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OMENTO ALOGENO DE COELHO (TECIDO OU CULTIVO) ASSOCIADO A
MEMBRANA AMNIOTICA DE CAO NA CERATOPLASTIA LAMELAR EM
COELHOS

RESUMO - O omento, tecido gorduroso rico em células tronco
mesenquimais, expressa fatores de crescimento, que atuam na regeneracao
tecidual, tornando-o atrativo para utilizacgdo em medicina regenerativa. Nao
ha relatos, todavia, quanto a investigacdo sobre células do omento na cirurgia
regenerativa em oftalmologia. Avaliaram-se os efeitos clinicos e a microscopia
do omento com membrana amnidtica na reparacdo da cérnea de coelhos
submetidos a ceratectomia. Duas modalidades foram avaliadas. Na primeira,
o omento foi coberto com membrana amnidtica imediatamente a sua
implantagdo na cornea (grupo OM); na segunda, a membrana amniotica foi
colonizada por células progenitoras extraidas do omento e transplantadas
para a cornea (grupo OMC). Os efeitos clinicos foram avaliados a partir de
dados coletados por até 60 dias de pdés-operatério. A incidéncia e a
prevaléncia de quemose foram maiores no grupo OM (p<0,05). O grupo OMC
mostrou mais incidéncia de blefarospasmo (p<0,001). A microscopia de luz,
encontrou-se reparagdo corneal gradativa em ambos 0S grupos, com
reepitelizacdo ao 10° de pés-operatétio. Aos 60 dias da avaliacéo, todas as
cOrneas estavam reparadas, entretanto, no grupo OMC constatou-se
vascularizacéo. Proliferacédo celular acentuada foi observada com o ki-67, nos
estagios finais do processo de reparacdo de cérneas que receberam MA
contendo células do omento (grupo OMC). Somente no grupo OMC, a
reparacao corneal sem tranparéncia foi alcancada.

Palavras-chave: coelho, células tronco mesenquimais, membrana amniotica,

reparacdo corneal
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ALLOGENIC RABBIT OMENTUM (TISSUE OR CULTURE) ASSOCIATED
WITH DOG AMNIOTIC MEMBRANE IN LAMELLAR KERATOPLASTY IN
RABBITS

ABSTRACT - The omentum, a fatty tissue rich in mesenchymal stem cells,
expresses growth factors that act in tissue regeneration, making it attractive
for use in regenerative medicine. To our knowledge, reports that investigate
the use of omentum cells in ophthalmology have yet to be published. The
purpose of this study was to assess the clinical and microscopic effects of
omentum associated with amniotic membrane on the repair of rabbit cornea
submitted to keratectomy. Two methods were evaluated; in the first, the
omentum was covered with amniotic membrane immediately following its
implantation on the cornea (OM group), while in the second, the amniotic
membrane was colonized by omental progenitor cells and transplanted to the
cornea (OMC group). Clinical parameters were evaluated from data collected
up to 60 days postoperatively. The incidence and prevalence of chemosis
were higher in the OM group (p<0.05). The OMC group showed greater
incidence of blepharospasm (p<0.001). Under light microscopy, the absence
of epithelium in the lesioned area and stromal disorganization were observed
in the early postoperative period. After 60 days of evaluation, all the corneas
were repaired. Intense cell proliferation was detected with Ki-67, in the final
stages of the repair process, where amniotic membrane containing omental
progenitor cells was transplanted to the corneas. The use of omentum and its
cells, in association with amniotic membrane, favored the repair of the cornea

and did not induce complications.

Keywords: rabbit, mesenchymal stem cells, amniotic membrane, corneal

repair.
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1 INTRODUCAO

Lesbes na coérnea podem desencadear disfungcdo estromal, com
exaustdo ou deplecdo gradual das células progenitoras corneolimbais
envolvidas na reparagdo, comprometendo a integridade morfofuncional da
estrutura. A ceratite ulcerativa é condicdo comum na clinica de pequenos
animais, podendo ser incitada por ampla diversidade de agentes. Instituir
precocemente terapia clinica adequada torna-se imprescindivel para que nao
ocorram prejuizos a visdo (GOMES; PIRES; ALVES, 2002; ANDRADE et al.,
2009). Terapéuticas de rotina incluem antibioticos locais, agentes
antiproteases e de farmacos parassimpatoliticos, muitas vezes associados a
terapia cirdrgica (GELATT, 2007; LAUS, 2009). A despeito do arsenal
disponivel, casos refratarios sdo comuns, tornando-se desafiador para o
oftalmologista decidir por alternativas que garantirdo o bom reparo da lesao.
Surgem perspectivas em terapia celular.

O termo “terapia celular” refere-se a um conjunto de métodos e
abordagens técnicas, que agrega conhecimentos transdisciplinares visando a
utilizacdo de células para o tratamento de doencas. A modalidade mais antiga
de terapia celular é a transfusdo de componentes do sangue. Atualmente, seu
principal campo de abrangéncia é a medicina regenerativa (ZAGO, 2005; DEL
CARLO; MONTEIRO; ARGOLO NETO, 2009), com a qual se buscam repor
células perdidas ou que deixaram de exercer suas fungcbes em consequéncia
de alteracbes genéticas, adquiridas ou idiopéticas; estimular tecidos
danificados, devolvendo suas propriedades; e restaurar a fungdo de 6rgaos e
de sistemas (WEISSMAN; ANDERSON; GAJE, 2001).

Trés modalidades de terapia celular foram descritas, até o momento: a
que utiliza células tronco embrionérias (EVANS; KAUFMAN, 1981; KERKIS et
al.,, 2001; ZAGO; COVAS, 2004); a que emprega células tronco somaticas
adultas (BARRY: MURPHY, 2004; BRAGA-SILVA et al., 2006); e a que
mobiliza células tronco pluripotentes induzidas, ou seja, células somaticas
geneticamente modificadas e reprogramadas, por meio de transfeccao
celular, adquirindo caracteristicas de células tronco embrionarias
(TAKAHASHI et al., 2007).
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O conceito de célula tronco mesenquimal adulta (CTM) foi introduzido
por Caplan (1991). Trata-se de linhagem de células indiferenciadas observada
em pequena quantidade na maioria dos tecidos de individuos adultos,
notadamente em regides perivasculares, incluindo a medula éssea, a gordura,
0 periésteo, os musculos lisos e os estriados, 0s 6rgaos parengquimatosos e o
omento (PLATELL et al., 2000; MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008;
CAPLAN, 2009; SHAH et al., 2012). Dentre as mudltiplas caracteristicas que
permitem distinguir as células tronco mesenquimais das demais células de um
tecido adulto, destacam-se a capacidade de autorrenovagao e a plasticidade
(OLSSON; PIPPI, 2006; DE KRETSER, 2007; FRITSCH et al., 2007; PINTO
FILHO etal., 2013).

Autores defendem que muitas das células indiferenciadas adultas
definidas como tronco seriam, na realidade, células progenitoras que
compartilham caracteristicas fenotipicas com as mesmas, porém apresentam
menor plasticidade, tendendo para a multi ou a oligopoténcia (MORRISSON,;
SHAH; ANDERSON, 1997; SEABERG; VAN DER KOQY, 2003).

Independente de debates técnicos envolvendo nomenclatura, a
descoberta de que os tecidos adultos sdo fontes doadoras das células
indiferenciadas mesenquimais permitiu que ensaios clinicos fossem
elaborados, a custos praticaveis, sem confrontagdo com questbes éticas
(STRAUER; KORNOWSKI, 2003; ZAGO, 2005; DEL CARLO; MONTEIRO;
ARGOLO NETO, 2009). Adjunto, o uso clinico de células tronco ou
progenitoras mesenquimais adultas € mais seguro, uma Vvez que a
diferenciagdo “ex vivo” dessas células estd condicionada a presenca de um
estimulo indutor, diferentemente do que ocorre com as células tronco
embrionarias.

A seguranca de terapias envolvendo células tronco depende das
caracteristicas intrinsecas de cada linhagem, de fatores extrinsecos
relacionados ao microambiente suscitado pelas condicbes de cultivo, dos
procedimentos usados para manipulacao celular e das vias de administracao
ou de transplantacdo dessas ceélulas. Tais variaveis também determinam o
perfil de risco associado a terapia celular. Os riscos estimados a partir de
experimentacdo animal ou de observagdes clinicas, incluem a génese de

tumores, a ocorréncia de respostas imunes indesejadas e a transmissao
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acidental de agentes infecciosos (HERBERTS; KWA; HERMSEN, 2011).0
omento € uma dobra do peritbneo, composto por uma membrana mesotelial
gue conttm agregados de tecido linfoide. Ele possui células tronco
mesenquimais (PLATELL et al., 2000; GOMEZ-GIL et al., 2009; SHAH et al.,
2012) e expressa fatores de crescimento que desempenham papel importante
na regeneragdo tecidual, tornando-o atrativo para a medicina regenerativa
(PEPTAN; HONG; MAO, 2006; RICHARDSON et al., 2007). Até o presente,
ndo ha relatos quanto a aplicacdo experimental do omento livre (biomaterial),
ou de seus componentes mesenquimais, incluindo as células tronco, no
reparo de tecidos oculares. Ha, contudo, estudos reportando que células
tronco mesenquimais da medula 0ssea restauraram a transparéncia corneal,
ap6s lesdo quimica em ratos (MA et al., 2006) e lesdo térmica em
camundongos (LAN et al, 2012). Células da polpa dentaria foram
responsabilizadas pelo sucesso na reparacdo corneal, de coelhos, apés leséo
por hidroxido de sddio (GOMES et al., 2010) .

Com base nas propriedades regenerativas do omento, intentou-se, na
presente pesquisa, estuda-lo como enxerto (biomaterial) na reparacdo da
cérmea, uma vez que afeccbes acometendo essa estrutura figuram como
causas importantes de perda da visdo em animais e em seres humanos.
Considerando-se que o omento livre ndo poderia ser transplantado para a
coérnea, como enxerto, isoladamente, por sua fragilidade, sua utilizacdo ficou
condicionada a associacdo com um tecido de suporte. A membrana amniética
(MA), por suas caracteristicas, que a tornaram padrdo ouro em oftalmologia,
foi escolhida (BARROS et al., 2005; GELLAT, 2007; ANDRADE et al., 2009;
PONTES et al., 2011).

