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Martins, JRB. Avaliagdo do desempenho de colirio usando soro alogénico e fatores de
crescimento derivados de plaquetas em culturas de células do anel corneo-escleral. 2014.
Dissertacdo (Mestrado em Pesquisa e Desenvolvimento: Biotecnologia Médica) - Universidade
Estadual Paulista — UNESP

Resumo

Introducdo: Muitas patologias podem acometer a cdrnea, entre elas a sindrome do olho seco e as
doencas relacionadas. Tratamentos inovadores para a sindrome do olho seco tém surgido, entre eles,
0 uso de colirio produzido com soro autlogo de uso ocular, soro de sangue de corddo umbilical,
meio condicionado obtido pela expansdo de células tronco do epitélio limbal (modelo ex vivo), entre
outros. Pacientes com provavel indicacao do colirio de soro autélogo podem ter a contra-indicacdo na
producdo oriunda do status imune para doencgas virais como HIV, hepatites B e C, sifilis, doenca de
Chagas e HTLV 1| e Il, que do ponto de vista de producdo do autocolirio, encontram barreiras. Para
estes casos, o colirio de soro alogénico, oriundo de doadores saudaveis, ¢ uma alternativa viavel.
Objetivos: Analisar o efeito in vitro da acdo de colirio alogénico em cultura de células da regido
coérneo-escleral, estabelecer a cultura e expansdo de células aderentes obtidas da regido corneo-
escleral, comparar a cultura das células aderentes em meio de cultura contendo colirio e fatores de
crescimento derivados de plaquetas, avaliar as células por meio da técnica de imunohistoquimica e
analisar os dados médicos dos pacientes que utilizam autocolirio por meio de prontuarios. Casuistica
e Métodos: Os aneéis corneo-esclerais foram obtidos no centro cirdrgico apos cirurgia de doacéo de
cérnea, sendo que estes anéis sdo materiais de descarte apOs a cirurgia. Em seguida, o tecido foi
encaminhado ao Laboratorio de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu, onde foi
fragmentado em pequenas partes e digerido com colagenase tipo I. As células foram plagueadas em
frascos de 25 cm? com meio DMEM Knockout, em uma primeira parte do experimento, e em meio
Keratinocyte na segunda parte do trabalho. Apds confluéncia de 80%, as células passaram pelo
processo de tripsinizacdo para desprendimento das células do frasco de cultura. Foi realizada a
montagem da placa do experimento, onde foram colocadas as células para controle, ou seja, nao
tratadas, células tratadas com colirio produzido a partir de soro e células tratadas com fatores de
crescimento derivados de plaquetas. Apds 5 dias foi realizada a técnica de imuno-histoquimica com
0s anticorpos anti-vimentina (marcador de celulas mesenquimais), anti-beta catenina (marcador
epitelial) e anti-PCNA (marcador de proliferacdo). Com relacdo aos prontuarios médicos, foram
feitas as andlises dos dados dos pacientes com olho seco encaminhados ao Hemocentro de Botucatu



para produgdo de colirio de soro autélogo. Os exames oftalmolégicos analisados foram: presenca de
puntatas, acuidade visual e tempo de quebra do filme lacrimal (break up time). Resultados: As
células tratadas com colirio produzido com soro e as tratadas com fatores de crescimento derivados
de plaquetas foram marcadas com o anticorpo anti-vimentina e ndo foram marcadas com o anticorpo
anti-beta catenina. Com relagdo ao anticorpo anti-PCNA, apenas foram marcadas as células que
estavam em locais da placa onde havia grandes coldnias celulares. Nos prontuarios médicos,
observou-se que em 37,5% dos pacientes houve melhora do quadro de puntatas apds o inicio do uso
de colirio de soro autélogo, em 37,5% houve piora e em 25% deles ndo houve alteracdo. Na analise
do tempo de ruptura do filme lacrimal, em 50% dos casos ndo houve diferenga ap06s o inicio do uso
do colirio, em 25% houve melhora e em 25% houve piora. Na acuidade visual, houve uma melhora
significativa nos pacientes em ambos os olhos. Conclustes: Pode-se concluir que o uso do meio
DMEM Knockout permitiu o crescimento principalmente das células-tronco mesenquimais, o que foi
constatado na imuno-histoquimica na marcagdo com anti-vimentina. Além disso, o uso do colirio
produzido a partir do soro leva a uma melhora significativa do quadro clinico do paciente com olho

Seco.

Palavras Chave: Colirio de soro autélogo; Cultura de células, Fatores de crescimento derivados

de plaquetas; Imunohistoquimica; Olho seco



Martins, JRB. Evaluation of eye drops using allogeneic serum and platelet-derived
growth factors in cultured cells of the corneal scleral ring. 2014. Dissertation (Master in
Research and Development: Medical Biotechnology) - Universidade Estadual Paulista -
UNESP

Abstract

Introduction: Many diseases can affect cornea, including dry eye syndrome and related
diseases. Innovative treatments for dry eye syndrome have emerged , among them the use of
autologous serum eye drops produced with the use of eye serum, umbilical cord blood,
conditioned medium obtained by expansion of limbal epithelial stem cells (ex vivo model)
among others. Patients with probable indication of autologous serum eyedrops may be
contraindicated in production originating immune status for viral diseases such as HIV,
hepatitis B and C, syphilis , Chagas disease and HTLV | and |1, from the point of view of eye
drops’s production, have barriers . For these cases, eye drops from healthy donors allogeneic
serum can be an alternative. Objectives: Evaluate in vitro effect of the action of allogeneic
eye drops in corneal-scleral cell culture, established the culture and expansion of adherent
cells obtained from the corneal- scleral region, compare the culture of adherent cells in culture
medium containing eye drops and platelets derived growth factors, evaluating the cells by
immunohistochemistry and analyze medical data of eye drops’s patients. Materials and
Methods: The corneal- scleral rings were obtained in the operating room after surgery of
tissue donor, and these rings were discarded after surgery. Then, tissue was sent to the
Laboratory of Cell Engineering of Botucatu Blood Center, which was fragmented into small
pieces and digested with collagenase type 1. Cells were plated in 25 cm? flasks with DMEM
Knockout in the first part of the experiment, and Keratinocyte in the second part of the
experiment. After 80% confluence, cells passed through the trypsinization procedure for
detachment of the cells from the culture flask. Mounting plaque experiment, cells were placed
to control, or untreated cells, treated cells with eye drops and cells treated with platelets
derived growth factors was performed. After 5 days, immunohistochemistry technique with
anti- PCNA (proliferation marker) anti- vimentin (a marker of mesenchymal cells), anti- beta
catenin (epithelial marker) was performed. Relative to medical records, patients’s data
analyzes with dry eye submitted to Botucatu Blood Center for production of autologous

