratados ja apresentassem perda leve (0
- 25%) de glandulas de meibdmio, notou-se estabilizacdo nas porcentagens de perda
observadas tanto em GM quanto em GC corroborando com o observado por

Sheppard et al. (2023), que relataram melhora nas disfun¢gbes de glandula de
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meibdmio com uso de imunomoduladores (ciclosporina A), porém até o momento
ndo foram encontrados trabalhos que utilizassem o concentrado proteico de células
tronco mesenquimais focando nesta avaliacdo. Por outro lado, existem discrepancias
na interpretacdo dos graus interferométricos do filme lacrimal na literatura, por
exemplo, Jeong et al. (2023)3¢ sugeriram que escores interferométricos mais baixos
estariam relacionados a uma camada lipidica anormal do filme lacrimal em cées,
contradizendo o exposto por Yokoi et al. (1996)3’ que descreveram que escores
interferométricos mais altos estariam relacionados a uma camada lipidica mais fina
em humanos. Em ambos os grupos tratados nesse estudo, 0s escores
interferométricos foram extremamente baixos (< 15 nm) tanto em DO quanto em D60,
confirmando o observado por Hisey et al. (2023)2 em cédes com CCS. Esses achados
sugerem que se faz necessaria mais consisténcia na classificacdo e interpretacdo da
espessura da camada lipidica do filme lacrimal entre estudos e entre espécies.
Apesar de existir apenas um estudo!® com inducdo experimental e avaliagdo
visando a melhora da superficie ocular pela instilacédo tépica de MC- CTM em ratos,
até o presente momento ndo ha ensaios clinicos voltados para seu uso em caes
naturalmente acometidos. No estudo citado com a utilizacdo de MC-CTM em ratos
com CCS induzida, o produto utilizado foi em sua completa concentragao, ou seja,
100% de secretoma instilado, sugerindo que altas concentracdes podem promover
melhor desempenho clinico e que a concentracdo de 50% no produto em questéo,
pode ter sido insuficiente para melhores resultados. No entanto, visando ser um
produto comercial, apenas o0 concentrado proteico isolado seria instavel para
armazenamento a longo prazo. Isto posto, estimula-se o desenvolvimento de outros

produtos para transpor tais desafios.

5 CONCLUSAO

A utilizag&o adjuvante de MC-CTM para a reparagdo da superficie ocular em
cdes com ceratoconjuntivite seca constitui inovadora e promissora abordagem
terapéutica, sem ocorréncia de efeito adverso topico.

O tratamento com tacrolimus (GT) aumentou (1,87 vezes) significativamente
a producdo lacrimal atingindo os valores de referencia minimos em cées durante 60
dias. Nos olhos tratados com meio condicionado (MC-CTM), os valores duplicaram
de volume e a osmolaridade reduziu, embora néo reflitam diferenca significativa e
nao atingiram valores minimos. Adicionalmente, o MC-CTM promoveu melhora

significativa na meniscometria.
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