Além do suporte mecéanico, os beneficios que decorrem da associacao
da MA com outros tecidos, com células tronco ou progenitoras podem advir
de diferentes mecanismos: aumento da concentracd0 ou acdo sinérgica de
fatores de crescimento, citocinas, interleucinas e outras moléculas sollaveis
estimuladoras da migragdo celular, acelerando a reparacdo corneal;
estabelecimento e suporte de sitios de contato célula-célula e célula-matriz
envolvidos na reparacdo; reposicdo e recrutamento “in situ” de células

progenitoras epiteliais ou mesenquimais habeis para se diferenciarem em
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células da cérnea (PELLEGRINI et al., 1997; DUA et al., 2004; NAKAMURA et
al., 2004; PANG; DU; WU, 2010).

Avaliaram-se clinica e histologicamente, na presente investigacao, o0s
efeitos da associacdo do omento livre conservado em glicerina (biomaterial)
ou como fonte de células, associado a MA, em ceratoplastias lamelares em

coelhos.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANATOMOFISIOLOGIA DA CORNEA

A cérnea, juntamente com a esclera, representa a tunica fibrosa que
compde o bulbo do olho. Sua espessura varia entre as espécies, entre racas
e entre individuos. Nos coelhos, a espessura central € de 0,35 mm; no cédo de
0,6 a 0,7 mm e no gato de 0,8 a 1,0 mm (GELATT, 2007; SLATTER,;
DIETRICH, 2007; CHEN et al.,, 2011). A cérnea possui arranjo histolégico
diferenciado, que |he confere transparéncia e propriedades refrativas
(SLATTER; DIETRICH, 2007; GELATT, 2007). Do meio externo para 0
interno, ela é formada por epitélio, estroma, membrana de Descemet e
endotélio. Primatas, aves, baleias e girafas possuem, ainda, a camada de
Bowman, situada entre o epitélio e o estroma (SAMUELSON et al., 2005 ).

O epitélio corneal é do tipo estratificado pavimentoso néo
gueratinizado. As células da camada superficial sdo achatadas, as das
camadas intermediarias sdo predominantemente poliédricas e as da camada
basal sdo cubdides (SLATTER; DIETRICH, 2007). Células epiteliais da
camada basal repousam sobre uma fina membrana constituida por fibras de
ancoragem, por proteoglicanos epor glicoproteinas, as quais se prendem
firmemente por meio de estruturas de adesao célula-matriz que recebem o
nome de hemidesmossomos.

O epitélio corneal, juntamente com o da conjuntiva e o do limbo,

formam a superficie ocular. O limbo é a zona de transicdo entre a cOrnea e a
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esclera. Trata-se de estrutura altamente especializada, ricamente
vascularizada e que contém células tronco epiteliais atuantes na reparacdo
corneal (DUA; AZUARA-BLANCO, 2000; GELATT, 2003; SLATTER, 2005).

Imediatamente abaixo da membrana basal, encontra-se o estroma, que
representa cerca de 90% da espessura total da cérnea (SLATTER, 2005;
GELLAT 2007). Ele € composto por ceratécitos, fibroblastos, substancia
fundamental amorfa, fibras colagenas e por colagenos nao fibrilares. As fibras
coladgenas da coérnea apresentam diametro menor que o comprimento de
onda da luz visivel, condicdo decisiva para que a cOrnea seja transparente.
Ademais, apresentam distancia uniforme entre si e organizam-se
espacialmente em lamelas. O arranjo lamelar das fibras coldgenas relaciona-
se com as propriedades mecanicas da coérnea, especialmente o angulo de
curvatura, e é determinante para o poder refrativo (SLATTER, 2005; GELATT,
2007).

O estroma corneal € posteriormente delimitado pela membrana de
Descemet, uma estrutura acelular e elastica (SAMUELSON et al., 2005). Ela é
composta por macromoléculas de coldgenos, de laminina e de fibronectina,
gue sdo continuamente (por toda a vida) sintetizadas pelas células
endoteliais, resultando em espessamento estrutural com o avancar da idade
(STADES et al., 1999; SLATTER, 2005).

O endotélio corneal apresenta sua face anterior voltada para a
membrana de Descemet e a posterior para o humor aquoso. Constitui-se por
células poligonais com alta intensa atividade metabdlica, ricas em
mitocéndrias e em reticulos endoplasmaticos liso e rugoso (BOEVE;
STADES, 2007). O endotélio contém, em suas células, bomba de soédio e
potassio ATPase, o que lhe permite atuar como barreira ativa entre a cérnea e
o humor aquoso, além de garantir o transporte ativo de ions e de impedir a
entrada de agua para o estroma corneal (SAMPAIO et al., 2006). A densidade
de células endoteliais diminui com o avancar da idade. A capacidade de
regeneracdo dessa estrutura € minima e varia entre as especies (SLATTER,
2005).
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2.2 REPARACAO CORNEAL

A resposta da cOrnea a qualquer insulto é limitada e, muitas das
afeccoes que a acometem podem ensejar opacificacdo e perda da visédo
(CREMONINI et al., 2007). A ceratite ulcerativa € considerada a mais comum
dentre as afeccbes que acometem a cornea do cao (LAUS, 2009; PONTES et
al., 2011).

A cinética de reparacdo das lesdes que afligem a superficie da cérnea
envolve trés etapas: proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celulares. A
integracdo dessas etapas depende de sinais emitidos por proteinas
estruturais presentes no estroma, além da atuacdo de moléculas solaveis e
de enzimas proteoliticas. Quando a membrana basal ndo estd corrompida, as
células epiteliais utilizam-na para se aderirem ao estroma. Contudo,
destruicdo da membrana basal, por ulceracdes, resulta em lentidao
reparatoria, por até oito semanas em casos mais graves (MILLER, 2001).

Segundo Miller (2001), ao se classificarem deve-se considerar a
profundidade do dano corneal. Amontam-se a ulceragcao superficial, superficial
persistente, profunda, profunda progressiva e a descemetocele.

Ulceras de cornea superficiais tendem a reparar-se se complicagdes,
como contaminagdo, ndo ocorrerem e 0 agente causal for removido (GELLAT,
2007; SLATTER, 2005). A reparacao, nas ulceracdes superficiais, envolve
migracdo de células do epitélio, com minima ou nenhuma cicatriz (MILLER,
2001; PONTES et al., 2011). A migracdo celular inicia-se imediatamente a
ocorréncia da leséo. Células epiteliais basais achatam-se e deslizam para a
area desnuda, associando-se com fibrina, fibrinogénio e fibronectina
(SLATTER; DIETRICH, 2007). Leucécitos polimorfonucleares chegam a leséo
pelo filme lacrimal. Inicia-se a remogdo de debris. Em média, mitose ativa e
migracao celular ocorrem no interregno de trés a quatro dias do trauma. A
reparacao epitelial se completa em cinco a sete dias, com reconstituicdo da
arquitetura normal (SLATTER; DIETRICH, 2007).

Nas ulceracBes corneais manisfestam-se sinais clinicos de dor,
evidenciados por blefaroespasmo, descarga ocular, fotofobia e protrusdo da
terceira palpebra (GELLAT, 2007). O blefarospasmo decorre, entre outras
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razdes, da contracdo reflexa do musculo orbicular; enquanto que a fotofobia
resulta do espasmo da musculatura ciliar por uveite reflexa (SLATTER;
DIETRICH, 2007). Sao sinais concorrentess a hiperemia conjuntival, o edema,
a vascularizacdo corneal e a miose (SLATTER, 2005).

Se nas lesdes superficiais ndo encontrarem condi¢des favoraveis para
a reparacao, elas tenderdo a progredir para as camadas mais profundas da
cérnea, ensejando sequelas (GELATT, 2003; SLATTER, 2005).

2.3 CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS E OMENTO

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) estabeleceu
critérios para o reconhecimento e a classificacdo das células tronco
mesenquimais (CTM). Elas devem ser plastico-aderentes; expressarem
(>95%) os marcadores de superficie celular CD105, CD73 e CD90; ndo
expressarem (<2%) marcadores de células hematopoéticas e endoteliais, tais
como CD11b (marcador de célula imune-integrina Mac-1), CD14 (receptor de
lipopolissacarideo LPS) CD34 (receptor de células endoteliais) e CD45
(presentes em todas as células hematopoéticas); e reterem habilidade para
diferenciagcédo “in vitro” em osteoblastos, adipécitos e condroblastos
(DOMINICI et al., 2006; KOLF; CHO; TUAN, 2007). Evidéncias endossam o
perfil imunoprivilegiado e imunossupressor das CTMs (DOMINICI et al., 2006;
KOLF; CHO; TUAN, 2007). Evidéncias endossam o perfil imunoprivilegiado e
imunossupressor das CTMs (RYAN et al., 2005; KERKIS et al., 2006; NAUTA
et al., 2006; BAIGUERA et al., 2012; SHAH et al., 2012; SCHU etal., 2012).

Avancos no campo da terapia celular tém propiciado a aplicacdo das
CTMs na reparacgao tecidos oculares danificados por doencas degenerativas
ou por traumas. As CTMs mais utilizadas sdo as adultas, que apesar de nao
reporem ou substituirem as células de uma estrutura lesionada auxiliam na
recuperacdo funcional, provavelmente, por secretarem moléculas de efeito
paracrino (fatores de crescimento, citocinas e fatores antiapoptoéticos). O
efeito paracrino das CTMs tem sido progressivamente valorizado em medicina

regenerativa (SIQUEIRA, 2009). Alguns estudos, inclusive clinicos,
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demonstraram a viabilidade de utilizarem CTMs para se repararem lesdes da
cérnea (MA et al., 2006; LAN et al., 2012). Pesquisaram-se, também, os
efeitos da aplicagdo de células progenitoras retinianas no tratamento da
degeneracdo retiniana senil, na degeneracdo macular, no glaucoma e em
outras condigcbes oculares (NARFSTROM; OFRI, 2007; NARFSTROM;
DECKMAN; MENOTTI-RAYMOND, 2011). Ha evidéncias que CTMs adultas
da medula 6ssea (GRANT et al.,, 2002; TOMITA et al., 2002; KICIC et al.,
2003) ou que ceélulas tronco embrionarias (YANG et al., 2002) podem ser
transplantadas para a retina, resultando no desenvolvimento de células
retinianas.