serum eye drops were made. Ophthalmic examinations were analyzed: presence of puntatas,



visual acuity and length of the tear film break (break up time). Results: Cells treated with eye
drops produced with the treated serum and growth factors derived from platelets were labeled
with anti- vimentin antibody and were not labeled with the anti -beta catenin antibody. With
respect to anti - PCNA were only marked cells that were in places where there were large
plate of cell colonies. The medical records, it was observed that in 37.5 % of patients
experienced clinical improvement after initiation of puntatas the use of autologous serum
eyedrops in 37.5 % and worsened in 25 % of them did not change. In the analysis of the
breakup time of the tear film, in 50% of cases there was no difference after the first use of eye
drops, 25 % had improved and 25 % worsened. In visual acuity, a significant improvement in
patients in both eyes.

Key words: autologous serum eye drops; Cell culture, platelets derived growth factors;

Immunohistochemistry; Dry Eye
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I. INTRODUCAO

Este trabalho foi delineado a partir de uma parceria com o Servigo de Oftalmologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Esta parceria foi formada em 2008
pela necessidade de se abordar pacientes com a sindome do olho seco (SOS) com propostas
terapéuticas alternativas, em funcdo da auséncia de resultados com tratamentos convencionais.
Diante disto, e sob a aprovacio do Comité de Etica, o servico de oftalmologia passou a
encaminhar casos refratarios de SOS para o Hemocentro, com intuito de produzir o soro autélogo
de uso ocular que passou a ser denominado de SAUOC.

De 2008 a 2013, doze pacientes foram encaminhados para o servico. Como se trata de uma
forma inovadora de abordar a SOS e apesar dos testes de controle de qualidade durante o processo
de producéo, optou-se por analisar a efetividade dos colirios autélogos que estdo sendo produzidos
e analisar a eficacia dos mesmos em cultura de células oriundas do anel cérneo-escleral.

Esta possibilidade surgiu em funcdo da analise dos profissionais da oftalmologia que
encaminhavam os pacientes para o Hemocentro. Fundamentalmente dois oftalmologistas: Dr.
Alvio Isao Shiguematsu e Profa. Dra. Amélia Kamegasawa. Dr Alvio assumiu a partir de
novembro de 2012 como presidente, no Brasil, da Associacdo Panamericana de Banco de Olhos
(APABO). A escolha aconteceu durante o encontro anual da Academia Americana de
Oftalmologia, em Chicago. A indicacdo leva em consideracdo aspectos como: posicdo do membro
na direcdo técnica de um banco de olhos, participacdo nas reunibes e cursos, conhecimento
técnico, relacionamento com os demais membros diretores de bancos de olhos, além de disposi¢édo
e disponibilidade. A APABO tem como propdsitos: incentivar a correta estruturacdo e o
aperfeicoamento dos Bancos de Olhos ja em funcionamento; estabelecer procedimentos uniformes
para o funcionamento dos Bancos de Olhos; proporcionar controle de qualidade no processamento
dos tecidos oculares doados; propiciar a aprovacdo de uma legislacdo adequada para o
funcionamento dos Bancos de Olhos; estimular a realizacdo de campanhas educativas e de
divulgacdo para conscientizar a populacao sobre a importancia da doagdo de cérneas e promover o
aumento do numero de doacdes, entre outros. O Banco de Tecidos Oculares do HC-FMB existe
desde 2005, estando atualmente sob a coordenacdo do Dr. Alvio. Desde o inicio de suas
atividades, ja captou mais de 3.000 corneas, sendo classificado como um dos melhores bancos do
pais pelo ntimero de doadores por milh&o de habitantes.*

Apbs o processo de captacdo da cornea, 0 material, jA no Banco de Tecidos Oculares sofre
processamento, onde o anel cérneo-escleral, rico em células, € retirado e desprezado. Delineou-se

entdo o presente trabalho com foco no controle da qualidade do soro autélogo de uso ocular, mas



utilizando as células do anel corneo-escleral, em condicGes de cultura celular, na presenca de soro
alogénico, nas mesmas condigdes de preparo do SAUOC. A deciséo de se utilizar o soro alogénico
estd relacionada ao fato de que quando o doador vai ter as coOrneas retiradas, isto ocorre com
“coragao parado”, ou seja, quando ja ocorreu uma reversdo completa no perfil das citocinas, as
quais poderiam dar resultados negativos para a pesquisa.

A necessidade do teste de desempenho em cultura surgiu diante do fato de que os controles
estabelecidos no Procedimento Operacional Padrdo (POP)? sdo aqueles que garantem a
semelhanca do colirio preparado com a lagrima, controles microbioldgicos e sorolégicos. Diante
da comprovacdo do beneficio relatado pelos pacientes e dos achados oftalmoldgicos, a
confirmacéo do efeito em cultura celular tornaré o produto tecnicamente mais aceito e poder-se-a
disponibilizar o POP, para demais servicos.

Tendo em vista que o foco da indicacdo do SAUOC é a SOS, passaremos a revisar pontos

importantes sobre 0 olho humano, producdo da lagrima e as causas da SOS.
1.1 Anatomia do Olho Humano

O conhecimento da forma e relagdo entre os tecidos do olho facilita a compreenséo dos
mecanismos das doencas e do desempenho das células na cultura celular.

Pode-se dividir o olho humano em trés camadas. A camada interna é composta pela retina
e pela cordide. A camada média ou Uvea é composta pela iris e pelo corpo ciliar e a camada

externa é composta pela cornea, esclera, juncdo cérneo-escleral (limbo) e conjuntiva.® (Figura 1)
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Figura 1 - Camada externa do olho humano

1.1.1 Limbo

O limbo é uma estrutura anatdbmica da superficie ocular que mede de 1,5 a 2,0 mm e

corresponde & zona de transicao entre a esclera e a cérnea.” (Figura 2)
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Figura 2 - Localizagdo do limbo no olho humano

Nesta regido € possivel encontrar grande quantidade de células-tronco, as quais sdo
importantes para a renovacéo constante do epitélio da cérnea.>°

Este dado foi primeiramente descrito por Davanger & Evensen em 1971, que mostraram
que o epitélio da cérnea é mantido e renovado por uma populacdo de células encontradas no
limbo, funcdo esta muito importante, visto que durante a homeostase as células da cdrnea séo
constantemente perdidas.***

