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RESUMO

A dermatite atépica canina (DAC) apresenta uma complexa relacdo entre a
inflamacéo e a barreira cutdnea. O envolvimento de resposta imunoldgica do tipo
Th2 e Thl, bem como producdo de citocinas pré inflamatorias tém sido
relacionadas com o padrao inflamatorio, sinais clinicos e a gravidade da doenca.
As  células-tronco mesenquimais (CTM) possuem  caracteristicas
imunomoduladoras, sendo altamente sugeridas para reduzir a producao de
citocinas inflamatorias e melhorar a qualidade de vida de animais atdpicos.
Visando comparar o efeito das CTM em cées atopicos, realizamos um estudo
randomizado, simples-cego, com periodo inicial de placebo em seis cdes. Foram
comparados os perfis séricos inflamatérios por ELISA, além de resposta clinica
por CADESI-04 e escala analitica de prurido. Ao final do estudo, os caes
melhoraram significantemente o padrao clinico por CADESI-04 (p <0,001) e pela
escala de prurido (p < 0,05), contudo ndo houve mudanca no perfil inflamatério
das citocinas. Foi observado reacdes adversas em dois animais do estudo.
Concluindo, o uso de CTM pode ser eficaz na melhora da sintomatologia

relacionada a doenca.

Palavras-Chave: terapia celular, immunomodulacao, barreira cutanea, prurido
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ABSTRACT

Canine atopic dermatitis (CAD) presents a complex relationship between
inflammation and cutaneous barrier. The involvement of Th2 and Thl type
immune responses, as well as the production of proinflammatory cytokines have
been related to inflammatory pattern, clinical signs and severity of disease.
Mesenchymal stem cells (MTCs) have immunomodulatory characteristics and
are highly suggested to reduce the production of inflammatory cytokines and to
improve quality of life of atopic animals. In order to compare effects of MTCs on
atopic dogs, we performed a randomized, simple-blind, placebo-controlled study
in 6 dogs. Inflammatory serum profiles were compared by ELISA, in addition to
clinical response by CADESI-04 and analytical pruritus scale. At the end of the
experiment, dogs significantly improved the clinical standard for CADESI-04 (p
<0.001) and pruritus scale (p <0.05), however, there was no change in the
inflammatory cytokine profile. Adverse reactions were observed in two study
animals. Concluding that the use of CTM may be effective in improving symptoms

related to disease.

Key Words: cellular therapy, immunomodulation, skin barrier, itch
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1. INTRODUCAO

A dermatite atopica canina (DAC) é uma doenca de pele pruriginosa
comumente associada a anticorpos IgE e a alérgenos ambientais,
compartilhando muitas caracteristicas com a dermatite atopica humana, como
uma predisposicao hereditaria, similaridade histopatolégica e prurido como sinal
clinico predominante (OLIVRY et al., 2010).

Sabe-se que mutacdes génicas nao justificam o aparecimento dos sinais
clinicos, apontando para uma nova perspectiva sobre uma disfuncéo da barreira
lipidica da pele (OLIVRY et al., 2010; CORNEGLIANI et al., 2012), que pode ser
responsavel pelo aumento da sensibilizacdo por alérgenos externos,
estimulando o sistema imune, levando a uma resposta Th2 (INMAN et al., 2001;
OLIVRY et al., 2010).

O estrato cérneo € composto por lipidios epidérmicos, ceramidas,
colesterol, sulfato de colesterol, ésteres de acidos graxos de colesterol, acidos
graxos livres e esfingosina. Uma alteracdo na concentracdo desses lipideos
pode gerar um aumento da perda de agua da epiderme (INMAN et al., 2001).

As citocinas Th2, que estdo presentes nas lesdes agudas da DA, foram
relacionadas por regular negativamente a expresséo da filagrina (MARSELLA;
OLIVRY; CARLOTTI, 2011), outra proteina que compdem a barreira cutdnea
responsavel pela queratinizacdo adequada da pele, evitando a perda de agua
transepidérmica e dificultando a entrada de alérgenos (JUNGERSTED et al.,
2010). Essa regulacdo da expresséo da filagrina causa um impacto adicional
sobre a fungéo da barreira da pele (MARSELLA; OLIVRY; CARLOTTI, 2011). A
expressao da IL-31, citocina do perfil Th2, é considerada maior em lesdes

pruriginosas em relacdo as nao pruriginosas (SONKOLY et al., 2006).

As células-tronco mesenquimais (CTM) séo células indiferenciadas que
compartilham a capacidade de auto renovacao e diferenciacdo (WAGERS;
WEISSMAN, 2004) e tém propriedades imunoldgicas potencialmente Unicas,
relatando notavel capacidade regenerativa e anti-inflamatoria (MULLER & KIRK,
2013).
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Foi demonstrado que a CTM é capaz de suprimir a ativacdo de células T
in vivo e in vitro, modulando a fun¢édo imune das principais populacdes celulares
envolvidas no reconhecimento e na eliminacdo aloantigeno, incluindo células
apresentadoras de antigeno, as células T e células natural killer RASMUSSON,
2006). Além disso em condi¢Bes in vitro, essas células alteram o padrdo de
citocinas pelas células T helper, diminuem a liberacdo de mediadores
inflamatorios e inibem a proliferacéo de células T (AGGARWAL; PITTENGER,
2005).

As CTM reduzem a producéo de citocinas inflamatorias e bloqueiam a
ativacdo de células T, além de poderem estimular as células locais residentes,
como queratindcitos e células progenitoras, a proliferar, migrar e reparar lesdes
de pele e doengas (DAHL, 2012; HARMAN, 2013).

Assim, o uso de CTM em ensaios clinicos aumenta e tém evocado a
promessa em estratégias mais avancadas e melhores tratamentos para uma
variedade de doencas, dentre elas a dermatite atdpica canina (BOBIS;
JAROCHA; MAJKA, 2006; Sl et al., 2011; WEBSTER et al., 2012).

A perspectiva do uso de CTM em terapias para dermatopatias é
promissora, porém sao necessarios mais estudos para sustentarem uma

resposta clinica favoravel e estabelecimento de protocolos (HALL et al., 2010).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a utilizagcdo da terapia com
células tronco mesenquimais na resposta inflamatéria de caes diagnosticados

com dermatite atopica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA

A dermatite atopica canina (DAC) é uma doenca de pele pruriginosa
comumente associada a anticorpos IgE. Alérgenos ambientais e aeroalérgenos,
tais como acaros, poeira domeéstica e poélen sdo um dos fatores que
desencadeiam essa resposta. Em alguns casos, pode estar ligada a alérgenos

de origem microbiana e alimentares (OLIVRY et al., 2010).

A dermatite atdépica humana ou eczema atopico (SILVESTRE
SALVADOR; ROMERO-PEREZ; ENCABO-DURAN, 2017) compartilha muitas
caracteristicas com a DAC, como predisposicdo hereditaria, similaridade
histopatoldgica e prurido como sinal clinico predominante (JAEGER et al., 2010;
OLIVRY et al., 2010).

Atualmente, estima-se que a incidéncia da doenca constitua 10% da
populacdo canina (NUTTALL; URI; HALLIWELL, 2013). JA em humanos, sabe-
se que 7,1% a 12,5% dos portadores da doenca sdo pediatricos (ANTUNES et
al., 2017) e 1% a 3% s&o adultos(SILVESTRE SALVADOR; ROMERO-PEREZ;
ENCABO-DURAN, 2017).

2.2 PATOGENESE

2.2.1 FuncOes da Barreira Epidérmica

Tem sido proposta uma nova perspectiva sobre a importancia da
disfuncdo da barreira lipidica da epiderme em individuos geneticamente
predispostos a dermatite atopica (DA), j& que as mutacdes genéticas ndo sédo
suficientes para manifestar sinais clinicos (OLIVRY et al., 2010; CORNEGLIANI
et al., 2012).