CTMs podem ser facilmente cultivadas e rapidamente expandidas em
laboratério. Entretanto, o seu isolamento depende da fonte (WEISSMAN;
ANDERSON; GAGE, 2001). Tecidos ricos em gordura constituem fontes
doadoras importantes (BLANDE et al., 2009; BASSANEZE et al., 2010;
DANOVIZ etal., 2011a).

O omento, além de expressar fatores de crescimento,
neurotransmissores, fatores neurotréficos e mediadores inflamatérios, contém
CTMs (ZHANG et al., 1997; HERRICK; MUTSAERS, 2004; ALAGUMUTHU;
DAS; PATTANAYAK, 2006 ; REQUICHA et al., 2012).

Anatomicamente, 0 omento maior prende-se a grande curvatura do
estbmago e desde had muito tem sido utilizado em intervengdes cirlrgicas,
notadamente as gastrointestinais, vasculares, ortopédicas, neurolégicas,
cardiotoracicas, plasticas e reconstrutivas (MENDES et al., 1985; YOSHIOKA
et al., 1998; LEVASHEV; AKOPOV; MOSIN, 1999; FOSSUM, 2002; MADIBA
et al., 2005; KANAMORI et al., 2006; FERRIGNO et al., 2010).

Microscopicamente, no omento do homem, do rato, do cdo e do coelho
encontram-se pequenos agregados de tecido linfoide, entre 0,5 e 3,0 cm de
didmetro, conhecidos como “milky spots”, os quais aumentam de tamanho
quando funcionalmente estimulados (SINGH et al., 2008; GOMEZ-GIL et al.,
2009; SHAH et al., 2012). O mesotélio interno é descontinuo sobre o “milky
spots”. O endotélio dos vasos sanguineos do omento interliga-se diretamente
com os “milky spots” da cavidade peritoneal, facilitando a migracao de células
(mondcitos, macréfagos e linfécitos T e B) presentes no estroma omental
(PLATELL et al., 2000; RANGEL-MORENO et al., 2009).
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Garcia-Gomez et al. (2005), em amostras de omento humano
provenientes de cirurgias eletivas, observaram células altamente
proliferativas, responsivas para Ki-67, expressando CD34 e fatores
angiogénicos. Com a implantacdo dessas células no subcutaneo de ratos, os
autores observaram neovascularizagdo no sitio de injuria. O Ki-67 € um
antigeno expresso durante o ciclo celular. Sua meia-vida € curta, perdurando
ndo por mais de uma hora apds a mitose. Observou-se que ele foi capaz de
detectar diferencas na cinética celular corneal em diferentes modelos
experimentais (coelhos), ap6s modulacdo da atividade proliferativa (normal,
hiperproliferacdo e hipoproliferacdo) (CRESTA; ALVES, 2007).

Singh et al. (2008) injetaram particulas de poliacetato de dextrano na
cavidade peritoneal de ratos. Decorrida uma semana, observaram aumento
da massa omental (20%) por producdo de neotecido de células estromais,
intersticiais e de vasos sanguineos. As células adiposas, que no estado
inativo representaram 95% do total de células do omento, diminuiram para
30% e o quantitativo de células estromais elevou-se para 70%. As células
tronco ndo adiposas, principalmente as préximas ao tecido expandido e
aderido, expressaram marcadores de células pluripotentes, além de altas
concentracdes de fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). No
mesmo trabalho, os pesquisadores comprovaram que quando o tempo de
coleta do omento, apés ativacdo, foi de 14 dias, as células comportaram-se
como as coletadas de omento ndo ativado, com menor taxa de proliferacao
em cultivo. Atriburam o evento a possivel interacdo entre mediadores
inflamatorios e fatores de crescimento, desencadeando a diferenciacdo
celular no omento ativado. A expressao dos marcadores foi mantida ao longo
de sucessivos cultivos a partir da primeira amostra proveniente do omento
ativado in vivo. Ao concluirem, ressaltaram a vantagem que essa fonte
autdgena propicia por tornar desnecesséria a terapia imunossupressora.

Gomez-Gil et al. (2009) usaram coelhos (Nova Zelandia Branco,
machos) para  caracterizar o perfil imunogénico da populacdo celular
proveniente da resposta do omento a presenca de corpo estranho (malha de
polipropileno) cavidade abdominal. Os autores concluiram que, dependendo
do ambiente, as células mesenquimais sédo capazes de diferenciar-se, in vivo,

em dois tipos distintos de populagdes: uma com caracteristicas de linhagem
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vascular e outra em forma de miofibroblastos, com grande quantitativo de
colageno. Células proximas e aderidas ao corpo estranho apresentaram taxa
de crescimento significativamente maior, em comparagdo as que nao
entraram em contato com o corpo estranho (ou seja, que nao foram
estimuladas).

Requicha et al. (2012) avaliaram o potencial de células tronco do tecido
adiposo (subcutaneo) e do omento maior de cdes. Apds submeterem as
amostras ao mesmo protocolo de digestdo enzimatica e cultivo, em frascos
plasticos, evidenciaram células com formato de fibroblastos, que mesmo
apoOs sucessivas passagens em cultura, mantiveram-se fusiformes e viaveis.
Encontraram, em ambos os tecidos, expressado de marcadores CD73, CD90 e
de CD105, que diminuiu ao longo das passagens em amostras provenientes
do tecido subcutaneo de caes. A capacidade de diferenciagdo em
condroblastos e em osteoblastos foi demonstrada nas duas populacoes.

Shah et al. (2012) caracterizaram as propriedades anti-inflamatérias e
cicatriciais das células derivadas do omento de camundongos. Os dados
demonstraram que o omento contém dois tipos de ceélulas: uma mieldide,
imunomodulatéria, e outra, tronco, denominada CTM funcional.

Patricio et al. (2013), estudando células mesenquimais do tecido
adiposo de cdo, chamaram a atencdo para a falta de marcadores especificos
de células tronco na espécie, como fora reforcado por Dudas Junior et al.
(2008) em coelhos Nova Zelandia Branco e por De Schauwer et al. (2011),
em equinos.

Lan et al. (2012) estudaram o impacto da injaria corneal sobre a
homeostase de CTMs enddgenas, além do potencial dessas células em
reconhecer e migrar para o local da injdria. Para o estudo, valeram-se de
células tronco da medula 6ssea de camundongos, que foram injetadas (na
veia caudal) uma hora apoOs a injaria corneal induzida por eletrocautério.
Quarenta e oito horas apés a injuria, a populacdo de células tronco e o
guantitativo de moléculas guimiotaticas dobrou no sangue e na cérnea lesada,
mas ndo aumentou na cornea integra.

Porzionato et al. (2013) avaliaram por técnicas de decelularizacdo, a
possibilidade de se obter do omento um arcabouco para cultivo celular.

Utilizaram-se do omento de ratos e de seres humanos e observaram a
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eficacia da decelularizacdo, que resultou em um biomaterial rico em fibras

colagenas, fibras elasticas, fibras reticulares e em glicosaminoglicanos.

2.4 MEMBRANA AMNIOTICA

A historia quanto a aplicacdo da membrana amnidtica em oftalmologia
médica iniciou-se com De Roth (1940, apud KIM; TSENG,1995), no
tratamento do simbléfaro e de defeitos conjuntivais. Kim e Tseng (1995)
empregaram-na em modelo experimental de deficiéncia limbal em coelhos,
relatando que 77% dos casos resultaram em melhora na transparéncia
cormeal e em diminuicAo da neovascularizacdo. Desde entdo, esse
biomaterial tornou-se importante adjunto terapéutico na reparacdo de diversas
doencas da superficie ocular, como defeitos corneais persistentes ou
recorrentes; perfuracdes corneais; defeitos conjuntivais, pterigio e tumores;
simbléfaros severos; olho seco; bolhas filtrantes com vazamentos e em
disfuncbes palpebrais (GOMES et al.,, 2006; HIGA et al., 2007). Em
veterinaria, a MA é utilizada em ceratectomias penetrantes, no simbléfaro,
apos resseccao de tumores esclerais e corneais e no tratamento de Ulceras
superficiais ndo complicadas. Outrossim, na deficiéncia limbal, nas
gueimaduras quimicas e no sequestro corneal felino (BARROS et al., 1995;
BARROS; SAFATLE; RIGUEIRO, 1997; BARROS et al., 2005; PONTES et
al., 2010; BARBOSA et al., 2013; FERREIRA etal., 2013).

Em 1999, Schwab reportou o uso da MA como substrato de expanséo
e carreamento de células tronco destinadas a reconstrucdo de superficies
oculares com deficiéncia limbal. Células tronco para cultivo sobre MA podem
advir de diferentes origens, como do limbo, da mucosa oral, da conjuntiva e a
da propria MA (PELLEGRINI et al., 1997; SHORT et al., 2008; RICARDO;
GOMES, 2010).

A MA, por¢cdo mais interna da placenta, € composta por cinco
camadas: epitélio em contato direto com o liquido amniético, membrana
basal, camada compacta, camada fibroblastica e camada esponjosa (DUA et

al., 2004). A membrana basal é espessa, contém colageno tipo IV e laminina.
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As demais camadas compdem a matriz estromal avascular (DUA et al., 2004;
HEINZ et al.,, 2004). A presenca de colageno tipo IV, de fatores de
crescimento, de citocinas e de moléculas anti-apoptéticas na membrana basal
torna a amnidtica excelente substrato para o crescimento de células epiteliais
(ENDO et al., 2004). Entre os efeitos da MA sobre a reparagcdo corneal,
elencam-se a atividade antimicrobiana, a protecdo, a reducdo da dor, efeitos
sobre a epitelizacdo e a auséncia ou baixa imunogenicidade (AZUARA-
BLANCO et al., 1999; SAMPAIO et al., 2006).