Como a integridade dos tecidos e sua renovacdo dependem das células-tronco, a
destruicdo das células-tronco do limbo pode levar a desordens que resultam em inflamacao
cronica, dor, visdo danificada e cegueira.****

Além disso, o limbo é um meio protetor, caracterizado por apresentar vascularizagdo,
inervacéo e protecdo contra danos potenciais como luz ultra-violeta, pois apresenta pigmentos de
melanina. As palicadas de Vogt, presentes nesta regido, formam uma rede ondulada que permite
aproximar os vasos sanguineos do epitélio basal, fornecendo, assim, maiores quantidades de
nutrientes e fatores de crescimento para a cornea.*>*°
O uso clinico de células-tronco do limbo para o tratamento de doencas relacionadas a

perda destas células foi primeiramente descrito em 1997 por Pellegrini et al.*"



Muitos estudos mostram que é possivel utilizar células-tronco do limbo para uso clinico

em casos de restauracdo de danos da cérnea, permitindo a melhora da visdo. %%
1.2 Propriedades Fisioldgicas da Lagrima

As lagrimas desempenham fundamental papel fisioldgico, pois contém antimicrobianos,
fatores de crescimento, fibronectina e vitaminas importantes para a proliferacdo e diferenciacao
do epitélio conjuntivo e da cérnea.?’

A unidade funcional da lagrima consiste nas glandulas lacrimais, palpebras, nervos
motores e superficie ocular (cornea, conjuntiva, filme lacrimal e glandulas sebéceas de
Meibomian).?® (Figura 3)
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Figura 3 - Anatomia do olho humano

O filme lacrimal pré-corneano consiste em trés camadas: lipidica (externa), aquosa
(intermedéria) e mucinica (interna).’

A camada lipidica é secretada pelas glandulas meibomianas, e tem como funcéo retardar a
evaporacdo da camada aquosa do filme lacrimal e lubrificar as pélpebras. A disfuncdo dessa
camada pode causar olho seco evaporativo.®

Secretada pelas glandulas lacrimais, a camada aquosa contém agua, proteinas e
eletrolitos. Sua funcdo é suprir o epitélio corneano avascular de oxigénio e combater estimulos

nocivos. A deficiéncia dessa camada resulta em olho seco hipossecretor.®



A camada mucinica é secretada pelas células calciformes conjuntivais, pelas criptas de
Henle e pelas glandulas de Manz. Sua funcdo é de lubrificacdo e umidificacdo da cornea. A

deficiéncia dessa camada pode causar problemas evaporativos e hipossecretores.?
1.3 Sindrome do Olho Seco (SOS)

A sindrome do olho seco ou ceratoconjuntivite sicca € uma condicdo comum ocular
relacionada a idade, especialmente em mulheres pds menopausa. Em suas formas mais leves causa
desconforto ocular, fadiga e disturbios visuais que interferem na qualidade de vida. Em suas
formas mais graves, provoca dor crénica e comprometimento da visdo. Embora seja altamente
prevalente e custe bilhdes de ddlares para gerenciar, os tratamentos atuais tém sido largamente
insuficientes, tornando-se uma condicdo frustrante, tanto para médicos quanto para pacientes.’

A SOS é causada por deficiéncia de funcdo das glandulas lacrimais e perda do
componente aquoso da lagrima, bem como por excessiva evaporacdo provocada por fatores
ambientais, como vento e ar condicionado. O olho seco evaporativo pode ocorrer também por
deficiéncia lipidica, mais frequentemente secundaria a disfuncdo da glandula meibomiana e por
defeitos de lubrificagdo do olho pelo filme lacrimal.*

Estes distarbios levam a hiperosmolaridade da lagrima, causando desconforto, estresse
pré inflamatério e dano ocular.®**

A SOS é considerada um significante problema puablico e estima-se que comprometa
entre 14% e 33% da populagdo mundial.®3**

Com relacdo aos achados clinicos, pode-se observar queimacdo, sensacdo de corpo
estranho, embagcamento transitorio da visdo, irritacdo, prurido e fotofobia. Estes sintomas se
intensificam na exposicdo a ar condicionado, vento e leitura prolongada.’

Pacientes com olho seco apresentam erosdes epiteliais denominadas puntatas, que podem
ser encontradas na cornea. Além disso, essa doenca predispGe a ceratite bacteriana e Ulcera, que
pode levar & perfuracéo.®>=°

A fisiopatologia da sindrome esta relacionada as condi¢des que levam a evaporacgdo da
lagrima, baixa producdo do filme lacrimal e inflamacgdo. A diminuicdo da quantidade de lagrima
secretada e hiperosmolaridade da lagrima promovem inflamacdo da superficie ocular, levando a
instabilidade do filme lacrimal. A infiltracdo de células T na glandula lacrimal e producdo de

citocinas pro inflamatorias contribuem para o aumento da inflamacdo local. Os mediadores



inflamatorios encontrados na lagrima incluem diversas citocinas, como interleucinal (IL-1),

fator a de necrose tumoral (TNF-a) e proteases >°.
Diversas sdo as causas do olho seco, podendo também ser um distirbio secundario a

doencas como Sindrome de Sjogren, artrite reumatoide, lGpus eritematoso sistémico, doenca do

enxerto versus hospedeiro (DEVH) e Sindrome de Stevens-Johnson. (Figura 4)
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Figura 4 - Causas da Sindrome do Olho Seco

1.3.1 Sindrome de Sjdgren

A Sindrome de Sjogren foi primeiramente relatada em 1933, quando Henrik Sjogren

apresentou achados clinicos e histologicos de 19 mulheres que apresentavam sintomas como

olho seco.*®
E uma doenca inflamat6ria cronica autoimune que se caracteriza principalmente por olhos

e boca secos devido a destruicdo das glandulas lacrimais e salivares pelo sistema imune. Outras



glandulas secretoras tambem podem ser acometidas, como as localizadas na nasofaringe, vias
aéreas superiores e vagina.*”*

Esta sindrome é classificada em primaria, quando ndo esta associada a outras doencas
autoimunes, e em secundaria, quando estd associada a enfermidades autoimunes, como artrite
reumatdide e IGpus eritematoso sistémico.*" 2

Estudo realizado na Espanha mostrou que a prevaléncia da Sindrome de Sjogren
secundaria em pacientes com artrite reumatoide foi de 17% ap0s 10 anos de duracdo da doenca e
de 25% ap6s 30 anos de doencga.®?