A epiderme se inicia na camada basal (figura 1), onde a proliferagao

celular progressivamente da origem a camada espinhosa, granulosa até o
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estrato corneo, a camada mais externa, onde tem sido descrito os defeitos na
barreira cutanea (AGRAWAL; WOODFOLK, 2014).

EPIDERMIS

e e — ——_ -
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Figura 1 — Representacdo da composicéo celular da epiderme. Nota-se que o
estrato cOrneo é a camada mais externa da composicdo e as células de

langerhans compdes o sistema imune. Adaptado de: BLANPAIN; FUCHS, 2009

A funcdo da barreira cutanea nos mamiferos € mantida pelos lipidios
epidérmicos. Tais lipidios sédo detentores de um papel importante na
diferenciacdo, estruturacdo e funcionamento da epiderme (SCOTT, D. W,
MILLER, W. H.; GRIFFIN, 1996; INMAN et al., 2001).

Os lipideos epidérmicos constituem o estrato cérneo, também composto
por ceramidas, colesterol, sulfato de colesterol, ésteres de acidos graxos de
colesterol, acidos graxos livres e esfingosina (SCOTT, D. W.; MILLER, W. H.;
GRIFFIN, 1996; INMAN et al., 2001).
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Os cornedcitos séo células achatadas que representam o estagio final da
diferenciacdo dos queratindcitos. Durante sua formacdo, corpos lamelares
presentes no estrato granuloso, sdo fundamentais no fornecimento de lipidios e
das enzimas necessarias para uma maior diferenciacdo e descamacao final da
epiderme. Os lipidios fornecidos pelos corpos lamelares sdo organizados para
formar as lamelas lipidicas extracelulares que ajudam a prevenir a perda de agua
interna e limitam a penetracao de material exdgeno (alérgenos), além de dar uma
maior flexibilidade a barreira lipidica (CORK et al., 2006; HIGHTOWER,;
MARSELLA; FLYNN-LURIE, 2010).

2.2.2 AlteracGes na Barreira Epidérmica

As anomalias da barreira lipidica sdo responsaveis pelo aumento do
contato de alérgenos com células epidérmicas do sistema imunoldgico, levando
a uma resposta Th2 (OLIVRY et al.,, 2010; CORNEGLIANI et al.,, 2012). A
interrupcé@o da fungdo da barreira altera a concentragéo relativa destes lipidios e
resultar em um aumento de perda de agua transepidérmica (SCOTT, D. W.;
MILLER, W. H.; GRIFFIN, 1996; INMAN et al., 2001). Essas disfuncdes na
barreira tém sido demonstradas em estudos preliminares em cées atdpicos,
utilizando a microscopia eletronica (OLIVRY et al., 2010; CORNEGLIANI et al.,
2012).

Um estudo, realizado por Marsella et al. (2010), teve como objetivo avaliar
e comparar a estrutura da barreira epidérmica de cées atdpicos em relacéo a
cdes saudaveis, por meio da microscopia eletrbnica. Sendo assim, o estudo
demonstrou a presenca de graves mudancas focais, que incluiam
desorganizacdo das lamelas lipidicas, aumento da largura entre cornedcitos,
corpos lamelares dentro de cornedcitos, além de grandes quantidades de
lipideos amorfos intercelulares nos animais atopicos Como conclusédo, o autor
demonstrou que a estimulagéo alergénica acentua as anomalias estruturais de

cées atopicos, enquanto que cdes normais nao sao afetados.

Outro estudo com caes atopicos da raca beagle, mensurou a quantidade

de perda de agua transepidérmica em areas especificas do corpo, demonstrando
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menor perda de agua em tronco e dorso e maior perda de agua em palpebras,
dobras flexurais, axilas, mento, regido inguinal, porcédo distal de membros e
pavilhdo auricular (HIGHTOWER; MARSELLA; FLYNN-LURIE, 2010), locais
esses, considerados pelo consenso, onde os cdes com DA apresentam mais
lesGes (OLIVRY; SOUSA, 2001)

Um estudo realizado por CORK et al., 2006,
em pacientes humanos demonstrou a presenca de um distlrbio na maturacéo
dos corpos lamelares caracterizado por uma diminui¢cao na liberacdo de acidos
graxos, lipidios, enzimas e componentes do estrato corneo, culminando em

reducdo na funcado da barreira cutanea nesses pacientes.

Sabe-se atualmente que, em humanos, a integridade da barreira cutanea
pode ser avaliada por métodos nao invasivos como, por exemplo, a mensuracao
da perda de agua transepidérmica (TEWL). A mensuracdo da TEWL tem se
apresentado como um método adequado para avaliar indiretamente a funcao da
barreira lipidica. Um estudo realizado por Cornegliani et al. (2012) mostrou uma
diferenca significativa da TEWL entre cdes saudaveis e cdes com dermatite
atopica. Além disso, a TEWL foi menor em cées atopicos cuja doenga estava em
remissao devido ao tratamento. Estes dados provavelmente estdo diretamente
relacionados com as anormalidades lipidicas encontradas na barreira epidérmica
de cdes atopicos. E postulado que a diminuicdo de lipidios da epiderme pode
levar a um aumento dos valores da TEWL (INMAN et al., 2001; CORK et al.,
2006).

2.2.3 Filagrina

Além da composicao lipidica, outro componente da barreira cutanea, a
filagrina, tem sido relatada como uma das mais importantes proteinas
necessarias para a queratinizacdo adequada da pele, responséavel por facilitar a
diferenciacao terminal da epiderme e a formacéo da barreira. Esta estrutura evita
a perda de agua da epiderme e também impede a entrada de alérgenos,
substancias quimicas toxicas e microrganismos infecciosos (JUNGERSTED et
al., 2010).
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Uma mutagé&o na porcdo C do gene da filagrina € um dos fatores de risco
confirmados para o desenvolvimento de dermatite atdpica em humanos, devido
a uma perda da funcdo da barreira (CARDILI et al.,, 2013). Essas mutacoes
pioram significantemente a barreira da pele e aumentam o risco de sensibilizacao
alergénica (NEMOTO-HASEBE et al., 2009; VAN DEN OORD; SHEIKH, 2009).

As citocinas Th2, que estdo presentes nas lesdes agudas da dermatite
atopica, foram relacionadas por regular negativamente a expressao da filagrina,
com impacto adicional sobre a fungéo da barreira da pele (HOWELL et al., 2007;
CORNEGLIANI et al., 2012).

A relacdo entre a inflamacao e a barreira cutanea é muito alta e complexa,
sendo estes dois aspectos mais inter-relacionados do que se pensava
inicialmente (VESTERGAARD C, HVID M, JOHANSEN C, KEMP K, DELEURAN
B, 2012). Embora seja evidente que algumas citocinas possam suprimir a
expressdo da filagrina em queratindcitos normais, ndo se sabe ainda se a
expressao da filagrina pode ser estimulada por queratindcitos a partir de lesées
da pele na atopia humana. Um estudo utilizando uréia tépica em voluntarios
normais mostrou aumento da expressao de mRNA de filagrina, mas nenhuma
medicdo da proteina foi realizada (GRETHER-BECK et al., 2012).