Em cirurgia oftalmica, a MA pode ser usada como enxerto, sendo
incorporada ao tecido receptor, com o intuito de reduzir a inflamacéo (técnica
do embutimento). Pode ser empregada como ponte para a migracao de
células remanescentes da coOrnea, promovendo reepitelizacdo (técnica da
sobreposicéo). Pode, ainda, ser mobilizada como bandagem para protecéo de
tecidos transplantados na cérnea ou como carreadora de células tronco
cultivadas (DUA et al., 2004).

Estudos comprovaram as qualidades da MA na reconstrucdo da
superficie ocular, estando ela a fresco, refrigerada, congelada, liofilizada ou
conservada em glicerina (TSUBOTA et al., 1995; TSENG; PRABHASAWAT,
LEE, 1997; ADDS; HUNT; DART, 2001; ANDRADE, 2003; NAKAMURA et al.,
2004).

A glicerina € meio utilizado, notadamente em Veterinaria, para a
conservacdo de membranas biologicas, por sua acao antibacteriana, antiviral
e antifingica de acao lenta, além de método simples e barato (DUA et al.,
2004; TSUBOTA et al., 1995). Sua efetividade depende da concentracao, do
tempo e da temperatura (KIM; TSENG, 1995; SAFATLE, 1998; BARROS;
SAFATLE; RIGUEIRO, 1999; GODOY; GUERRA; BARROS, 2002; SOUZA,
2003; BARROS et al., 2005).

Segundo Dua et al. (2004), qualquer dos métodos de conservagéo da
MA comprometem as condi¢cdes de viabilidade das células, influenciando nos
processos de reparacdo. Entretanto, resultados experimentais mostraram que
alteracdes dos componentes teciduais ndo impede a sua efetividade biologica
(BARROS et al., 1995; BARROS; SAFATLE; RIGUEIRO, 1999; GARCIA et
al., 1996; BARROS; SAFATLE; RIGUEIRO, 1997; BARROS et al., 2005;
BARBOSA et al., 2013).
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Por ndo expressar antigenos de histocompatibilidade leucocitarios e
beta-2-microglobulinas, a MA é considerada imunogenicamente inerte (DUA
et al.,, 2004). Gomes et al. (2006) compararam a resposta da cornea de
coelhos a implantes de MAs autdgena e xendgena (humana) e verificaram
gue ambas s&o incorporadas e absorvidas. Wang et al. (2006) estudaram a
imunogenicidade da MA a fresco e constataram que existe alguma
imunogenicidade, que pode induzir a rejeicdo em pacientes pré-
sensibilizados.

Pontes et al. (2008) utilizaram MA da espécie canina, conservada em
glicerina 98%, em temperatura ambiente, como bandagem na reparacdo de
lesbes superficiais da cornea de coelhos, sem resultados favoraveis.
Observaram retardo na repara¢ao, comparativamente ao grupo nao tratado.

Barbosa et al. (2013) avaliaram a MA equina, conservada em glicerina
98%, em ceratectomias lamelares experimentais em cées. Concluiram, clinica
e histologicamente, que o material incorporou-se ao estroma, resultando em
restabelecimento parcial da transparéncia, ao final de 40 dias e observacéo.

A MA, como substrato para cultivo de células do limbo, considerando-
se a sua capacidade em preservar e em expandir células progenitoras
epiteliais, foi utilizada por Schwab, Reyes, e Isseroff (2000), Koizume et al.
(2000) e Meller, Pires e Tseng (2002). Os autores verificaram que as células
progenitoras epiteliais mantiveram suas caracteristicas indiferenciadas. MA
associada com outros tecidos, especialmente o limbo, foi utilizada para
promover reparacao corneal (RICARDO; GOMES 2010).

Cremonini etal. (2007) estudaram as alteragBes secundarias a deficiéncia
limbal em coelhos, bem como os efeitos da MA sobre a reparacéo corneal. O
transplante de MA néo foi efetivo no tratamento da deficiéncia limbal; entretanto,
reduziu o tempo médio de reparacéo da cornea. Shimazaki, Shinozaki e Tsubota
(1998) recorreram ao transplante de MA associado ao transplante de limbo
autégeno ou aldgeno, para tratar casos de deficiéncia limbal total e parcial
encontraram bons resultados, com restauracdo da populacdo de células
progenitoras.

Nakamura et al. (2003) informaram sobre experiéncia bem sucedida
com o auto-transplante de células epiteliais da mucosa oral de coelhos

cultivadas em MA humana criopreservada. O dano na superficie ocular foi
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provocado por ceratectomia lamelar, estendendo-se ao limbo. Amostras de
mucosa oral foram cultivadas, por trés semanas, sobre fragmentos de MA
desepitelizada. O transplante de MA, contendo células epiteliais da mucosa
oral, ocorreu entre trés e quatro semanas apos a evolucéo da lesédo. Aos dez
dias da transplantac@o, a cornea havia recuperado a sua transparéncia.

Ma et al. (2006) estudaram a potencialidade de CTMs da medula éssea
de humanos em reparar lesdes corneais de ratos. CTMs, ap0s expansao em
MA, foram transplantadas para as cérneas (sete dias apés inducédo de lesao
corneal). Os resultados demonstraram que ambas, CTMs e MA, atuaram na
reconstrucdo da superficie corneal.

A MA, como substrato para a proliferacédo celular “ex vivo”, pode ser
utilizada epitelizada ou desepitelizada. A desepitelizacdo é conseguida por
técnicas diversas, dentre as quais a digestdo enzimatica (tripsina ou lipase), o
tratamento quimico com EDTA (acido eltilenodiaminotetra-acético,) e ou
mecanico (desbridamento). Ha controvérsias quanto ao emprego de MA
epitelizada ou desepitelizada na expansdo de células tronco do epitélio limbal.
Trabalhos demostraram que a membrana epitelizada retém células epiteliais
em estado indiferenciado, com génese limitada de estruturas de adeséo,
podendo comprometer a viabilidade pés transplante. Melhores resultados
foram percebidos com a membrana desepitelizada. Obteve-se epitélio mais
confluente, com maior nimero de estruturas de adesdo, aumentando-se a
seguranca do transplante (KOIZUMI et al., 2007; LEE; TSENG, 1997; MELO
et al., 2007).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 CONSIDERACOES QUANTO A ETICA

A pesquisa foi realizada atendendo-se as normas “Association for
Research in Vision and Ophthalmology” (ARVO), de consoante com o0 codigo
de NUREMBERG (SHUSTER, 1998). Para sua realizacdo, o projeto foi
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aprovado pela CEUA - Comissdo de Etica no Uso de Animais (Protocolo
017001\12), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal.

3.2 PACIENTES E GRUPOS

Foram utilizados 32 animais da espécie leporina (Oryctolagus
cuniculus), da raca Nova Zelandia Branco, adultos, machos, com peso médio
de 3,0 kg. Trinta deles foram separados em dois grupos de quinze individuos.
O trigésimo primeiro coelho foi submetido a coleta de uma amostra do omento
gue serviu para cultivo celular e o trigésimo segundo individuo forneceu
amostra de omento para armazenamento em glicerina 98%?.

Para a constituicdo de grupos homogéneos, 0s animais passaram por
exame fisico e por semiotécnica oftalmica balizada no teste da lagrima de
Schirmer?, na biomicroscopia com luz em fenda®, na tonometria de
aplanacdo®, na oftalmoscopia binocular indireta® e na prova do tingimento pela
fluoresceina®. Foram selecionados animais higidos. Os individuos foram
identificados e mantidos, individualmente, em gaiolas, recebendo &gua
potavel e racdo apropriada’ ad libitum. Previamente aos procedimentos
experimentais aleatoriamente, separaram-se 0s trinta animais em dois grupos:
grupo omento (OM), composto por animais que receberam enxerto de omento
livre recoberto por MA, ambos conservados em glicerina 98%; e grupo
omento com células (OMC), composto por animais que receberam MA
(conservada em glicerina) colonizada com células do omento. Os estudos

foram realizados empregando-se o olho direito de cada coelho.

; Rioquimica Ltda S&o José do Rio Preto-SP, Brasil.
Teste da Lagrima de Schirmer — Ophthalmos Ltda, S&o Paulo, SP.

3 slit Lamp SL-14 —Kowa Company Ltda, Toquio, Japéo.

* TonoPen XL - Reichert® Buffalo, NY, EUA.

> Oftalmoscdpio binocular indireto FOH-5 — Eyetec S.A., Sao Carlos, SP.
Fluoresceina strips — Ophthalmos Ltda, Sdo Paulo, SP.

! Racao Nutri Coelho® - Purina, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.
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3.3 MEMBRANA BIOLOGICA E CULTIVO CELULAR

3.3.1 Obtencdao e preservacao da MA

Membranas foram coletadas de maneira asséptica, no curso de
operacdo cesariana de duas fémeas caninas clinicamente sadias, em
gestagcBes normais levadas a termo. Apoés a coleta, as MAs foram lavadas em
solucdo de cloreto de sédio (NaCl) 0,9%°2, cortadas e colocadas sobre papel
filtro de nitrocelulose®, com a face epitelial voltada para cima. Em ato
continuo, elas foram imersas em solucéo de glicerina 98%° e acondicionadas
em frascos de vidro esterilizados, segundo o proposto por Kim e Tseng
(1995), onde permaneceram em temperatura ambiente, por trinta dias, prévios

a sua utilizacéo.

3.3.2 Obtencdo e preservacao do omento

O omento foi obtido de coelho adulto da raga Nova Zelandia Branco.
Empregou-se a anestesia inalatéria (vide item 3.6) e o animal foi preparado
para a realizacdo de procedimento asséptico. ApOs celiotomia, parte do
omento maior (cerca de dois gramas) foi removida e lavada em solucdo de
NaCl 0,9%. Para conservacao, ele foi acondicionado em frasco de vidro
estéril, contendo glicerina 98%, onde foi mantido por trinta dias, prévios a sua

utilizacdo (Apéndice 1).