As glandulas salivares e lacrimais estdo envolvidas em um processo autoimune em que
autoanticorpos provocam a destruicdo dos acinos e ductos glandulares, com ativacdo de processo
inflamatdrio e infiltracdo linfdcitica que tem por consequéncia a hipossecrecdo de saliva e
lagrima.**

Aproximadamente 30% dos pacientes com Sindrome de Sjogren desenvolvem
manifestacdes extraglandulares, como fenbmeno de Baynaud, neuropatia periférica e vasculite.
A desordem infiltrativa linfocitica leva a doenca linfoproliferativa, especialmente linfoma de
células B, que ocorre em aproximadamente 5% dos pacientes com Sindrome de Sjogren.*

Muitos estudos tém sido realizados para analisar o papel dos fatores genéticos e
ambientais na patogénese da Sindrome de Sjogren. Sugere-se que alguns virus sdo potenciais
agentes causadores da doenca, como Epstein-Barr virus, HTLV-1 e virus coxsackie.*

Fatores ambientais, como a infeccdo viral, afetam glandulas exdcrinas e estimulam as
células dendriticas ou glandulares a ativar o sistema imune inato. Isto leva a producdo de
citocinas pelas células epiteliais do local. Os linfocitos migram para dentro das glandulas em
resposta as citocinas, aderem as moléculas de adesdo vascular e interagem com as células
dendriticas e epiteliais.*

Subsequentemente ocorre ativacdo de mecanismos de dano tecidual, como apoptose,

resultando em infiltracdo cronica das glandulas afetadas, fibrose e perda da funcio normal.*®

1.3.2 Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide é uma doenca cronica e inflamatoria que afeta principalmente as
articulacbes. Ocorre pela resposta autoimune contra auto-antigenos, causando ativacdo das
células T auxiliares CD4+. As células T ativadas produzem citocinas que ativam as células
fagocitérias, liberando enzimas que causam a degradacdo do tecido. Além disso, as células T



estimulam as células B, levando a producéo de anticorpos. A evolucdo clinica é variavel, sendo

que em alguns pacientes pode evoluir para destruicao articular progressiva.*’

1.3.3 Lupus Eritematoso Sistémico

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca inflamatdria cronica do tecido
conjuntivo que se caracteriza por acometer diversos orgaos, principalmente articulacoes, pele,
células sanguineas, vasos sanguineos, membranas serosas, rins e cérebro. Pacientes com esta
doenca apresentam importantes distlrbios imunoldgicos, com a presenca de autoanticorpos

dirigidos, sobretudo contra antigenos nucleares.*

1.3.4 Doenca Enxerto-versus-Hospedeiro (DEVH)

Sabe-se que em média 25.000 transplantes alogénicos de medula dssea sédo realizados no
mundo anualmente, sendo que grande parte dos pacientes passam a apresentar a SOS apds o
transplante.*

Ha varios fatores de risco que predispdem ao desenvolvimento de DEVH cronica. Estes
incluem: idade do doador ou receptor e doador-receptor que apresentem disparidade genética.?*

A DEVH é uma sindrome sistémica que ocorre quando células T imunologicamente
competentes sdo transplantadas em paciente com deficiéncia imunolégica.

Isto pode acontecer no transplante de medula 6ssea e 6rgdos sélidos ricos em células
linfoides e apos transfusdo de sangue ndo irradiado. As células T transplantadas reconhecem o
tecido do paciente como “estranho”, reagindo contra ele.*

Esta doenca € a maior complicacdo do transplante de medula 6ssea alogénico, podendo
ser dividida em aguda e crénica de acordo com o tempo e achados clinicos e histopatolédgicos.

A DEVH aguda se desenvolve nos primeiros trés meses apos o transplante de medula
0ssea (TMO) alogénico e caracteriza-se clinicamente pela triade: exantema, ictericia (hepatite) e
gastroenterite. Os principais danos ocorrem no sistema imune, pele, figado, pulmdes e trato
gastrointestinal. As manifestagbes cutdneas sdo em geral o primeiro sinal da doenca,
caracterizada por eritema nas palmas das méos e plantas dos pés, precedida por sensacdo de
queimacdo ou prurido. A resposta imune da doenga aguda ocorre em duas fases: aferente e
eferente. Na fase aferente células T CD 4+ e CD 8+ reagem a aloantigenos classe | e Il dos
hospedeiros na superficie das células apresentadoras de antigenos (APCs). (Figura 5)
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Figura 5 - Imunofisiopatologia da DEVH: respostas aferente e eferente

O regime de condicionamento (irradiacdo ou quimioterapia) inicia a resposta imune pelo
dano aos tecidos do hospedeiro com inducdo da liberacdo de citocinas, principalmente IL-1 e
TNF-0. As células T sdo estimuladas pela IL-1 a produzir interleucina 2 (IL-2). Sob a influéncia
da IL-2, as células T CD 4+ e CD 8+ expandem-se clonalmente e se diferenciam em células
efetoras, as quais induzem a resposta enxerto-versus-hospedeiro. Essas células efetoras sdo
ativadas pelo interferon gama (IFN-y) e interleucina 12 (IL-12) em células efetoras T helperl, as
quais direcionam a resposta enxerto contra hospedeiro.

A fase eferente ndo é ainda bem compreendida, mas sabe-se que as células T ativadas
produzem citocinas, como IL-2 e INF-y. Esses mediadores parecem recrutar e ativar células
efetoras, como linfécitos adicionais, macrdfagos e células natural Killer (NK) que atacam tanto
0s tecidos do doador, como do hospedeiro.

Com relacdo a DEVH cronica, € uma sindrome multiorganica e ocorre geralmente trés
meses apds 0 TMO. E classificada quanto & extensdo em: localizada, quando s6 a pele e/ou o
figado estdo envolvidos, e extensa, quando outros 6rgaos estdo envolvidos.