2.3 RESPOSTA IMUNOLOGICA NA DAC

Acredita-se que a deficiéncia na composicao lipidica da epiderme seja
responsavel por permitir uma maior infiltracdo de antigenos (SCOTT, D. W,;
MILLER, W. H.; GRIFFIN, 1996; DEBOER; MARSELLA, 2001). Uma vez que
este tenha adentrado a epiderme e feito contato com células de Langerhans,
ocorre o recrutamento de linfécitos T (WHITE, 1998), denominados linfécitos T
ativados, podendo entédo produzir diferentes citocinas. Quando ocorre producéo
de IL-4, induz a uma resposta Th2, produzindo citocinas como IL-4 e IL-13, em
maior quantidade. Quando héa diferenciacdo para IL-12, ocorre uma resposta
Th1, com maior producédo de interferon gama (INF-y) (GERSHWIN, 2001).

Na fase aguda da doenca observa-se uma predominancia da resposta
Th2, com producéo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-13, e IL-31. Contudo na fase
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cronica a resposta esta ligada aos macrofagos e citocinas do tipo Thl, como IL-
2, IL-12 e INF- y (CZARNOWICKI; KRUEGER; GUTTMAN-YASSKY, 2014;
OLIVRY et al., 2015)

As citocinas do tipo Th2 podem também fazer ligacées com células B, se
diferenciando em plasmécitos, que induzem a producdo de imunoglobulinas E
(IgE) especificas ao alérgeno que provocou a resposta imune. Essas IgEs
alérgeno especificas se aderem a membrana dos mastécitos. Quando um novo
contato com o mesmo alérgeno acontece, ocorre a ligacdo desses aos
receptores das IgEs, provocando degranulacdo dos mastécitos e liberacdo de
diversos mediadores inflamatorios, sobretudo histamina, heparina e serotonina
(GERSHWIN, 2001) que estimulam, através da ativacdo da fosfolipase A2, a
cascata inflamatéria do acido araquidénico (MURPHY; MONCIVAIS; CAPLAN,
2013). A ativacdo dessa via leva a formacdo de tromboxano, leucotrienos e
prostaglandinas, eficazes induzidores da inflamacdo (GERSHWIN, 2001).

A inflamacdo cronica da pele tem papel fundamental no
desencadeamento das manifestacdes clinicas, mais comumente o prurido e
lesBes cutaneas, causando também alteracBes na barreira cutanea (EYERICH;
NOVAK, 2013). A combinacdo de mediadores pré-inflamatoérios e dos
mediadores do &cido araquiddnico procede com o surgimento dos sinais de
inflamacé&o, como eritema, edema e prurido (WHITE, 1998).

Podemos ressaltar que o aumento de IL-31, citocina do perfil Th2, esta
relacionado com o desenvolvimento de prurido grave, traumatizando a pele no
ato de cocar, o que agrava ainda mais a deficiéncia da barreira (RAAP et al.,
2008).

Ainterleucina-31 (IL-31) é uma citocina envolvida em doencas da pele tais
como a DA pruriginosa, como demonstrada em pesquisas com humanos. Esta
parece ser produzida por linfocitos do tipo Th2 e ativada por linfécitos cutaneos
que, por sua vez, constituem uma importante fonte desta citocina (GONZALES
etal., 2013). Segundo (LEUNG, 2011) elevadas quantidades de imunoglobulinas
E (IgE) e células Th2 podem ser encontradas em lesdes agudas da dermatite

atopica.
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No tecido cutaneo a IL-31 se liga a um receptor heterodimeérico constituido
por um receptor alfa de interleucina-31 (IL-31RA) e um receptor beta de
oncostatina M (OSMR). Os componentes do receptor de IL-31RA e OSMR sé&o
CO-expressos nos queratindcitos e mondcitos, ativados na presenca de processo
inflamatoério. Estudos anteriores sugerem que esses receptores, IL-31RA e
OSMR, estédo envolvidos nos mecanismos pruriginosos da DA (RAAP et al.,
2008; NOBBE et al., 2012).

A expressdo da IL-31 é considerada maior em lesfes pruriginosas em
relacdo as nao pruriginosas, sendo também maior em les6es nao pruriginosas

do que na pele integra de pacientes saudaveis (SONKOLY et al., 2006).

(DILLON et al., 2004; TAKAOKA et al., 2005) clonaram IL-31 e a injetaram,
por via subcutanea, em ratos e relataram que houve uma superexpressao da
mesma, que levou ao desenvolvimento de varios sinais caracteristicos, os quais
incluiram aumento de infiltrado inflamatério na pele, prurido grave, alopecia e

lesBes de pele causadas pelo trauma da coceira.

2.4 CELULAS TRONCO

Desde a descoberta das células tronco (CT) em 1950 e a posterior
identificacdo e caracterizacdo das células tronco mesenquimais (CTM),
inUmeras pesquisas e informacdes foram geradas a respeito das aplicabilidades

biolégicas, voltadas principalmente para area da saude (M et al., 2012).

Estas células tém propriedades imunolégicas excepcionais e tem sido
relatada notavel capacidade regenerativa e antinflamatoéria (ALVES et al., 2017).
Devido ao potencial de diferenciagcdo em multilinhagens, potencial proliferativo e
propriedades imunossupressoras, as CTM constituem uma excelente ferramenta
potencial na medicina regenerativa e nas terapias genéticas e
imunomoduladoras (BOBIS; JAROCHA; MAJKA, 2006; Sl et al., 2011).

A capacidade anti-inflamatéria e imunomoduladora da CTM pode ser

fundamental no restabelecimento de condic¢des localizadas ou sistémicas, a fim
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de promover a cura e regeneracao tecidual (MURPHY; MONCIVAIS; CAPLAN,
2013). Entre os tecidos conhecidos por terem células tronco na vida pés-natal, a
medula éssea foi intensamente estudada, por anos, como fonte tanto de células
tronco hematopoéticas (CTH), quanto de células tronco mesenquimais (CTM),
cujas duas linhagens celulares formam um sistema cooperativo, em que as CTM,
também conhecidas como células do estroma medular, estdo relacionadas a
manutencdo de um microambiente de preservacdo das CTH (ALVES et al.,
2017).

Além da medula 6ssea, as CTMs estéo localizadas em outros tecidos, tais
como: tecido adiposo, sangue periférico, sangue do corddo umbilical, figado e
tecidos fetais (BOBIS; JAROCHA; MAJKA, 2006). Ha inumeros estudos
relatando a existéncia de células tronco multipotentes também presentes no
cérebro, coracao, dentes, pele, figado, foliculos capilares e muitos outros tecidos
e 6rgaos, dando origem a outros tipos de células seu tecido de origem (KUMAR;
SINGH, 2006).

O tecido adiposo, em sua fracdo de estroma vascular, também contém
CTM, além de células T reguladoras, as células precursoras endoteliais,
adipécitos e macrofagos M2 (RIORDAN et al., 2009). Estas células derivadas de
tecido adiposo estaminal apresentam propriedades imunomoduladoras
semelhantes aos da CTM derivadas de medula éssea (KANG et al., 2008).

Na veterinaria, os locais mais comuns para obtencéo de CT sdo a medula
0ssea, tecido adiposo e cordao umbilical, em que o nimero de células isoladas
a partir destes tecidos pode variar (WEBSTER et al., 2012). A concentracdo de
CTM também pode variar, pois esta decresce com a idade. Com isso foi
concluido que o maior numero de CTM é encontrado em neonatos (BOBIS;
JAROCHA; MAJKA, 2006).

Quanto ao local de recuperacao das CTM devido a relativa facilidade de
obtencao, a utilizacdo clinica favoreceu o uso das CTM de medula 6ssea e do
tecido adiposo, em gque antes de qualquer terapia com células tronco € crucial a
sua caracterizagcdo por um conjunto de marcadores funcionais ou fenotipicos
especificos. Porem, ndo ha critérios de caracterizagcdo uniformes disponiveis

para CTM caninos até agora e poucos estudos séo voltados para esta linha de
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pesquisa (DE BAKKER et al., 2013). Em contrapartida, ja é possivel observar
gue o aumento da utilizacéo terapéutica de CT resultou em métodos cientificos
de coleta, anélise, processamento e armazenamento dessas células, com
minima lesdo a célula e a sua diferenciagdo, em que a expansao celular,
biorreatores e engenharia de tecidos sédo utlizados extensivamente para

melhorar a dose celular e resultado com o emprego desta (MANKIKAR, 2010).