® Fresenius Kabi Brasil Ltda, Fazenda Tamboré Barueri — SP, Brasil.
o Ophthalmos®,Sao Paulo, SP, Brasil.
10 Labsynth, Diadema, S&o Paulo, Brasil.
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3.3.3 Extracao e cultivo das células mesenquimais do omento

Procedimentos envolvendo extracdo, cultivo e citometria de fluxo foram
realizados no Laboratorio de Genética e Cardiologia do Instituto do Coracgao
(InCor), Universidade de Séao Paulo (USP-SP).

A extracdo e o cultivo das células seguiram protocolo proposto por
Danovitz et al. (2011b). Um anico coelho foi preparado para a realizacdo de
procedimento cirdrgico asseéptico, a similitude do item anterior. ApOs
celiotomia e coleta, parte do omento maior foi lavada em tampéao fosfato
salino (PBS)'!, submetida & digestdo enziméatica com colagenase tipo IA
0,075%* diluida em “Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium Low Glucose”
(DMEM)*®, por trinta minutos (em estufal* a 37°C) e centrifugada®® a 1200
rpm, por cinco minutos. O “pellet” de células foi ressuspendido em DMEM e
suplementado com 10% de soro fetal bovino!®, peniciina G e
estreptomicina’®. As células foram plaqueadas e mantidas em estufa com 5%
de CO, a temperatura constante de 37°C, por doze horas. A seguir, 0 meio de
cultivo foi trocado e as células ndo plastico-aderentes foram descartadas. As
células foram cultivadas por doze dias, sendo o meio de cultura trocado a
cada trés dias. A populacdo de células resultantes da primeira troca foi
chamada de populacdo zero (P0O). A cada nova troca do meio de cultura, que
envolveu também descolamento e transferéncia celular de um recipiente para
outro, as amostras passaram as denominacfes de populacdo um (P1),
populacdo dois (P2) , até populacéo trés (P3). O descolamento enzimatico
das células aderidas as placas foi realizado com solucdo de tripsina 0,25%,
diluda em 1 mL de EDTA®. A viabilidade do material foi avaliada

empregando-se método de exclusdo com azul de Tripan®*. Amostras foram

Ynterlab, SP, Brasil Ltda
120-2674- Sigma®; St. Louis, MO.

Cutilab, Campinas, SP, Brasil.
“Estufa ULP400 Uniscienc Equipamentos para Laboratério, S&o Paulo, SP, Brasil.
Centrifuga mod 206 FANEN, S&o Paulo, SP, Brasil.
ecutilab, Campinas, SP, Brasil.
Ycutilab, Campinas, SP, Brasil.
18Germedpharma®, Campinas, SP, Brasil.
19Germedpharma@, Campinas, SP, Brasil.
0Germedpharma®, Campinas, SP, Brasil..
21Germedpharma®, Campinas, SP, Brasil.
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caracterizadas por citometria de fluxo?? e andlise de imagem®. Apods
acondicionamento em “ependorff’, elas foram armazenadas em nitrogénio

liquido até a etapa de adesdo a MA.

3.4 CARACTERIZACAO DAS CELULAS MESENQUIMAIS DO OMENTO

3.4.1 Citometria de fluxo

Amostras de P3 foram utilizadas. As células foram marcadas, por trinta
minutos, a 4°C, com anticorpos “anti-mouse” CD29 FITC, “anti-human” CD29
PeCy5, “anti-mouse” CD90-PE, “anti-human” CD90 APC, “anti-mouse” CD31-
PE, “anti-rat” CD31 Alexa488 e “anti-rat’” CD31PE, da BD Biosciences®,
seguindo-se as instrucdes do fabricante. Na sequéncia, foram lavadas trés
vezes em PBS?® suplementado com 2% de albumina bovina sérica (BSA) e
analisadas. As anélises foram feitas em equipamento FACSCalibur®®, para
10.000 eventos. A populacdo de células positivas foi definida como aquela
com fluorescéncia superior a, aproximadamente, 1% de falsos positivos da
populacdo ndo marcada com anticorpos. Para se estabelecerem controles
negativo e positivo, utilizaram-se células endoteliais de coelho (RAEC, que
devem expressar CD31), células mesenquimais de tecido adiposo de coelho
(rASC, que devem expressar CD29, CD90) e células pluripotentes induzidas,
postas a diferenciacdo em cardiomiécitos, cuja populacdo € rica em
fibroblastos (CD90+) e em células endoteliais (CD31+). Apenas anticorpos
com marcacéo para células do omento e dos controles foram considerados.

Na populacdo de células extraidas do omento, certificou-se da nao
contaminagéo por células endoteliais, denotada pelo baixo percentual (5%) de
células expressando marcador de superficie CD31. Cerca de 18% das células

expressaram CD90, um marcador de superficie de células mesenquimais de

“Bp FACSCalibur, BD Biosciences, San Diego, EUA.
23Image J® “National Institute of Health” NIH, EUA.
24BD Biosciences Pharmingen, San Diego, EUA.
22 Gibco® pH 7.4, Paisley, Scotland, UK.

BD FACSCalibur™, BD Biosciences, San Diego, EUA.
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gordura ou de fibroblastos. Para a comprovacao, trés repeticbes foram feitas

(Figura 1).
Imunofendtipo
80,0%
70,0% 6571%
60,0%
50,0%
40,0% 36T%
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20,0%
10.0% 5,1% 5,3%
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! I
0,0% _ —
Anti-Rat CD31 PE Anti-Human CD90 APC

H Omento M Rabbit ASC RAEC

Figura 1. Distribuicdo, em porcentagem, de células mesenquimais do omento de

coelho (omento); de células mesenquimais do tecido adiposo de coelhos
(Rabbit ASC) e de células endoteliais de coelho (RAEC), submetidas a
citometria de fluxo para os marcadores Anti-rat CD31 PE e Anti-Human
CD90 APC. Fonte: Instituto do Coracéao (Incor SP) (2014).

3.4.2 Morfologia celular

Amostras de P3 foram aleatoriamente selecionadas, fixadas em
solugcdo de etanol e Acido acético?’ (3:1, viv) e avaliadas com microscopio
EVOS® XL Core?®, equipado com contraste de fase, objetiva de 40x e video-
camera digital colorida®®. Sete campos microscopicos, por amostra, foram
randomicamente fotografados e examinados em “software™°. A populacdo de
células (P3) transferidas para a MA e implantadas na cOrnea exibia baixo
pleomorfismo citoplasmatico e nuclear. A densidade celular estimada, por
campo microscopico, em aumento de 400x, foi de 50,45+1,36. Células
mesenquimais do omento eram predominantemente fusiformes, com

tamanhos homogéneos e com nicleos proeminentes (APENDICE 2 A).

“"Merck © Biosciences , Darmstadt, Germany.

2 ife Technologies Corporation, Carlsbad, California, EUA.
° Life Technologies Corporation, Carlsbad, California, EUA.
% Image J ®, NIH, EUA.



38

Células mesenquimais de formato arredondado e citoplasma texturalmente
heterogéneo (APENDICE 2 A) foram observadas em pequeno ndmero (5%
da populacdo total). Todas as imagens foram convertidas para um sistema
binario (com até 256 pixels) e tratadas com filtros digitais para eliminacao de
“packgrounds” e suavizag&o ou realce do contorno das estruturas de interesse

(APENDICE 2 B). Ndo havia células em mitose nas amostras fotografadas.

3.5 ADESAO DAS CELULAS MESENQUIMAIS DO OMENTO A MEMBRANA
AMNIOTICA

Essa etapa do experimento foi realizada no Laboratério de Cultivo
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da
FCAV, UNESP, Campus de Jaboticabal. As culturas de células do omento
foram trazidas de S&o Paulo a Jaboticabal (via aérea) e mantidas em estufa
com 5% de CO, a temperatura constante de 37°C. Apds avaliacdo sob
microscépio de contraste®' de fase, as células (P3) foram descoladas das
garrafas de cultivo, conforme descrito no item 3.3.3, e diluidas em DMEM
visando a sua transferéncia para a MA. Trinta minutos antes, os fragmentos
de MA foram retirados da glicerina, removidos da membrana de nitrocelulose,
lavados em solugcdo de NaCl 0,9% e colocados (com a face epitelial voltada
para cima) em cubas de inox contendo solucdo fisioldégica, onde
permaneceram por vinte minutos, em temperatura ambiente. Todos o0s
procedimentos foram realizados sob fluxo laminar. Os fragmentos foram
divididos em duas metades iguais e, individualmente, acomodados em placas
de cultivo (24 “wells”). Adicionaram-se, as membranas, 2 mL de DMEM
contendo células do omento (P3). Por amostragem, estimou-se que 6,42x10*
células foram transferidas para cada fragmento de membrana. As placas
contendo as amostras foram mantidas em estufa com 5% de CO; (37°C), por

24 horas, para a adesédo das células do omento.

3INikon® do Brasil, Sdo Paulo, SP.
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3.6 PROCEDIMENTO EM ANESTESIA

Os coelhos ndo foram submetidos a jejum alimentar ou a hidrico,
porquanto na espécie, ele é desnecessario (FLECKNELL, 2007). Para a pré-
anestésia empregou-se acepromazina? (0,4 mg/kg) associada a tramadol®® (4
mg/kg), pela via intramuscular. Decorridos quinze minutos, aplicou-se
cetamina® (10 mg/kg) e midazolan®® (0,3 mg/kg), pela via intravenosa. Apos
intubacdo orotraqueal com sonda de Magil®® de 3,0 mm de diametro, sem
balonete, procedeu-se a anestesia geral em circuito anestésico sem
reinalacdo de gases, empregando-se isofluorano®’ a 2,5 CAM, diluido em
fluxo total de 1L/min de oxigénio a 100%. A superficie corneal foi

dessensibilizada com colirio de tetracaina 1% com 0,1% de fenilefrina®.