A DEVH cronica caracteriza-se pelo dano epitelial mediado por células mononucleares e
fibrose. Linfocitos T citotoxicos CD 8+ predominam no infiltrado e podem induzir dano tecidual.
Além destas, outras células efetoras como NK, macrofagos, mastocitos e citocinas podem mediar
a citotoxicidade. A ativacdo crénica e a degranulacdo dos mastocitos contribuem para a inducéo
da fibrose. A ativacdo policlonal de celulas B pode resultar na formacdo de auto-anticorpos,

como antinuclear, antiplaquetario e fator reumatéide.*® (Figura 6)
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Figura 6 - Imunofisiopatologia da DEVH

Sendo assim, uma das consequéncias da DECH é o olho seco, decorrente da formacéo de
fibrose da glandula lacrimal devido & presenca de linfécitos T (CD4 e CD8) periductais.®*>
Em 2013 o International Chronic Ocular Graft-vs-Host-Disease Consensus estabeleceu
parametros como critério diagnostico com determinacdo da gravidade e graduacdo da DEVH
ocular. Estes critérios estdo representados nas duas tabelas abaixo que relacionam uma escala de

gravidade e presenca ou auséncia de doencas sistémicas.>*

Tabela 1 — Escala de gravidade da DEVH ocular crénica segundo International
Chronic Ocular Graft-vs-Host-Disease (GVHD) Consensus, 2013
Escore de Teste de Schirmer Escore de coloragio  Indice de doenca de Hiperemia

gravidade (mm) da cdrnea por superficie ocular conjuntival (pontos)
fluoresceina

0 > 15 0 <13 Nenhuma (0-4)

1 11-15 <2 13-22 Peguena a moderada
(5-8)

2 6-10 2-3 23-32 Grave (9-11)
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Tabela 2 — Dianostico da DEVH ocular cronica, segundo International Chronic Ocular
Graft-vs-Host-Disease (GVHD) Consensus, 2013

Escore de Nenhum DEVH provavel Indice de doenca de superficie
gravidade (pontos) ocular
Auséncia de 0-5 6-7 <13
DEVH
sistémico
Presenca de 0-3 4-5 13-22
DEVH
sistémico

Neste consenso estabeleceu-se que a DEVH cronico ocular ocorre em 70,4% de pacientes
que apresentam outra DVHD sistémica cronica, mas que em 17,7% dos casos a DEVH cronico
ocular apresenta-se isoladamente. Usando apenas o teste de Schirmer o resultado falso negativo é
de 22,7%.

A Figura 7 representa os aspectos da coloracdo com fluoresceina com 0s respectivos
escores de gravidade segundo Ogawa et al, 2013.%

Figura 7 - Resultados da superficie ocular em casos tipicos de DEVH ocular cronica. (A)
imagem representativa com coloragdo por fluoresceina (Escore 3). Nota-se epiteliopatia
ponteada difusa sobre a cornea de um paciente com DEVH crénica relacionada ao olho
seco. Linhas Gray (Meibolines sobre margem da palpebra superior e inferior) estdo
distorcidas. (B) Hiperemia conjuntival grave (inje¢do na superficie ocular danificada)
escore 2. (C) Coloragao de Rosa Bengala - conjuntiva ocular na superficie gravemente
danificada.

1.3.5 Sindrome de Stevens-Johnson

A Sindrome de Steven Johnson é uma doenca inflamatéria aguda que afeta
principalmente a pele e membranas mucosas, incluindo a superficie ocular. Caracteriza-se por
uma reacdo de hipersensibilidade mediada por células imunes a drogas ou microorganismos. Na

fase aguda da doenca, pode ocorrer conjuntivite que pode levar a dano severo na cérnea.>
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Apos a fase aguda, os pacientes frequentemente continuam com problemas na superficie

ocular, como olho seco e inflamagdes.>*

1.4 Tratamento

O tratamento do olho seco tem como principais objetivos aliviar o desconforto e prevenir
dano corneano estrutural. Mais de um dos tratamentos descritos a seguir podem ser utilizados
simultaneamente.*

v" Preservacdo da lagrima existente

Reducédo da temperatura ambiental para evitar a evaporagdo da lagrima, umidificacdo do
ambiente, substitutos lacrimais, como colirios, géis e pomadas.

v" Redugdo da drenagem lacrimal

A oclusdo do ponto lacrimal preserva a lagrima natural e prolonga o efeito dos colirios
artificiais. A oclusdo pode ser temporaria, reversivel, a longo prazo ou permanente.

v' QOutras opcOes

Ciclosporina topica: reduz a inflamacdo mediada por células do tecido lacrimal

Agentes colinérgicos orais: efetivos no alivio da boca seca (xerostomia)

1.5 Exames Oftalmoldgicos

Alguns exames oftalmolégicos sdo muito importantes para o diagndéstico do olho seco,
como o tempo de ruptura do filme lacrimal (break up time — BUT), presenca de puntatas e

acuidade visual. Estes testes estdo descritos no capitulo Casuistica e Métodos.

1.6 Producéo de Colirio a Partir de Soro Autélogo e Sangue de Cordao Umbilical

O tratamento do olho seco consiste na reposi¢do da lagrima para aumentar a umidade da
superficie ocular e melhorar a lubrificacio. E realizado com colirios que contém conservantes
que impedem a proliferacdo de micro-organismos. Entretanto, esta terapia substitutiva da lagrima
apresenta limitacGes, visto que estes colirios ndo possuem a complexa composi¢cdo da lagrima
natural, ndo sendo eficaz em alguns casos. Além disso, 0s conservantes podem ocasionar
toxicidade e alergia.**

Sendo assim, buscaram-se novas alternativas de terapia, sendo observado que o colirio

produzido com soro autdélogo € um tratamento eficaz para desordens oculares, como
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anormalidades encontradas no epitélio ocular e olhos secos, além de ser um produto ndo tdxico
para 0 organismo e de baixo custo.>*®

O soro conttm uma grande variedade de fatores de crescimento, vitaminas e
imunoglobulinas, sendo que alguns destes estdo em maior concentracdo no soro quando

comparados com a lagrima (Tabela 3).*

Tabela 3 - Comparacgéo entre componentes da lagrima e do soro

LAGRIMA SORO
pH 7,4 7,4
EGF (ng/mL) 0,2-3,0 0,5
TGF-B (ng/mL) 2-10 6-33
Vitamina A (mg/mL) 0,02 46
Fibronectina (ug/mL) 21 205

Seu uso foi primeiramente descrito por Fox et al em 1984. Em seguida, Tsubota et al
descreveu a presenca no soro de fatores de crescimento e vitaminas com potencial epiteliotréfico
para a superficie ocular.>

O colirio produzido com soro autdlogo é indicado no tratamento do olho seco severo.
Este tratamento mostrou-se efetivo em doencas como Sindrome de Steven Johnson, ceratite
limbica e sindrome do olho seco associada & Sindrome de Sjégren.>®