Apesar da forma in6cua de coleta de CTM favorecer seu uso autélogo, a
possibilidade de terapia alogénica acaba ampliando as perspectivas terapéuticas
com esse tipo celular, por reduzir o tempo de espera do paciente pelo tratamento,
uma vez que a cultura de CTM j4 estaria estabelecida, além de tornar
desnecessaria a colheita destas em paciente em estado desfavoravel
(MONTEIRO, BETANIA SOUZA; NETO; CARLO, 2009).

Estudos apontam os efeitos benéficos de CTM no tratamento de uma
variedade de condi¢des clinicas, incluindo a osteoartrite, les6es de tendédo e DA
em animais domeésticos, bem como em lesdes induzidas no sistema musculo

esquelético e algumas doencas do sistema nervoso (WEBSTER et al., 2012).

As CTM foram utilizadas em modelos pré-clinicos para engenharia de
tecidos de osso, cartilagem, masculos, estroma da medula, tenddo, gordura e
outros tecidos conjuntivos, em que estes materiais mostram-se uma
consideravel promessa para 0 uso na reconstrucdo de tecidos mesenquimais
danificados ou doentes (CAPLAN, 2007). Houve também uma melhoria
dramatica no conhecimento das propriedades imunossupressoras de células

estaminais em varios tipos de células imunitarias (MANKIKAR, 2010).

Em humanos, a medicina regenerativa é nova e promissora, sendo a
terapia com células tronco vista como alternativa para diferentes doencas, tais
como a diabetes juvenil, a esclerose lateral amiotrofica, paralisia cerebral,
acidente vascular cerebral, lesdo da medula espinal, infarto do miocardio,
doenca do enxerto contra o hospedeiro, doenca de Crohn, reparacdo da
cartilagem do menisco e doenca de Parkinson (MANKIKAR, 2010; CAPLAN,
2007).
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E proposto que o beneficio da CTM é reproduzido pelos fatores de
crescimento, paracrinos e de imunomodulacdo que ela produz. O rapido
progresso na area de medicina regenerativa realca a importancia na abordagem
e no conhecimento da biologia da pele paralelamente ao uso clinico e terapéutico
das CT (KHOSROTEHRANI, 2013).

As CT da epiderme tém um papel crucial na manutengcéo da homeostase
do tecido, garantindo a manutencdo e reparacao celular da mesma, incluindo
tecido interfolicular, foliculos pilosos e glandulas sebéaceas, proporcionando
novas células para substituir volume tecidual perdido ap6s alguma perda ou
lesdo (BLANPAIN; FUCHS, 2009).

A facilidade de coleta, propagacéo e uso da CTM na terapia de condi¢des
traumaticas, isquémicas e imunomediadas na pele estdo em destaque
(HARMAN, 2013). Em caso de danos trauméticos e isquémicos, a aplicacao
direta no tecido lesionado auxiliando a regeneracdo e cicatrizacdo, ja em
doencas mediadas pelos sistemas imunoldgicos, tais como lupus, a
administracdo sistémica (via intravenosa) é capaz de modular o sistema
imunologico (HARMAN, 2013).

Em medicina, a utilizacdo de terapias celulares com CTM esta em
ascensao nas cirurgias reparadoras, principalmente de defeitos estéticos, como
cicatrizes de acne, envelhecimento cutaneo, entre outros (ZORZANELLI et al.,
2017), além de poderem ajudar na cicatrizacdo de feridas, reparar tecidos
danificados e revigorar o crescimento da pele, cabelo, unhas e membranas
mucosas (DAHL, 2012).

Quando transplantadas para um local lesionado, a CTM pode se
incorporar ao tecido danificado, reparando e regenerando o tecido através da
secrecgao de citocinas (WEBSTER et al., 2012). As CTM regulam negativamente
a producéo de citocinas inflamatorias e bloqueiam a ativacao de células T, além
de poderem estimular as células locais residentes, como queratindcitos e células
progenitoras, a proliferar, migrar e reparar lesbes de pele e doencas (DAHL,
2012; HARMAN, 2013) .
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2.5 CTM NA IMUNOMODULACAO E PROCESSOS INFLAMATORIOS

As CTM séo parcialmente definidas pela sua capacidade de se diferenciar
em tecidos, incluindo 0sso, cartilagem e tecido adiposo in vitro, mas € seu efeito
trofico, acdo paracrina e funcdes imunomoduladoras que podem ter o maior
impacto terapéutico in vivo (MURPHY; MONCIVAIS; CAPLAN, 2013).

Essa capacidade de imunomodulacdo da CTM reforca o seu potencial
terapéutico, ndo s6 autélogo, mas também de receptores alogénicos (WEBSTER
et al., 2012). Progressos significativos foram feitos na compreensdo dos
mecanismos de feedback, processos bioguimicos e metabdlicos associados com
a resposta as CTM (MURPHY; MONCIVAIS; CAPLAN, 2013). Mas, o
mecanismo molecular que medeia a imunossupreséo e imunomodulacéo pelas
CTM, necessita de mais investigacgoes(AGGARWAL; PITTENGER, 2005;
RASMUSSON, 2006).

Em estudo de AGGARWAL & PITTENGER (2005) com células humanas
alogénicas é proposto um modelo para a compreensao de tal processo (Figura
2), evidenciando a CTM como possivel componente ativo na modulagédo da
inflamacéo, inducéo de tolerancia e reducéo de complicacdes de alotransplantes
tais como rejeicdo e a doenca do exerto versus hospedeiro.
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FIGURA 2. Mecanismos de a¢do das CTM proposto pelo modelo de AGGARWAL & PITTENGER
(2005) apontam o efeito imunomodulador mediado pela interagdo com as células do sistema
imunolégico (células dendriticas (DC), vias 2-4; células natural killer (NK), via 6) e sistemas de
imunidade adaptativa (células T, vias 1 e 5). As CTM inibem a secrecdo de TNF-a e a promogéo
da secrecdo de IL-10 afetando o estado de maturacgéo das DC e as suas propriedades funcionais,
como resultado ha um desvio da resposta imunolégica para um fenétipo de anti-inflamatério e de
tolerancia do mesmo. Em alternativa, quando estao presentes num microambiente inflamatorio,
eles inibem a secrecdo de IFN-y a partir de células TH1 e NK e aumentam a secregéo de IL-4 a

partir de células TH2, promovendo, assim, uma mudang¢a de TH1 — TH2.

Foi mostrado que a CTM € capaz de suprimir a ativacdo de células T in
Vvivo e in vitro, modulando a funcdo imune das principais populacdes celulares
envolvidos no reconhecimento e na eliminacdo aloantigeno, incluindo células
apresentadoras de antigeno, as células T e células natural killer (RASMUSSON,
2006).

Além disso, in vitro, essas células alteram o padrdo de citocinas pelas
células T helper, diminuem a liberacdo de mediadores inflamatérios, como o fator

de necrose tumoral (TNF) e interferon e inibem a proliferacéo de células T apos
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estimulo por aloantigenos e agentes mitogénicos, impedindo o desenvolvimento
de linfocitos T citotoxicos (AGGARWAL; PITTENGER, 2005).