3.7 CERATOPLASTIAS E POS-OPERATORIO

Ap6s medidas rotineiras de antissepsia da superficie ocular, com
solucdo de polivinilpirrolidona® diluida a uma concentracdo final de 1:50,
realizou-se fixacdo do bulbo do olho com dois pontos escleroconjuntivais,
colocados nas posicbes seis e doze horas, com fio de nailon 5-0%°. Todos os
procedimentos foram realizados & luz da microscopia cirdrgica**. Com trépano

de 6 mm*? de diametro, realizou-se ceratectomia superficial na regido central

32Acepromazina 1% UNIVET, Séo Paulo, SP, Brasil.
*Tramadol®~ Cristalia, Itapira, SP,Brasil.
i:CetaminZ - Syntec, Cotia, SP, Brasil.
Dormire™ - Cristalia, Itapira, SP, Brasil
ij Embramac®, Campinas, SP, Brasil.
VetfluranoVirbac®, S&o Paulo, SP,Brasil.
8Colirio anestésico, Allergan Produtos Farmacéuticos LTDA , S&o Paulo, SP, Brasil.
%9 Rioquimica Ltda S&o José do Rio Preto, SP, Brasil.
:iMonononn 5-0 — Bioline Comércio Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil.
M-9 - DF Vasconcellos, Sdo Paulo, SP,Brasil.
42Kolplast Ltda, Sao Paulo,SP, Brasil.
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da cornea, envolvendo cerca de um terco da sua espessura. O defeito corneal
foi concluido empregando-se bisturi angulado de 15 graus*® e pinca colibri®*.

Nos coelhos do grupo OM, os defeitos corneais serviram de leito para a
implantacdo do omento coberto com MA. Para tal, o0 omento e a MA foram
retirados da glicerina e lavados em solucdo de NaCl 0,9% estéril, onde
permaneceram, para hidratacdo, por vinte minutos prévios ao uso. O omento
foi recortado com trépano de 7 mm de diametro e suturado a coérnea,
empregando-se quatro pontos isolados simples, perfurando totalmente o
implante, mas parcialmente a cérnea, com fio de nailon 9-0.* A MA foi
posicionada com sua face estromal em contato com o0 omento e a cOrnea de
modo a cobrir o omento. Suas bordas foram fixadas ao férnice conjuntival,
com oito pontos isolados simples, empregando-se fio de nailon 8-0%.

Nos defeitos corneais dos coelhos do grupo OMC, implantou-se MA
colonizada com células do omento. A face epitelial contendo as células do
omento foi colocada em contato com o leito receptor. Sua fixagdo a cornea foi
feita com oito pontos isolados simples, empregando-se fio de nailon 9-0.

Cuidados poés-operatérios foram o0s mesmos para 0s dois grupos.
Instilou-se colifio & base de tobramicina®’, a cada quatro horas, durante
quinze dias consecutivos. Administrou-se tramadol (4 mg/kg), pela via
subcutanea, a cada doze horas, durante cinco dias consecutivos. Como
analgesia preemptiva administrou-se por via intravenosa o anti-inflamatorio a

base de meloxicam*® na dose de 0,1mg/kg. N&o foi usado colar elisabetano.

3.8 AVALIACAO CLINICA

Os coelhos foram avaliados a partir do primeiro dia de pds operatorio, a

cada 24 horas durante os primeiros dez dias, periodo de epitelizacéo da leséo

3 Slit knife 15 degrees® - Alcon Laboratorios Do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil.
*Steel inox, Sao Paulo, Brasil.

4 Mononylon, — Bioline Comércio Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil.

46Mononylon, — Bioline Comércio Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil.

*"Tobramicina 0,3% solucdo oftalmica - Cristélia, Brasil.

*8 Movatec® meloxicam, solucdo injetavel, Boehringer Ingelheim.
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corneal, confirmada com fluoresceina®®. O registro dos eventos clinicos
avaliados foram feitos no 32 72 149 30° e 602 dias de pds-operatdrio. Os
eventos avaliados foram o blefarospasmo, a secregcdo, a quemose, a
hiperemia conjuntival, a vascularizacdo e a opacidade corneais. Os escores,
para avaliacdo, foram auséncia e presenca dos eventos e, quando presentes,
guanto aos tipos discreto, moderado e intenso. Em relacéo a secrecéo ocular
e a opacidade corneal, classificacbes adicionais foram feitas. A secregéo
ocular foi classificada, quanto ao tipo, em serosa, mucosa e purulenta. A
opacidade corneal o foi quanto a dificuldade para a visibilizacdo, sob
iluminacdo (luz em fenda), da iris a partir das areas corneais que nao

receberam os implantes (Quadro 1).

Quadro 1. Parametros adotados para avaliacdo da evolugcdo de ceratoplastias
lamelares, em coelhos da raca Nova Zelandia Branco que
receberam enxerto de omento livre, recoberto com MA (OM) ou MA
com células do omento (OMC).

PARAMETROS CLINICOS

Blefarospasmo
(0): ausente
(1): discreto
(2): moderado
(3): intenso

Secrec¢do ocular serosa, mucosa, purulenta
(0): ausente

(+):1

(++): 2

(+++):3

Quemose
(0): ausente

(p):presenca

Hiperemia Conjuntival
(0): ausente

(1): discreto

(2): moderado

(3): intensa

Vascularizagado corneal
(0): ausente
(p): presenca

Opacidade corneal

*9 Fluoresceina strips - Ophthalmos®, S&o Paulo, SP, Brasil.
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(0): quando nao houwer dificuldade para observacdo de detalhes da iris.
(1): discreta — quando houver borramento dos detalhes da iris.

(2): moderada — quando houver dificuldade em definir detalhes da iris.
(3): severa — quando nao for possivel observar os detalhes da fris.

Fonte: Adaptado de Andrade et al. (2009).

3.9 AVALIACAO A MICROSCOPIA

3.9.1 Histopatologia

A coleta das coOrneas ocorreu em trés animais de cada grupo
respectivamente, ao 32, 72, 142 309 e 602 dia de p6s-operatério. Para tal, 0s
animais foram submetidos a eutanasia ativa, empregando-se cetamina, pela
via intramuscular, na dose de 40 mg/kg de peso corpéreo, e injecéo

intravenosa de propofol®®

até atingirem plano profundo de anestesia.
Administrou-se cloreto de potassio®! para a indugéo de parada cardiaca.

As cérneas foram colhidas, fixadas em formaldeido tamponado 10%° e
transportadas ao Laboratério de Anatomia Patologica e Ornitopatologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP, Campus de Aracatuba, onde
os fragmentos foram embebidos em parafina®® e cortados em micr6tomo>* &
guatro micrometros (um) de espessura.

As amostras foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) e com
tricromico de Gomori®® e analisadas ao microscépio de luz*® para avaliagéo
descritva. A HE sernviu para se avaliarem eventos relacionados com
congestdo, edema, hemorragia, infiltracdo de células inflamatorias e
vascularizagdo corneal. Com o tricromico de Gomori buscou-se avaliar a
deposicdo de colageno. A infiltracdo de células inflamatorias, na area da
leséo, foi classificada, subjetivamente, em leve, moderada e intensa. O grau

de epitelizacdo recobrindo a area da lesao, foi classificado em completo ou

50Diprivan® Astra Zeneca do Brasil LTDA.

> Labsynth, Diadema, Sao Paulo, Brasil

52Formol-solugéo 10% Industria Farmacéutica Rioquimica LTDA.
*3 parafina/ Petrobras, Rio e Janeiro, RJ.
54Micrc')tomo/RJUNG-HeideIberg.

**Merck-Brasil, Rio de Janeiro, RJ.

%6 Olympus BX400/Microscopio Optico- Leica.
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incompleto. O estroma foi avaliado quanto a organizacdo das fibras

colagenas. Todas as analises foram feitas por um Unico examinador.

3.9.2 Imuno-histoquimica na deteccao da proliferacéo celular (Ki-67)

Etapa realizada no Laboratério de Diagndstico em Patologia Molecular
Veterinaria e Pesquisa (VETMOL), localizado na Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnica, UNESP, Campus de Botucatu. A imuno-
histoquimica foi realizada a partir dos mesmos blocos de parafina
confeccionados para a histologia.

Cortes foram acondicionados em laminas silanizadas®’ e desparafinados
em dois banhos consecutivos (vinte minutos cada) de Xilol PA®® por vinte
minutos cada. Em seguida, foram imersos em alcool etilico (trés banhos de
trés minutos cada) e, posteriormente lavados em &agua deionizada® para a
remocéao de tragos do alcool.

A recuperacdo antigénica foi feita com tampdo citrato®, pH 6,0, em
panela de pressao®, por quinze minutos. O bloqueio da peroxidase endégena
foi realizado com solugéo peroxidase®®. Laminas foram lavadas com tampéo
PBS/Tween20xPBT125%. As proteinas endégenas (sftios inespecfficos de
marcacdo) foram bloqueadas com solucdo de bloqueio de proteina®. O
anticorpo anti-Ki-67, clone MIB-1%°, foi diluido em tampdo PBS/Tween
20xPBT125 a titulacdo de 1:50 yL e acondicionado em tubo de “ependorff’,
tendo, como meétodo, o quantitativo de 100 microlitros da solucéo final por
lamina. As laminas foram incubadas, com o0 anticorpo, em esponjas
umedecidas e permaneceram em temperatura ambiente (25 °C), por 45

minutos. Posteriormente, foram lavadas em tampao PBS/Tween 20xPBT125,

8StarFrost® Biogen, S&o Paulo, SP.

Labsynth Diadema, S&o Paulo, Brasil

Delonlzador de Agua 50 L/H (Sppencer Scientific Brasil, Santo André, S&o Paulo, Brasil
Labsynth Diadema, S&o Paulo, Bras

Pascal Dako® do Brasil, Sdo Paulo, SP.

Spnng® SBP125, Pleasanaton, CA, EUA.

Sprlng® SBP125, Pleasanaton, CA, EUA.

Sprlng® SBP125, Pleasanaton, CA, EUA.