O soro autélogo também pode ser utilizado no tratamento da sindrome do olho seco apos
transplante de células-tronco hematopoéticas. Em estudo realizado em pacientes com doenca do
enxerto versus hospedeiro, foi possivel observar melhora significativa ap6s quatro semanas de
uso de soro autdlogo, sendo gque anteriormente todos estes pacientes utilizaram colirio (lagrima
artificial) sem melhora do quadro clinico. Os componentes da lagrima, como fatores de
crescimento epidermais (EGF) e vitamina A s@o importantes para a proliferacdo, diferenciacao e
maturacdo do epitélio ocular. O colirio produzido a partir do soro autélogo pode suprir estes
fatores e melhorar a condigéo da superficie ocular. >

Embora o mecanismo pelo qual o soro autélogo melhora o olho seco seja desconhecido,
ha algumas explicacdes plausiveis. Os componentes da lagrima, também presentes no soro, como

fatores de crescimento epidermais e vitamina A sdo importantes para a proliferagéo,
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diferenciacéo e maturacdo do epitélio da superficie ocular. Estudos com culturas de fibroblastos
da cérnea humana e células endoteliais mostram que estas células expressam fator de
crescimento epidermal e tém a sintese de seu DNA aumentada na presenca destes fatores.>

Estudo de Kojima et al comparou soro autélogo e colirio comercial (lagrima artificial) em
pacientes que os utilizaram por duas semanas, seis vezes ao dia. Na comparagéo dos valores de
BUT (Break up time), exame oftalmoldgico que indica a instabilidade do filme lacrimal, dos
pacientes que usaram colirio com soro aut6logo e dos que utilizaram o colirio comercial, o valor
do BUT foi significantemente maior no grupo de pacientes que usaram soro autélogo.
Considerando que quanto maior o valor do BUT, melhor a producgéo da lagrima, os pacientes que
utilizaram colirio de soro aut6logo tiveram melhor desempenho. Além disso, o BUT dos
pacientes pré e pds tratamento com soro autélogo aumentou.®

Outra alternativa eficaz para o tratamento do olho seco é o colirio produzido a partir de
soro de corddo umbilical, o qual contém muitos fatores de crescimento e componentes da
lagrima, tais como fatores de crescimento epidermais (EGF), vitamina A, fator B de crescimento
e transformacgdo (TGF-B), substancia P e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1).
Destes, as concentracfes de EGF e TGF-B sao muitas vezes superiores no soro de cordao
umbilical quando comparado com soro de sangue periférico.*

Vajpayee et al compararam a eficacia do soro aut6logo e do soro de corddo umbilical no
tratamento de doencas epiteliais cronicas e observou-se que o soro de corddo umbilical leva a
uma melhora mais rapida do quadro clinico em comparacéo ao soro autélogo.*

Yoon et al utilizaram o soro de corddo umbilical para o tratamento da sindrome do olho
seco, ceratite neutrofilica e olho seco associado & doenca do enxerto versus hospedeiro, sendo
que o tratamento foi efetivo para todas estas doencas. Especificamente com relagdo a sindrome
do olho seco, os autores observaram que o soro de corddao umbilical foi mais efetivo na
diminuico dos sintomas da doenca.”®

Sharma et al confirmaram melhor eficacia do soro de corddo umbilical em comparacéo
ao soro autélogo em pacientes submetidos a terapia em casos de queimaduras quimicas oculares
agudas. Neste estudo foi possivel observar que o uso de soro de corddo umbilical proporciona
rpido crescimento epitelial, melhor clareza da cérnea e melhor diminuicdo de isquemia do
limbo.**

Existem outras vantagens do soro de corddo umbilical: a coleta deste material biologico
permite obter maior quantidade de soro para a producdo do colirio em uma Unica coleta em

comparagdo ao sangue periférico. Desta forma, um maior nimero de pacientes pode ser
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beneficiado. Além disso, pacientes com sorologia reagente para HIV, hepatite B e C, sifilis,
HTLV 1/11 e Doenca de Chagas tém uma alternativa terapéutica, visto que ndo podem utilizar
colirio produzido com o seu proprio soro, mas podem fazer uso de colirio produzido a partir de
soro de cordao umbilical. Esta terapéutica também é uma alternativa para pacientes sem acesso

venoso.
1.7 Fatores de Crescimento Derivados de Plaquetas

Os produtos derivados do sangue, como as plaquetas, tém a capacidade de estimular a
regeneracdo de diferentes tecidos, sendo que os fatores de crescimento derivados de plaquetas
(FCDP) tém importante funcdo na reparacéo tecidual. Estes fatores séo utilizados no tratamento
de diferentes casos na oftalmologia como defeitos epiteliais da cornea, sindrome do olho seco,
sindrome da superficie ocular e na reconstrucdo da superficie ocular p6s perfuracdo corneana
associada com transplante de membrana amnidtica.

As plaquetas tém muitos fatores de crescimento e citocinas, as quais estdo associadas
com o processo de cura e regeneracdo de tecidos. Os fatores de crescimento que sdo liberados
guando da ativacao das plaquetas sdo: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), TGF-B, IGF e EGF.%2%

Sendo assim, muitos estudos tém sido realizados com o plasma rico em plaquetas (PRP),
gue contém grande quantidade destes fatores de crescimento. O PRP é utilizado na pratica clinica

em casos de enxertos 6sseos, feridas cronicas, colocacdo de implantes e defeitos de cartilagem.®
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Il. OBJETIVOS

11.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso de soro autélogo de uso ocular na Sindrome do Olho Seco.

I1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Analisar os dados médicos/oftalmoldgicos dos pacientes que tiveram a indicacdo de

autocolirio (SAUOC), a partir das informacdes de prontuario;

v Estabelecer a cultura e expansdo de células aderentes obtidas da regido corneo-
escleral;
v Identificar os efeitos in vitro da acdo de colirio obtido a partir de soro humano, em

cultura de células da regido corneo-escleral,

v Analisar as células aderentes cultivadas, em meio contendo colirio ou fatores de

crescimento derivados de plaquetas, pela técnica de imunohistoquimica;

v Comparar o desempenho das células aderentes do anel corneo-escleral em dois meios
de cultura: DMEM Knockout e Keratinocyte.
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I11. CASUISTICA E METODOS

O Laboratorio de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu tem recebido desde
2008 solicitacbes do Servico de Oftalmologia para o preparo de soro autdlogo de uso ocular
(SAUOQC) para pacientes com Sindrome do Olho Seco, de etiologia multifatorial, pacientes estes
com pobres resultados com outras terapéuticas ja instituidas. Com a preocupacdo de se obter a
aprovacdo do comité de ética, um pedido especial fora realizado na época, com o intuito de
preparar o colirio de soro aut6logo, a exemplo do que ja se faz em Hemoterapia com a transfusédo
autdloga.