O contato célula-célula faz com que as CTM produzam diferentes tipos de
fatores de crescimento soluveis, incluindo fator estimulador de colbnias de
granulécitos e de macrofagos, fator estimulador de crescimento de macréfago e
diversas interleucinas (IL-1,6,7,8,11,12,14,15), que influenciam fibroblastos e
células granulociticas, envolvidas no processo de inflamacdo (AGGARWAL;
PITTENGER, 2005; MONTEIRO; NETO; CARLO, 2009).

2.6 CELULAS TRONCO NA DERMATITE ATOPICA CANINA (CTMDA)

Em um estudo piloto, foi avaliado a eficacia de CTMDA autdégenas no
tratamento da dermatite atopica canina, em que fora administrado uma dose
Gnica de 1,3 milhdes de células por quilo, intravenosa, em cinco cées atépicos,
porém ndo houve melhora significativa nos sinais clinicos e nivel de prurido,

avaliados ao longo de 10 semanas apos a aplicagdo (HALL et al., 2010).

Posteriormente, em 2013, um estudo utilizando CTMDA no tratamento de
cées atdpicos, comprovou que a secrecao de citocinas imunomoduladoras IL10
e TGFb1 apds aplicacao diaria por 3 dias consecutivos, refletiu em uma melhora

significativa dos sinais clinicos nestes pacientes. JEE et.al. (2013),

Estas citocinas imunomodulam a inflamacédo e inativaram IL6, INFC,
INOS, eNOS e Nox4 capazes induzir os sinais patolégicos da DA.
Adicionalmente, estas citocinas protegem o0s queratinGcitos contra a
degeneracdo apoptética, o que sugere um potencial uso terapéutico para

pacientes com DA humanos e caninos (JEE et al., 2013).

Entretanto, a perspectiva do uso de CTM em terapias para dermatopatias
€ promissora, porém Sao necessarios mais estudos para sustentarem uma
resposta clinica favoravel e estabelecimento de protocolos, em que a parceria
em pesquisas da medicina e da veterinaria tende a proporcionar uma melhoria

na saude de cdes e de homens (HALL et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS:

Avaliar a utilizagdo da terapia com células tronco mesenquimais na

resposta inflamatoria de cées diagnosticados com dermatite atopica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v' Avaliar a eficacia do transplante endovenoso de células-tronco
mesenquimais na resposta clinica dos caes com dermatite atépica por
meio da analise do grau de prurido e sinais dermatoldgicos.

v Avaliar a seguranca do método de aplicacdo do transplante endovenoso
de células-tronco mesenquimais e seus possiveis efeitos colaterais em
cées.

v Avaliar a resposta inflamatéria do transplante endovenoso de células-
tronco mesenquimais por meio da dosagem sérica de citocinas

v" Relacionar o uso de CTM com as respostas TH1 e TH2 por meio da
dosagem sérica de citocinas.
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Resumo — A dermatite atopica canina (DAC) apresenta uma complexa relacao
entre a inflamacéao e a barreira cutdnea. Algumas citocinas tém sido relacionadas
com o padrao inflamatdrio, sinais clinicos e a gravidade da doenca. Sabe-se que
as células-tronco mesenquimais (CTM) regulam negativamente a producdo de
citocinas inflamatérias, reproduzindo seu beneficio pelos seus fatores de
imunomodulacdo. O rapido progresso na medicina regenerativa realca a
importancia de mais estudos para o estabelecimento de protocolos para essa

terapia promissora.

Objetivos — Avaliacdo da escala do grau de prurido e de lesbes em céaes com
dermatite atépica submetidos ao transplante CTM. Realizou-se também a
mensuracao seérica dos niveis de citocinas (IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IL-31,

TNFa e IFN-y) para avaliacéo do perfil da resposta inflamatéria nesses cées.
Animais — Foram utilizados seis caes diagnosticados com dermatite atépica.
Métodos — Ensaio clinico randomizado simples cego controlado com placebo.

Realizou-se 3 aplicacbes de placebo e de CTM consecutivamente em um

intervalo de 15 dias. As amostras coletadas para o grupo placebo foram no dia
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zero (antes da primeira aplicacdo), 15, 30 e 45 (ap6s 3 aplicagbes), e para o
grupo tratado nos dias 45 (antes da primeira aplicacdo de CTM), 60, 75 e 90
(apds as 3 aplicacbes de CTM).

Resultados — A avaliacdo clinica segundo o escore de prurido e o escore de
CADESI-4 das lesbes secundarias a dermatite atdpica apresentou significativa
melhora apds as aplicagcbes das CTM, quando comparadas com a fase de
placebo. Nao houve alteracdo no perfil inflamatoério de citocinas testado neste

modelo de estudo.

Conclusao - perante o modelo proposto, embora a terapia com CTM nao tenha
alterado o perfil inflamatorio, demonstrou-se eficaz na redugéo dos sinais clinicos

segundo a escala de CADESI-4 e escore de prurido de Rybnicek.

INTRODUCAO

A dermatite atopica canina (DAC) é uma doenca de pele geneticamente
predisposta a inflamacdo e prurido, cujas manifestacdes clinicas estao
associadas a anticorpos IgE, mais frequentemente relacionados a alérgenos
ambientais (1).

Tem sido proposta uma nova perspectiva sobre a importancia da disfuncéo
da barreira lipidica da epiderme em individuos geneticamente predispostos a
dermatite atopica (DA), ja que as mutacdes genéticas ndo séo suficientes para
manifestar sinais clinicos (1,2).

As anomalias da barreira lipidica podem ser responsaveis pelo aumento do
contato de alérgenos com células epidérmicas do sistema imunoldgico, levando
a uma resposta Th2 (1,2). A interrup¢cdo da funcdo da barreira pode alterar a
concentracéo relativa destes lipidios e resultar em um aumento de perda de agua
transepidérmica (3,4). Essas disfungfes na barreira tém sido demonstradas em
estudos preliminares em cédes atdpicos, utilizando a microscopia eletrénica (1,2).

Além da composicdo lipidica, outro componente da barreira cutanea, a

filagrina, tem sido relatada como uma das mais importantes proteinas
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necessarias para a queratinizacdo adequada da pele, responsavel por facilitar a
diferenciacéo terminal da epiderme e a formacao da barreira. Esta estrutura evita
a perda de 4gua da epiderme e também impede a entrada de alérgenos,
substancias quimicas téxicas e organismos infecciosos (5,6).

Acredita-se que a deficiéncia na composicdo lipidica da epiderme seja
responsavel por permitir uma maior infiltracdo de antigenos(3,7). Uma vez que
este tenha adentrado a epiderme e feito contato com células de Langerhans,
ocorre o recrutamento de linfocitos T (8), denominados linfocitos T ativados,
podendo entdo produzir diferentes citocinas. Quando ocorre producéo de IL-4,
induz a uma resposta Th2, produzindo citocinas como IL-4 e IL-13, em maior
quantidade. Quando ha diferenciacéo para IL-12, ocorre uma resposta Thl, com
maior producgéo de interferon gama (INF-y) (9).

Na fase aguda da doenca observa-se uma predominancia da resposta Th2,
com producdo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-13, e IL-31. Contudo na fase
cronica a resposta esta ligada aos macréfagos e citocinas do tipo Thl, como IL-
2,1L-12 e INF-y (10,11). Ressaltando que o aumento de IL-31, citocina do perfil
Th2, esta relacionado com o desenvolvimento de prurido grave, traumatizando a
pele no ato de cocar, 0 que agrava ainda mais a deficiéncia da barreira (12,13).
A relacdo entre a inflamacao e a barreira cutanea € muito alta e complexa, sendo
estes dois aspectos mais inter-relacionados do que se pensava inicialmente (14).