®*Dako® do Brasil, S0 Paulo, SP.
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por cinco minutos. Para revelar a reacdo, empregou-se 0 polimero

Histofine®®® e o cromégeno diaminobenzidina (DAB)®’

, por dez a quinze
minutos, até o aparecimento de reacdo colorimétrica. Apds lavagem com
agua destilada, as laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris,
por um minuto, lavadas em &agua destilada, desidratadas em etanol,
diafanizadas em xilol e montadas com Goma de Damar®®. Amostras
incubadas com meio de diluicdo, sem anticorpo primério, foram usadas como
controles negativos. Cortes de linfonodos normais de coelhos foram usados
como controles positivos. A constatacdo, quanto a ocorréncia de
imunomarcacdo, se deu pela observacdo de nicleos evidentes e
acastanhados localizados no epitélio corneal. As avaliagbes foram feitas em

microscopio de luz com aumento de 400x.

3.10 ESTATISTICA

Variaveis clinicas categoéricas foram comparadas empregando-se o
teste exato de Fisher. Os resultados apresentados como porcentagem.
Diferencas foram consideradas significativas, quando p menor que 5%, com
intervalo de confianca de 95% (+2 EP). Todos os calculos e comparacdes

estatisticas foram implementados em “softwares”®°.

66SimpIeStain MAX PO MULTI, Biogen, Séo Paulo, Brasil

67Spring® SPB125, Pleasanaton, CA, EUA..

68 Labsynth, Diadema, Séo Paulo, Brasil.

Minitab 12™ San Diego, USA e MedCalc 9.3 -MedCalc Inc, Mariakerke, Belgium.
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4 RESUTADOS

4.1 AVALIACAO CLINICA

No grupo OM encontrou-se secre¢do ocular intensa do tipo mucoso, do
primeiro até o 7% dia, decrescendo ao 142 quando foi moderada, para
desaparecer nos periodos subsequentes (Apéndice 3 A e Tabela 1).
Relativamente ao blefarospasmo, a variacdo de intensidade deu-se de
moderada a discreta, segundo a evolugdo temporal. Decorreu hiperemia
conjuntival intensa a partir do 32 dia, tendendo ao desaparecimento ao 142 dia
de observacdo. Quemose de moderada a intensa foi observada no periodo
inicial de avaliacdo, com tendéncia ao desaparecimento (Tabela 1 e Apéndice
3 B). Opacidade corneal de discreta a moderada foi vista no inicio da
avaliacédo, desaparecendo no interregno de sete a 10 dias, ocasiao em que se
observou deiscéncia dos pontos de fixagdo da MA e do omento, em todos 0s
animais deste grupo (Apéndice 3 C e D). Obsernvou-se nenhuma
vascularizacdo em todos os momentos de observagéao

Nos individuos do grupo OMC, verificou-se discreta secrecao do tipo
mucosa a partir do 32 dia de observacéo, que assim se manteve até o 142 dia
(Tabela 1 e Apéndice 4 A). Hiperemia conjuntival, do tipo moderada, esteve
presente até o 60° dia de observacdo. Apenas ao primeiro dia de coleta de
informacdes, houve quemose, que fora discreta. Blefarospasmo em
intensidade moderada ocorreu do 32 ao 72 dias de pés-operatério (p<0,001).
Discreta opacidade foi observada em todos os periodos de observagéo,ndo
desaparecendo aos 602 dia (Apéndice 4 B e Tabela 1). Observou-se
vascularizacdoa partir do 142 dia, até o final do periodo de acompanhamento

estando presente ao 602 dia. (Apéndice 4 C e Tabela 1).
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4.2 AVALIACAO A MICROSCOPIA

4.2.1 Histologia

Evidenciou-se ao 32 dia de pdés operatério, nas corneas de ambos os
grupos, auséncia de epitélio nas areas de lesdao (Apéndice 5 e 6 A), bem
como desorganizagcdo estromal proeminente com presenca de
polimorfonucleares. Observou-se no grupo OMC, vestigios de MA, ao 32 dia.
Ao 792 dia, evidenciou-se edema (Apéndice 5 B) e areas de hiperplasia
epitelial, acentuadamente no grupo OM. No interregno do 72 ao 142 dias,
encontraram-se, em ambos 0S grupos, células polimorfonucleares e
desorganizacdo estromal (Apéndice 5 e 6 C ). No grupo OMC, ao 72 dia de
pos operatorio, as coOrneas apresentaram-se com areas incompletas e
imaturas de epitelizacdo revestindo parcialmente o0 estroma corneal
desorganizado (Apéndice 6 B). Em wuma amostra do grupo OMC,
encontraram-se ilhas de epitélio invadindo o estroma e entremeando as fibras
colagenas (Apéndice 6 B). Ao 302 dia, todas as cérneas, de ambos 0s grupos,
mostraram-se reepitelizadas, com evidéncia de vascularizagdo leve nas
amostras do grupo OMC (Apéndice 6 C), perdurando até o 60% dia de
avaliacdo (Apéndice 6 D). Nas amostras do grupo OM encontraram-se

estratificacdo epitelial e organizacado estromal (Apéndice 6 D e Apéndice 7).
4.2.2 Imuno-histoquimica

Em ambos o0s grupos as células imunomarcadas concentraram-se no
epitélio (Apéndice 8). O numero de células positivas para Ki-67 variou
segundo o do grupo e do tempo de evolucdo da reparacdo corneal. Houve
expressdo reduzida para ambos 0s grupos, nos periodos compreendidos
entre 0 32 e 0 142 dias, com aumento da imunomarcac&o no 309 dia. Ao final
do periodo de observacédo, o grupo OMC apresentou quantitativo acentuado

de células imunomarcadas, comparativamente ao grupo OM.
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5 DISCUSSAO

O omento tem sido sobejamente empregado em cirurgias
reconstrutivas. Estudos comprovaram sua capacidade em controlar a
propagacdo de inflamacdo e infeccbes peritoneais além de promover
vascularizacdo e reparagao tecidual (PLATELL et al., 2000; COLLINS et al.,
2009; SHA et al., 2012). Rotineiramente, cirurgides utilizam-no sob a forma
de retalho pediculado, que pode ser tunelizado no subcutdneo até o sitio da
lesdo alvo (ITO, 2008; FERRIGNO et al.,, 2010). Como ineditismo, nesta
pesquisa, fragmentos de omento livre (i.e., ndo pediculado) e células isoladas
do omento foram utilizados, em associacdo a MA, visando-se a reparar lesdes
corneais.

A aplicacdo de tecidos livres ou de membranas, em ceratoplastias
lamelares, € pratica corriqueira. Dificuldades interp6em-se quanto a escolha,
a obtencdo e ao processamento de materiais justificando a busca por novas
opcOes. Ha relatos sobre o emprego de MA, da membrana de celulose, da
capsula renal, da escama de sardinha e do pericardio bovino (LAUS;
FERREIRA; ANDRADE, 2000; ANDRADE; LAUS; FIGUEIREDO-
FLORENCIO, 1999; BARROS; SAFATLE; RIGUIERO, 1999;). Omento livre
pode ser facilmente colhido durante cirurgias abdominais eletivas ou por
procedimentos videolaparoscopicos. Por se tratarem de células
imunoprivilegiadas ndo é imprescindivel que sejam de origem autdgena, como
ficara confirmado pelos resultados da presente pesquisa (GOTHERSTROM,
2007; JONES; McTAGGART, 2008; SHAH et al., 2012).

Ainda que considerado tecido gorduroso, o0 omento possui conjuntivo
rico em colagenos, em fibras do sistema elastico, fibras reticulares e
glicosaminoglicanos (PORZIONATO; MACCHI; DE CARO 2013). A
composicdo o coloca em condicbes de exploracdo, mesmo estando em
glicerina, como biomaterial. Estudos prévios recomendaram, todavia,
procedimentos em criopreservacdo ou em liofilizacdo para conservacdo de
tecidos gordurosos (PU, 2009). Em favor do omento livre, como biomaterial,

Porzionato et al. (2013) propuseram técnicas, wvoltadas ao seu
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processamento, visando-se obterem arcaboucos para aplicacdo em medicina
regenerativa.

A (glicerina 98% é o meio de conservacdo mais empregado em
Veterinaria. Além da simplicidade técnica, do baixo custo e da efetividade
consagrada, protege os tecidos bioldgicos da acdo de bactérias Gram
negativas (BARROS et al., 1995; SAMPAIO et al., 2006; PONTES et al.,
2008; BARBOSA et al., 2013). Sabe-se que implante, apds conservacao em
glicerina 98% integram-se ao leito receptor com a participacéo de fibroblastos,
sem que sejam rejeitados.

Na presente pesquisa constatou-se que a utilizacdo de omento livre
com enxerto passa por dificuldades quanto a sua fixacdo no leito receptor. Por
sua fragilidade, a fixacdo fica condicionada a associacdo a um tecido de
suporte. Optou-se pela MA por se tratar de implante desde ha muito utilizado
em oftalmologia médica e veterinaria. Sua escolha foi lastreada por
casuisticas expressivas quanto as aplicacbes como tecido de suporte para
biomateriais de origem animal, especialmente corneolimbais (PELLEGRINI et
al., 1997; DUA etal., 2004; NAKAMURA et al., 2004; PANG; DU; WU, 2010).

Concebeu-se, nesta pesquisa, a ideia de que associar omento livre
com MA, uma vez que a MA, por citacbes da literatura, foi também utilizada
para o carreamento de células do omento a cornea. Outra condicdo
considerada foi a riqueza e o detalhamento de dados disponibilizados, que
serviriam como controle externo de resultados da pesquisa.

Indicacbes para o transplante de MA associada a outros tecidos,
preferencialmente os contendo células progenitoras ou fatores de
crescimento, vao desde o tratamento de Ulceras profundas até a deficiéncia
limbal e os defeitos epiteliais persistentes (MA et al., 2006; SHORT et al.,
2008; RICARDO; GOMES, 2010; LAN et al., 2012). Beneficios adicionais, em
comparacao ao uso clinico de MA isoladamente, podem advir do aumento da
concentracao ou da acao sinérgica de fatores de crescimento, de citocinas, de
interleucinas e de outras moléculas sollveis estimuladoras da migracéo
celular, do estabelecimento e do suporte de sitios de contato célula-célula e
célula-matriz envolvidos na repara¢do; na reposi¢cao e no recrutamento in situ

de células habeis para sinalizacdo paracrina ou com alta atividade
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proliferativa (PELLEGRINI et al., 1997; DUA et al., 2004; NAKAMURA et al.,
2004; PANG; DU; WU, 2010).