Esta autorizagdo foi concedida através de termo de consentimento livre e esclarecido
aprovado pelo CEP e recentemente re-analisado através de projeto cadastrado na Plataforma
Brasil, tendo recebido numero de registro CAAE (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo
Etica): 23941613.2.0000.5411 e aprovacio. Portanto, este trabalho consta de diferentes etapas,
entre elas, indicacdo de colirio produzido com soro autélogo por oftalmologista, registro dos
achados oftalmoldgicos, avaliacdo da hemoterapia, triagem soroldgica, processo produtivo do
colirio, criopreservacao e liberacao controlada do mesmo.

No ano de 2013, decidiu-se estabelecer protocolo de analise dos beneficios do SAUOC
sobre a cultura de células do anel corneo-escleral, portanto, esta analise ndo corresponde a
estudos prévios. Desta forma, a fase de cultura celular utilizou soro alogénico e ndo aut6logo,
como no uso clinico.

Os pacientes foram encaminhados para o Hemocentro com a finalidade de produzir o
SAUOC. Apobs o recebimento do pedido de inter-consulta da oftalmologia, uma consulta com
foco em hemoterapia foi realizada por médico hemoterapeuta, com o principal objetivo de
identificar fatores de riscos para doencas infecto contagiosas transmissiveis pelo sangue, tais
como: Hepatite B e C, HIV, HTLVI/II, Doenca de Chagas e Sifilis. Estas atividades estdo

sumariamente representadas na figura 8.
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Figura 8 - Atividades desenvolvidas desde a indicacdo do SAUOC até sua liberacdo para

paciente

Para analise dos beneficios ou ndo instituidos pela producéo, liberacdo e uso do SAUOC
por pacientes com Sindrome do Olho Seco, foi realizado levantamento de prontuéarios dos
pacientes atendidos. No periodo de junho de 2008 até novembro de 2013 (66 meses) foram
atendidas 12 solicitacBes. Os dados inicialmente planilhados foram: sexo, idade, diagnostico e
co-morbidades.

Dentre os exames oftalmologicos registrados nos prontuérios de pacientes em uso de
colirio de sangue autdlogo, destacam-se:

v Tempo de ruptura do filme lacrimal

v" Presenca de puntatas

v" Acuidade visual.
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111.1 Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal (Break up time — BUT)

Indica a estabilidade do filme lacrimal. Apoés a instilacdo de fluoresceina, o paciente deve
piscar por varias vezes e parar em seguida. Com o uso de feixe de luz amplo e filtro azul cobalto,
ap6s um intervalo de tempo, o0 paciente € examinado. Linhas ou pontos escuros indicam a
formacéo de areas ressecadas.’

O BUT esta no intervalo entre a ultima piscada dos olhos e o aparecimento ao acaso do

primeiro ponto ressecado, sendo que o BUT inferior a 10 segundos é anormal.’

>10 Olho normal
Entre5e 10 Anormalidade em instala¢do (resultado marginal)
<5 Olho Seco

Figura 9 - Interpretacdo clinica do break up time test
111.2 Presenca das Puntatas

Puntatas sdo erosfes epiteliais que podem ocorrer na cérnea. Podem ser observadas

utilizando-se fluoresceina como corante.’
111.3 Acuidade Visual

Principal medida da visdo central, a qual é responsavel pela percepcdo das formas,
resolucéo dos detalhes e identificacdo de cores. A acuidade visual mede o poder de resolucdo do
sistema visual, que € a capacidade de perceber a separacdo entre dois pontos, propriedade

fundamental para a identificacéo dos objetos e de seus detalhes.’

111.4 Preparo do Colirio Produzido com Soro Autélogo

Apbs resultados sorologicos, 0s pacientes com todas as analises ndo reagentes para as
doencas infecciosas estudadas tiveram uma amostra de sangue total coletado por veno-puncéo

sem a presenca de anticoagulante (coleta em tubo seco). Estes foram colocados em banho-maria
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a 37°C por 2 horas para retracdo do coagulo. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 3.500
rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido, em condicOes estéreis, para tubo conico de
50 mL, onde foi feita a diluicdo do soro com solucdo fisiologica na proporcdo de 1:2. Apos

filtracdo do soro, o mesmo foi mantido em geladeira.?
I111.5 Preparo dos Fatores de Crescimento Derivados de Plaquetas (FCDP)

Foram selecionadas trés bolsas de concentrado de plaquetas, duas de tipagem AB+ e
outra de tipagem AB negativo, descartadas para uso clinico devido o prazo de validade vencido.
O conteldo das bolsas foi transferido para tubos cénicos de 50 mL, os quais foram mantidos em
vortex para agitacdo vigorosa e consequente rompimento das plaquetas para liberacdo dos fatores
de crescimento. Apo0s agitacdo, os tubos foram centrifugados a 3.500 rpm por 10 minutos. Os

sobrenadantes foram congelados.’

111.6 Obtencéo do Anel Corneo-escleral

O anel corneo-escleral foi obtido com parceria com a OPO (Organizagdo a Procura de
Orgéos) e o Banco de Olhos. (Figura 10). A cornea para fins de transplante passa por um
processamento em que existe tecnicamente a necessidade de melhorar o tecido com a retirada
cirurgica, em ambiente estéril, do anel corneo-escleral, que em condigdes cotidianas é descartado
como residuo do servico de saude. Em seguida, o anel-corneo escleral foi encaminhado ao
Laboratorio de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu, onde foi mantido em frasco

contendo HEPES, antibiético e antimicético por 24 horas & temperatura de 4°C.

Arquivo Pessoal, 2013

Figura 10: Anel cérneo-escleral
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111.7 Cultivo de Células

Apdbs ser mantido em geladeira por 24 horas, o anel corneo-escleral foi dissociado em
pequenos fragmentos com lamina de bisturi, a fim de aumentar a area de contato entre o tecido e
a enzima colagenase tipo I, responsavel pela digestdo do tecido, aumentando a eficiéncia da
digestdo enzimatica. A solucdo contendo enzima colagenase tipo | e meio Hydroxyethyl
Piperazineethnesulfonic Acid (HEPES) foi de 1 mg/mL. O fragmento, juntamente com a
solucdo, foi mantido durante 15 horas em estufa de CO, a 37°C com umidade controlada.
Posteriormente, a solucdo contendo o tecido digerido foi transferido para tubo cénico, no qual foi
acrescentado meio de cultura contendo 10% de soro fetal bovino para neutralizacdo da acdo
enzimatica. O tubo foi submetido a centrifugacdo por 10 minutos, 1.200 rpm a temperatura
ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e o meio HEPES foi acrescentado para
lavagem do pellet. A amostra foi centrifugada novamente. Este procedimento de lavagem foi
repetido duas vezes. O sobrenadante foi removido e 1mL de meio de cultura Dulbecco’s
Modified Minimal Essential Medium (DMEM) Knockout contendo 10% de soro fetal bovino, L-
glutamina, aminoécidos essenciais e ndo essenciais, antibidtico e antimicético foi adicionado
para homogeneizacdo do pellet. As células foram entdo plaqueadas em frascos de 25 cm? e
mantidas em estufa de CO, a 37°C. O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas e a
visualizacdo das células foi realizada em microscépio invertido com contraste de fase utilizando