As células-tronco mesenquimais regulam negativamente a producdo de
citocinas inflamatérias e blogueiam a ativacdo de células T, além de poderem
estimular as células locais residentes, como queratinécitos e células
progenitoras, a proliferar, migrar e reparar lesdes de pele e doencgas (15,16). Por
conseguinte, é proposto que o beneficio da CTM é reproduzido pelos fatores de
crescimento, paracrinos e de imunomodulacdo que eles produzem, em que o
rapido progresso na area de medicina regenerativa realcam a importancia na
abordagem e conhecimento da biologia da pele paralelamente ao uso clinico e
terapéutico das CT (17).

O uso de CTM em ensaios clinicos aumenta e tém evocado a promessa em
estratégias mais avancadas e melhores tratamentos para uma variedade de
doencas, dentre elas a dermatite atopica canina (18 — 20).

A perspectiva do uso de CTM em terapias para dermatopatias € promissora,

porém sao necessarios mais estudos para sustentarem uma resposta clinica
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favoravel e estabelecimento de protocolos, em que a parceria em pesquisas da
medicina e da veterinaria tende a proporcionar uma melhoria na satude de cées

e de homens (21).

Material e métodos

Todos os procedimentos realizados nos animais do presente estudo foram

aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da FMVZ Unesp Botucatu.

Animais e critérios de inclusao

Foram utilizados seis caes de rotina hospitalar diagnosticados com dermatite
atopica, sem distin¢do de sexo, raca, porte ou idade.

O diagndstico de dermatite atdpica, além da exclusdo dos diferenciais para
alergopatias, como a dermatite alérgica a ectoparasitas, escabiose,
hipersensibilidade alimentar, baseou-se no histérico e exame clinico. Os cées
selecionados apresentavam pelo menos 6 dos 8 critérios estabelecidos por
Favrot et al. (2010) (Quadro 1). Foi proibido o uso de terapias orais
concomitantes durante o periodo do estudo. Em alguns casos durante o periodo
do estudo, foi utilizado terapia tépica com xampu a base de clorexidine e

miconazol, pomadas antibidticas, emolientes e hidratantes.
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QUADRO 1. Critérios adaptados de Favrot (2010)

Inicio dos sinais clinicos antes de trés anos de idade
Cées habitam normalmente ambientes internos

Prurido responsivo a corticosteroides

Prurido como sinal clinico inicial (prurido alesional)

Patas toracicas afetadas

Pavilhdes auriculares afetados

Margens de orelhas ndo afetadas

Area lombo sacra ndo afetada

A presenca de cinco dos critérios acima determina sensibilidade de 85% e especificidade de 79% para se
diferenciar dermatite atopica canina de cdes com prurido crénico recorrente sem dermatite atépica canina.

Caso de opte por seis critérios a especificidade aumenta para 89%, mas com queda de sensibilidade para
58%

Critérios de excluséao

Foi estabelecido como critério de exclusdo animais com histérico de doencas
hormonais, autoimunes, imunomediadas, neoplasias, epilepsia, historico prévio
de anafilaxia, intervencdes cirdrgicas recentes e prenhez.
Todos os cées foram submetidos aos exames dermatoldgicos complementares
para descartar outras possiveis causas de dermatopatias. Dentre os exames, 0
escovado do pelame, tricograma, impressao em fita de acetato, citologia, exame
parasitolégico por raspado cutaneo, fluorescéncia por lampada de Wood e
cultura fangica quando necessario.

Os exames dermatolégicos e colheita das amostras foram realizados pelo

servico de Dermatologia Veterinaria da FMVZ-UNESP campus Botucatu.
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Delineamento experimental

Foram coletadas amostras sanguineas e de urina para exames laboratoriais
e realizado avaliagdes clinicas dermatoldgicas e de prurido nos momentos: MO,
M1, M2, M3, M4, e M5 que correspondem aos dias zero, 15, 30, 45, 60 e 75. Os
dias zero, 15 e 30 correspondem aos momentos de aplicacdo de placebo. Os

dias 45, 60 e 75 correspondem aos momentos de aplicacdo de CTM (Figura 1).

COLETA DE COLETA DE COLETA DE
EXAMES + EXAMES + EXAMES +
ESCALA ESCALA ESCALA
PRURIDO + PRURIDO + PRURIDO +
CADESI-4 + CADESI-4 + CADESI-4 +
PLACEBO PLACEBO CT™M
DIA ZERO DIA 30 DIA 60

COLETA DE COLETA DE COLETA DE
EXAMES + EXAMES + EXAMES +
ESCALA ESCALA ESCALA
PRURIDO + PRURIDO + PRURIDO +
CADESI-4 + CADESI-4 + CADESI-4 +
PLACEBO ™ CT™M

DIA 15 DIA 45 DIA75

FIGURA 1. Delineamento experimental

Colheita das amostras

As amostras sanguineas foram coletadas por puncdo venosa jugular,
totalizando 10mL de sangue, distribuidos em tubos de EDTA para realizacdo do
hemograma completo, e tubos com gel separador para o perfil bioquimico sérico
(ureia, creatinina, ALT, FA, GGT, proteina total, globulina e albumina) e posterior
armazenamento de soro sanguineo a -196°C para dosagens de citocinas. O
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exame de urina tipo | foi coletado por mic¢ao natural ou sondagem uretral. Todas
as colheitas das amostras e 0s processamentos dos exames complementares

foram realizados no servigo hospitalar.

Avaliacéao clinica do prurido

O grau de prurido foi mensurado em todos os atendimentos e datas das
coletas das amostras segundo o escore de prurido de Rybnicek et al. (2008)
(Figura 2). Questionamos os tutores dos animais para que atribuissem uma nota
de 0-10 ao prurido (prurido espontaneo) e posteriormente para que mostrasse
em que grau da escala de escore de prurido de Rybnicek et al. (2008) o animal
se encaixava (prurido esclarecido), onde na escala apresentava apenas as

classificagdes, sem as numeragoes.

Prurido extremamente severo, quase continuo. Prurido ndo cessa, mesmo no
consultério, parando apenas com contengao fisica

Prurido severo ou com episodios prolongados que podem ocorrer a noite e
também durante a alimentag&o, brincadeiras, exercicios ou sendo distraido

Prurido moderado ou episddios regulares podem ocorrer a noite, mas nao
enquanto come, brinca, se exercita ou é distraido

Prurido leve, porém frequente. Ndo se coga enquanto dorme, come, brinca,
se exercita ou é distraido

Prurido muito leve, apenas episodios ocasionais. Prurido discretamente maior
do que antes de apresentar o problema de pele

Cdo normal, ndo acho que o prurido se ja problema

FIGURA 2. Escore de prurido. Adaptado de Rybnicek et al. (2008).

Avaliacao clinica dermatologica
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As informacbes relativas as lesdes tegumentares comuns da dermatite
atopica como eritrodermia, liquenificacdo, prurido, escoriacdes e alopecia auto-
induzida foram anotadas em uma tabela de escore denominada CADESI-4
(Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index) (Tabela 1) elaborada e
validada por Olivry et al. (2014).

A escala CADESI-4 inclui a avaliacao das 20 regides do corpo mais afetadas
em cdes com dermatite atdpica, avaliando lesdes agudas e crbnicas. Nesta
validacédo trés lesdes (eritema, liquenificagcdo e alopecia/escoriacdo) foram
pontuadas quanto a gravidade em 0 (nenhuma), 1 (leve), 2 (moderado) e 3
(severo) em cada regido. A CADESI-4 teve validade, confiabilidade e
sensibilidade a mudanca de forma satisfatéria. Sendo mais simples de usar e
mais rapida de administrar do que a sua versao anterior (22).
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TABELA 1. Escala CADESI-04 de avaliacéo de lesdes de pele. Interpretacdo dos pontos: Cées
Normais: < 10, dermatite atopica em remissdo: < 10, dermatite atopica leve: 10-34, dermatite
atopica moderada: 35-59, dermatite atépica severa: 60 pontos. Adaptado de OLIVRY et al., 2014.