Em decorréncia da inexisténcia de dados comparativos gquanto as
propriedades do omento na reparacdo de lesbes corneais, ndo ha como
afirmar por qual via ele pode ter atuado na reepitelizacdo corneal. Nao
obstante, observou-se, a histopatologia, reorganizacdo gradual de fibras de
coldgeno consistentes com restabelecimento de microambiente estromal e,
por conseguinte, de sitios de interagcdo célula-matriz necessarios a
reepitelizacdo. Reepitelizacdo ou proliferacdo de células epiteliais envolve,
entre outros fatores, remodelacdo de moléculas de adesédo e, na presente
pesquisa, 0 grau de estratificacdo alcancado sugere que houve biossintese
dessas moléculas (WOO et al., 2001).

Os resultados demonstraram que em ambos os grupos entre o 3% e 72
dias de poés-operatério, houve intensa reacdo inflamatoria, com invasao por
polimorfonucleares na area da lesdo, auséncia de epitélio e desorganizacdo
estromal. Tais achados corroboram com o0s de outros autores, que
informaram que a epitelizacdo completou-se entre o décimo e décimo quarto
dia (MONTEIRO et al., 2000; GODOQY, C. A. L, 2005; SAMPAIO et al., 2006;
CREMONINI et al.,, 2007 GODOY-ESTEVES et al.,, 2013). Monteiro et al.
(2000) constataram completa epitelizacdo em corneas tratadas com
membrana homdloga ou ndo, aos 07 dias, sem diferencas qualitativas ou no
tempo de reparacdo, mas nos eventos inflamatorios (edema, vascularizagéao)
mais acentuados no grupo sem membrana amniotica.

Adjunto ao emprego como biomaterial avaliou-se o omento como fonte
de células progenitoras destinadas a reparacdo corneal. Ele foi submetido a
protocolo de cultivo validado para a extracdo de células tronco mesenquimais
(DANOQVIZ et al., 2011a).

Estudos demonstraram que 0 omento contém  células tronco
mesenquimais ( PLATELL et al., 2000; GOMEZ-GIL et al., 2009; SHAH et al.,
2012). A Sociedade Internacional de Terapia Celular estabeleceu critérios
para o reconhecimento dessa linhagem celular. Células tronco mesenquimais
devem ser plastico-aderentes; expressarem (>95%) os marcadores de
superficie celular CD105, CD73 e CD90; ndo expressarem (<2%) marcadores

de ceélulas hematopoéticas e endoteliais; e manterem habilidade para
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diferenciacdo em osteoblastos, adipécitos e condroblastos (DOMINICI et al.,
2006; KOLF; CHO; TUAN, 2007). Considerando-se que na presente pesquisa,
apenas dois dos critérios acima puderam ser avaliados (adesdo a garrafa
plastica usada para cultivo e expressdo de CD90), optou-se pela
denominagdo “progenitoras mesenquimais”.

O termo progenitora abrange todas as células indiferenciadas de um
tecido adulto; seu emprego constitui medida acauteladora e adéqua-se as
situacdes cuja fenotipagem minima para definir uma célula como tronco nao
fora alcancada. Admite-se que células progenitoras guardam caracteristicas
fenotipicas com as células tronco, porém, ocupam posicao intermediaria entre
as células tronco verdadeiras e as diferenciadas (SEABERG; VAN DER
KOOQY; 2003). A principal diferenca seria que células progenitoras podem se
replicar apenas em um numero limitado de vezes; engquanto que as células
tronco podem se dividir indefinidamente. Ha controvérsias sobre a definicdo
exata do que sdo células progenitoras, conquanto 0s conceitos estao
evoluindo. Alguns autores creem que elas derivem do recrutamento das
células tronco; enquanto outros ndo separam esses dois tipos celulares.

Dados em morfologia e em citometria de fluxo mostraram que a
populacdo celular isolada do omento e expandida em cultura, para posterior
transferéncia a MA, era mista, composta ndo apenas por progenitoras. Esse
achado corrobora com os de Singh et al. (2008) que, também, observaram
perfis celulares distintos no omento, em que 90% das células eram adiposas.
As demais eram estromais, intersticiais e endoteliais.

Admite-se que a presenca de ceélulas diferenciadas, em culturas de
omento, se deve a manipulacdo excessiva dos tecidos, bem como ao tempo
transcorrido entre a coleta e o estabelecimento do cultivo celular (RIERA et
al.,, 2006). Na presente pesquisa, contudo, o omento foi processado trinta
minutos apos sua remogao cirdrgica. Ndo € possivel afirmar se as células ndo
progenitoras encontradas nas culturas de omento provém do tecido in vivo, de
diferenciacédo ex vivo ou de ambos. Dificuldades se interpdem quanto ao
isolamento de células progenitoras mesenquimais, dependendo do tecido
escolhido como fonte doadora. Relativamente ao omento, ndo h& relatos
sobre estudos comparando a efetividade de diferentes protocolos de cultivo

celular. Adiciona-se a dificuldade ja relatada por Dudas et al. (2008) sobre a
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falta de marcadores especificos de célula tronco mesenquimal no coelho,
entre outras espécies.

Proliferagé@o celular acentuada foi observada com o ki-67, nos estagios
finais do processo de reparacdo de coOrneas que receberam MA contendo
células do omento. O Ki-67 € um antigeno expresso durante o ciclo celular
(CRESTA; ALVES, 2007). Sua meia-vida é curta, perdurando por menos de
uma hora apd6s a mitose, o que garante imunomarcacao apenas de células
gue tenham concluido o ciclo celular (CRESTA; ALVES, 2007). Ndo se pode
estabelecer a origem das células em proliferacdo. Segundo dados da
literatura, células progenitoras mesenquimais, apoés transplantacdo, tém
sobrevida curta (SIQUEIRA, 2009). Nao é esperado que a atuagdo de células
progenitoras adultas, em processos de reparacao, envolva diferenciacdo e a
proliferacdo. Admite-se que elas atuem secretando moléculas de sinalizacao,
gue incitam o recrutamento ou ativacdo de células remanescentes do préprio
tecido lesado; ou seja, ceratdcitos, células basais do epitélio corneal; células
tronco do limbo corneoescleral e células do fornice conjuntival (MAJO et al.,
2008; DUA et al., 2009).

Em todas as cérneas do grupo OMC constatou-se, a partir do 14° dia,
vascularizacdo que fora mantida até o 60° dia de observacdo. Infere-se que
esse achado possa ser atribuido a MA xendgena, como constatado por
Godoy-Esteves et al (2013) que encontrou maior grau de infiltrado inflamatério
e vascularizacdo, com diferenca estatisticamente significativa, em MA
humana se comparada com MA halbgena em ceratoplastia lamelar em
coelhos. Deve-se considerar também que o omento expressa fator de
crescimento endotelial (GARCIA-GOMEZ et al., 2005), todavia, células
progenitoras tem sobrevida curta apos implantacdo na cornea, fato este que
diminui a probabilidade de serem estas, na presente pesquisa, as
responsaveis pelo surgimento tardio da vascularizacdo (MA et al., 2006; LAN
et al., 2012). Pesquisadores que utilizaram MA em superficie corneal como
implante removeram os pontos em um periodo de 12 horas a uma semana
ap6s o procedimento (KIM; TSENG, 1995; NAKAMURA et al., 2003;
NAKAMURA et al., 2004; WANG et al., 2006; WOO et al., 2001), dessa forma,
€ possivel especular que a vascularizacdo encontrada no grupo OMC ocorreu

devido a presenca do fio de sutura até os periodos finais de observacao.
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Ao sétimo dia de pOs operatdério, uma amostra do grupo OMC
apresentou ilhas de epitélio dentro do estroma, entre as fibras colagenas.
Barbosa et al. (2013) atribuem esse achado ao carreamento de células
epiteliais da cérnea para a MA no momento da sutura. Entretanto, outros
autores observaram evento semelhante em culturas celulares, denominando-
o de transicao epitélio-mesénquima (KAWAKITA etal., 2005; LI et al., 2007).
Transicdo epitélio-mesénquima foi observada em culturas estabelecidas com
explantes de limbo (em substrato colageno e em MA) ou com suspensao de
células humanas indiferenciadas da polpa dentaria (KAWAKITA et al., 2005;
Ll et al., 2007; GOMES et al., 2010) e, ainda, em implantes de MA equina em
ceratoplastias lamelares em caes (BARBOSA et al.,, 2013). Acredita-se que
esse evento reflita um processo muito ativo de recrutamento celular, estando
associado com desenvolvimento tecidual normal, processos reparativos ou
neoplasicos (MICALLIZZl, FARABAUGH; FORD, 2010). Inducdo de
neoplasias tem sido associada com terapias celulares.

Alguns autores defendem o uso de omento ativado como fonte doadora
de células mesenquimais, ao invés de omento inativo, como o empregado na
presente pesquisa (SINGH et al., 2008; REQUICHA et al., 2012). Por este ser
0 primeiro estudo visando a avaliar células do omento na repara¢cdo corneal,
houve a intencdo, fazé-lo na forma inativada ou minimamente manipulada,

para futuramente realiza-lo segundo outras técnicas.
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6 CONCLUSOES

Considerando-se a maneira como a pesquisa fora concebida e os resultados
gue dela foram obtidos, admite-se que a membrana amniética de cao, servindo
como substrato para carreamento de células progenitoras mesenquimais do omento
de coelho, cultivadas a partir de omento ndo ativado de coelhos, contribuiu para a
ocorréncia de reparacao corneal desejavel, com minima cicatriz.

Nao € possivel recomendar o uso do omento (tecido) conservado em

glicerina a 98% para uso em ceratoplastia lamelar .
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