CADESI -04 (ICADA)

Erite
ma

Liquenificacao

Escoriacdo e/ou

Alopecia

TOTAL

Area Perilabial 1
(combinagéo direita e esquerda)
Pavilhdo Auricular Esquerdo 2
Direito 3
Axila Esquerda 4
Direita 5
Membros Toréacicos Esquerdo 6
(lados combinados: [ pireito 7
dorsal e palmar)
Membros Pélvicos Esquerdo 8
(lados combinados: [ pireito 9
dorsal e plantar)
Flexura do Cotovelo Esquerda 10
Direita 11
Metacarpo Palmar Esquerdo 12
(do carpo até 0s [ Djreito 13
coxins)
Flancos Esquerdo 14
Direito 15
Areas Inguinais Esquerda 16
(virilhas) Direita 17
Abdbémen 18
Perineo (a partir da vulva/escroto até o | 19
anus)
Cauda Ventral 20

Grau de cada local e cada tipo de leséo:

Nenhuma: O; Leve: 1; Moderado: 2; Severo: 3

Total de pontos: (20X3X3=180)
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Aplicacédo do placebo e das células-tronco mesenquimais

As amostras de células-tronco mesenquimais foram cedidas pela empresa
REGENERA®. O Kit de aplicacao fornecido continha os criotubos com as células
tronco, tubos de propileno com solucdo para descongelamento, tubos de
propileno com solucé@o de lavagem e pipetas Pasteur estéreis e descartaveis.
ApOs recebimento pela empresa, as CTM foram estocadas em nitrogénio liquido
para conservacao até o momento da utilizacao.

Nos dias das aplicacbes as ceélulas armazenadas em criotubos foram
descongeladas em banho maria a 37°C durante 2 minutos e transferidas
imediatamente para a solucdo de descongelamento (fornecida pela empresa)
para serem centrifugadas a 1200 RPM por 5 minutos. Apds a centrifugacéao foi
desprezado o sobrenadante e adicionado a solucao de lavagem (fornecida pela
empresa), onde foi homogeneizado delicadamente até a dissolu¢cdo do
precipitado, para ser centrifugado novamente a 1200 RPM por mais 5 minutos.
Apoés a segunda centrifugacao, foi desprezado o sobrenadante e adicionado a
solucdo de lavagem (fornecida pela empresa) e homogeneizado do mesmo
modo até que o precipitado se dissolvesse e fosse para centrifugacdo a 1200
RPM durante 5 minutos. ApGs mais uma vez desprezar o sobrenadante, foi
adicionado 2ml de solucéo fisiolégica para a aplicacdo. Com o auxilio de uma
pipeta Pasteur estéril foi realizada a homogeneizacdo até dissolucdo. Como
recomendado pela empresa, as CTM foram prontamente aplicadas ap6s o
preparo, pois nao podem permanecer mais que 10 minutos na solucao fisiolégica
para que a qualidade celular ndo seja comprometida, bem como o resultado da
terapia. A aplicacéo foi realizada com uma seringa de 3ml e agulha 40cmX12cm,
para evitar danos nas células, e aplicada lentamente pela via endovenosa. A via
de escolha foi a veia cefélica.

Nos dias zero, 15 e 30 foram aplicados 2ml de solucéo fisiolégica endovenosa
para a fase de placebo. Nos dias 45, 60 e 75 foram aplicados 2ml de solucao

fisiol6égica + CTM.
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Dosagem sérica de citocinas

Os niveis séricos das citocinas IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IL-31 e TNFa
foram determinados utilizando os Kits comerciais Nori® Canine ELISA Kit
DataSheet (Genorise, Philadelphia, PA, USA) e da citocina IFN-gamma
utilizando-se dos Kits comerciais RayBio® Canine IFN-gamma ELISA Kit
(Raybiotech, Norcross, GA, USA) seguindo as recomendacdes dos fabricantes.
A avaliacdo da quantidade de citocinas foi mensurada como se segue: 100uL de
anticorpos especificos para cada citocina (anticorpos de captura) diluidos em
tampdo carbonato-bicarbonato adicionados as placas de alta afinidade
(Maxisorp-Nunc) e incubados "overnight" a 4°C. Apos lavagem dos poc¢os, estes
foram neutralizados com uma solucdo proteica pobre em gordura (leite
desnatado) para saturacdo dos sitios de ligacdo. As amostras dos
sobrenadantes foram diluidas em PBS-Tween contendo 3% de leite desnatado
e incubadas por 2 horas a 4°C. Ap6s nova lavagem, foram adicionados aos
pocos 100uL de anticorpo biotinilado anti-citocina e incubados por 2 horas a
37°C. Apo6s nova lavagem, foram adicionados aos pocos o conjugado avidina-
peroxidase (1 hora) e a reagdo € revelada com a adi¢do de solucao contendo
peréxido de hidrogénio e ortofenilenodiamina (OPD). Ap6s 15 minutos de
incubacdo em local protegido de iluminacao, a reacéo é bloqueada com H2SO4
2N, procedendo-se a leitura da reacdo em um leitor de ELISA com filtro de
492nm.

Anéalise Estatistica

Os dados foram expressos em média * desvio padrdo. Todas as
comparacdes entre os momentos foram feitas utilizando a técnica da analise de

varianca para o modelo de medidas repetidas em grupos independentes
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complementada com o teste de comparacdes muiltiplas de Bonferroni (23)
quando a variavel apresentava aderéncia a distribuicdo normal de probabilidades
e, na auséncia desta, teste de compara¢c6es mdultiplas de Dunn (24). Os dados
foram considerados significantes quando p<0,05. Todos os gréficos foram

realizados com a ajuda do software GraphPad prism 5.1.

Resultados

Avaliacdo hematolégica, bioquimica sérica e urinalise

N&o houve significancia estatistica em nenhum momento entre 0s grupos

placebo e tratamento nos exames de hemograma, bioquimica sérica e urinalise.

Avaliacdo clinica segundo escala de prurido e score de CADESI-04.

Ao final do estudo (M6), os animais tratados apresentaram importante
reducdo do score de prurido (p<0,01, ANOVA) quando comparados ao estado
inicial (M0) e também quando comparados aos momentos de placebo (M1, M2
e M3) com os momentos de tratamento (M4, M5 E M6) (Grafico 1). Cabe
ressaltar que no momento do placebo, entre M1 e M3, 0s animais aumentaram
de forma significante o seu score de prurido (p <0,05, ANOVA), reduzindo
significantemente apos o inicio do tratamento (p <0,01, ANOVA) a partir dos
momentos (M4, M5 e M6).
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GRAFICO 1. Avaliacdo do prurido conforme Escala de Rubyniack. Mensuracdes do nivel de
prurido nos respectivos tempos de experimentacdo. Valores dispostos em média, dados com
letras diferentes indicam diferenca estatistica. P < 0,05 para grupo Placebo e P < 0,01 para o
grupo CTM; ANOVA com bonferroni.
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Além da melhoria do prurido, os animais nos momentos de tratamento
apresentaram reducdes significativas no score de CADESI-04 (p < 0,01;
ANOVA), em cada momento de mensuragdo (Grafico 2). Comparando com o
grupo placebo, os animais tratados diferem de forma significante em relacdo a

reducado do escore.
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GRAFICO 2. Avaliagio das lesées conforme Score de CADESI-04. Valores dispostos em
média, dados com letras diferentes indicam diferenca estatistica. P < 0,05; ANOVA com
bonferroni.
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Pode-se observar também a melhora das lesGes dermatoldgicas mensuradas
pelo CADESI-04, por meio das fotos exemplificadas de antes e depois de dois
animais do experimento (Figura 3 e Figura 4).
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FIGURA 3. No momento inicial do estudo, MO (fotos A e C), observamos alopecia, eritema,
hiperpigmentacao, hiperqueratose e lignificacdo em regido pélvica de membros pélvicos (A) e
eritema, hipotricose e hiperqueratose em regido periocular (C). No momento final do
experimento, M6 (fotos B e D) observa-se melhora das altera¢des cutaneas nas mesmas regiées
citadas acima.

FIGURA 4. No momento inicial MO, observamos eritema, escoriacédo, alopecia e hiperqueratose
em regido periocular (A) e hipotricose, eritema e em regido ventral e membros pélvicos (C). No
momento final do experimento, M6 (fotos B e D) observa-se melhora das alteracfes cutaneas
nas mesmas regides citadas acima.
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Avaliacdo da mensuracao sérica das citocinas

Foram dosadas as citocinas IL1, IL4, IL6, IL10, IL17, IL31, IFN, TNF (Tabela
2). Nao houve diferenca estatistica (p>0,05) em nenhum dos momentos

avaliados, nem entre o grupo placebo e o grupo tratado.

TABELA 2. Mdltiplas comparac8es entre todos os grupos (placebo e tratamento) e momentos
(MO a M6 correspondentes aos dias zero, 15, 30, 45, 60, 75 e 90), sendo todos considerados
sem significancia estatistica (p> 0,05).

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
L1 <25 <2,5 <25 <2,5 <25 <2,5 <2,5
IL4 3358 3125 <3125 <3125 <3125 <3125 <3125
IL-6 <50 <50 <50 <50 51,3 57 53,9
IL-10 <25 <25 <25 <25 <25 <25 <25
IL-17 <94 <94 <94 <94 <94 <94 <94
IL-31 68,1 73,6 65,8 775 66,6 62,8 71,0
[FN-E 0,15 0,25 0,25 0,30 025 0,25 0,30
TNF-a 81 82,7 89,8 75,5 66,7 90,7 64.2

[ PLACEBO ] TRATAMENTO |

Avaliacdo da seguranca das aplicacfes

Em relacdo a aplicacdo das células-tronco mesenquimais pela via

endovenosa, observou-se reacao em dois caes (Tabela 3).
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TABELA 3. Relacdo dos momentos das aplicacbes de CTM com o0s sinais apresentados

Animal Aplicacdo Sintoma

Anafilaxia aguda transitoria — micgdo,

1 M4 depressao respiratoria, hipotensdo
M4 Apatia
M5 Apatia

2
M6 Sinais neuroldgicos — salivacao,

desequilibrio, letargia e trismo

O segundo cédo foi retirado do estudo devido a gravidade das reacles
apresentadas, e foi substituido por outro cdo que se enquadrava nos critérios de

selecéao.

Discussao

O uso de CTM pode desempenhar um importante papel imunomodulatério,
principalmente melhorando o perfil de citocinas circulantes. Visando avaliar o
impacto do uso deste tratamento no perfil inflamatorio, realizamos dosagens
séricas de interleucinas comumente envolvidas, visto que outros autores ja
relataram. Em seres humanos, sabe-se atualmente que a doenga cursa com
perfil multifatorial, principalmente envolvendo distarbios na maturacéo
gueratolitica e respostas TH2, além de ativacdo adicional de respostas do tipo
TH22, TH17/IL-23 e TH1, com producéo de citocinas de acordo com a fase da
doenca. Sendo assim, reporta-se a importancia do estadiamento do paciente
(agudo ou crénico) para um tratamento multissistémico individualizado e eficaz
(27). Em cées, ha a necessidade de seguirmos as , visto que 0s animais
escolhidos para o estudo eram portadores de dermatite atdpica cronica,

resistentes ao tratamento convencional. Embora os sintomas clinicos tenham
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melhorado, podemos associar a fase de doenca em que 0s animais se
encontravam com a possivel auséncia de reducdo nos padrdes inflamatérios
séricos, visto que o perfil de interleucinas permaneceu o0 mesmo tanto no inicio,
periodo do placebo ou final do experimento. Cabe ressaltar que outros autores
guestionam o real envolvimento imunoldgico na patogénese da DAC canina. Um
estudo recente publicado por (28), avaliou a eficacia do tratamento oral
imunomodulador em caes atépicos, comparando sinais clinicos por CADESI-03
e perfil de citocinas pré-inflamatérias pela técnica RT-PCR em bidpsias de pele.
De acordo com o autor, 0s animais se beneficiaram clinicamente com tratamento,
entretanto, os niveis de expressdo de mRNA das interleucinas avaliadas nao
apresentaram reducao significativa, em qualquer fase de avaliacdo. Nosso
estudo entra em concordancia com o descrito anteriormente, visto que 0s
animais se beneficiaram clinicamente mesmo ndo apresentando reducdo dos
niveis séricos de citocinas. Apesar da auséncia de uma resposta favoravel nos
niveis séricos de citocinas, as mesmas mantiveram-se constantes durante todo
0 experimento, ndo apresentando variacao.

O uso de células-tronco neste modelo estudado, aplicado pela via endovenosa,
foi eficaz em reduzir significantemente os sintomas clinicos associados a
doenca, comprovados pela melhora na escala analitica de escore de prurido por
Rybnicek e pelo CADESI-04, em discordancia do relatado por HALL et al., 2010
(21), que ndo observou beneficios significativos quando avaliados pelos mesmos
métodos, apds o transplante em caes atdpicos.

Sabe-se que ha um importante envolvimento imunolégico na patogénese da
doenca, embora ndo seja completamente elucidado esse mecanismo em céaes,
quanto em seres humanos (28).

Dos seis animais utilizados para o estudo, dois deles apresentaram reacdes
adversas a aplicacdo. Embora possamos associar esta rea¢cdo com algumas
particularidades do préprio animal: tamanho (1-4 kg) e anatomia respiratoria
(braquicefalico), ndo ha estudos suficientes na literatura que comprovem a
seguranca da aplicagdo em diversos grupos e a necessidade de padronizacdo
de doses/kg. Alguns estudos sugerem que a aplicagao, quando feita pela via
subcuténea ou intramuscular, em cées atdpicos podem trazer menores riscos de

anafilaxia (29).
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A intencdo de um estudo simples cego com fase de placebo proposta neste
estudo foi a reducéo de vieses relacionados a terapia combinada, visto que antes
das trés aplicacdes de CTM-TA, os mesmos animais passaram por um periodo
composto pelas trés aplicagbes de placebo. Ademais, no inicio do tratamento
propriamente dito (M3), podemos detectar que 0s animais estavam em situacao
de piora clinica e foram melhorando progressivamente até o final do estudo com
melhora visual relatada pelos tutores a partir da segunda aplicacao.

Contudo, pode-se inferir que trés aplicacdes quinzenais de CTMs-TA foram
eficazes em produzir resposta terapéutica benéfica nos animais atdpicos,

mesmo ha auséncia de outras terapias.
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5. CONCLUSOES

O uso de CTM conferiu beneficios clinicos aos animais, avaliados pela

melhora no score CADESI-04 e também na escala de prurido analitica.

O uso de CTM nao promoveu alteracdes nos perfis séricos de citocinas

pré-inflamatérais.

Podemos concluir que 3 aplicacfes com intervalos quinzenais de célalus
tronco mesenquimais foram eficazes em produzir resposta terapéutica

benéfica nos cdes atopicos, mesmo na auséncia de outras terapias.
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