0 equipamento Axiovert 200 da Zeiss®.*(Figura 11)

Fonte: Arquivo Pessoal, 2013

Figura 11: Microscopio invertido Axiovert 200 Zeiss®

Apo6s obtencdo de confluéncia celular de 80%, as células foram retiradas do frasco de
cultura. Este processo, denominado tripsinizacdo, consiste em desprender as células aderidas ao

plastico do frasco. Para realizar esta técnica, foi retirado todo o meio de cultura com posterior
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lavagem do frasco com HEPES. Em seguida, acrescentou-se a enzima tripsina, mantendo-se o
frasco em estufa por 3 minutos. Apo6s analise microscopica do desprendimento das células,
adicionou-se meio de cultura contendo 10% de soro fetal bovino para inativar a acdo da tripsina.
Com pipeta, todo o volume do frasco foi retirado e transferido para tubo cénico, o qual foi
centrifugado a 1.200 rpm por 10 minutos e o pellet foi lavado com HEPES. Em seguida, as

células foram colocadas em placas com 24 pocgos, onde foram plaqueadas.
111.8 Preparo das Placas do Experimento

As células foram plagueadas na placa de 24 pocos de modo que cada amostra de doador

foi plagueada em 9 pocos, como mostra a figura 12.

Doador 1 Doador2

| |

mmenrs) () @ @O @ @
s s | (D) @) @O @ @
ween| O @ @0 @ @
GJelele] IO

Figura 12: Representacdo da placa de experimento

Os pocos em vermelho correspondem aqueles em que foram colocadas células para
controle, ou seja, sem tratamento. Nestes pocos foi acrescentado 1mL de meio com 10% de soro
fetal bovino. Os pocgos verdes representam as células em meio contendo colirio produzido com
soro autologo. A propor¢do foi de 500uL de meio com 10% de soro fetal bovino e 500uL de
colirio. Os pogos azuis representam os locais em que foram plaqueadas células tratadas com
fatores de crescimento derivados de plaquetas, onde foi colocado 1mL de meio com 10% de soro
fetal bovino e 1uL de FCDP. A quantidade de células colocada em cada poco foi
2,0x10%células/cm?. Os anticorpos descritos na lateral da figura foram os utilizados em cada
fileira. Foram utilizados dois meios de cultura: DMEM Knockout ou Keratinocyte, sendo que
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para cada amostra utilizou-se um meio em todo o processo, desde a cultura inicial nos frascos até

a placa.

111.9 Analises Morfoldgicas

Ap0s 28 dias de cultura, as celulas que cresceram nos pocos das placas de cultura foram
lavadas com solucdo de D-PBS™ duas vezes e fixadas com solugdo tamponada de metanol a
10% durante 10 minutos. Os pocos contendo células foram entdo preenchidos com solugédo
contendo 3% de perdxido de hidrogénio em metanol para o bloqueio das peroxidases endogenas,
por 10 minutos. Em seguida, os pocos foram lavados com PBS e embebidos em solucdo
contendo 1% de albumina de soro bovino para o bloqueio das interagdes proteina-proteina ndo-
especificas, durante uma hora. Posteriormente, os po¢os foram incubados com anticorpos
primarios contra vimentina (marcador mesenquimal), B catenina (marcador epitelial) e PCNA
(marcador de proliferacdo) em reacdo overnight.

Em seguida, os pogos foram lavados em PBS e incubados com o apropriado anticorpo
secundério, marcado com peroxidase, durante uma hora e meia. A marcacgdo foi revelada pela
diaminobenzidina e os pogos foram contra-corados pela hematoxilina para marcagdo dos nicleos
das células cultivadas. Apos preparo das laminas, os resultados foram analisados ao microscopio
e fotodocumentados. Todos os métodos descritos acima seguem protocolos publicados

modificados.®®
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Resultados e Discussdo




IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
1V. 1 Analise dos Dados dos Pacientes

Durante o periodo de anélise de junho de 2008 a novembro de 2013, foram encaminhados
12 pacientes pelo Servigo de Oftalmologia com indica¢do do uso de SAUOC. Apo6s consulta com
hemoterapeuta e avaliacdo do resultado da sorologia das doencas transmissiveis pelo sangue, 9
deles puderam ser atendidos, enquanto que 3 foram excluidos do protocolo por apresentarem
sorologia reagente. Os dados apresentados correspondem aos 12 pacientes encaminhados.

Com relacéo ao sexo dos pacientes, o sex-ratio é de Lhomem/4mulheres. (Gréfico 1).

B Mulheres

H Homens

Gréfico 1- Distribuicdo dos pacientes quanto ao sexo

Quanto a distribuicdo dos pacientes, por faixa etaria, observa-se que 0s extremos
correspondem a 33 anos para o paciente de menor idade e 80 anos para o paciente mais velho.
No entanto, a media de idade dos pacientes se enquadra na faixa etaria entre 46-65 anos, ou seja,
idade adulta madura e produtiva. E nesta faixa etéria, que o impacto socio-econémico é maior.
Segundo Ana Maria Rossi, presidente da Associacdo Internacional de Cuidados com estresse,
estima-se que o prejuizo com afastamento do trabalho, no Brasil, seja de 3,5% do produto
interno bruto do pais, considerando faltas, auséncias na empresa, presenteismo (quando a pessoa
esta fisicamente no local, mas ndo é produtiva) e a licenca médica com todos os problemas de
salde. O prejuizo maior € do trabalhador que sente o0 prejuizo no seu bem maior: a sadde. Sem
ela, ocorre progressivamente a sensagdo de “desinser¢do social”. E sabido que pacientes

portadores de doencas cronicas como SOS, apresentam alto grau de estresse. (Grafico 2)
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Hinmira de pacisites
[

Grafico 2 - Distribuicdo dos pacientes com indicacao de soro autélogo de uso ocular,

por faixa etéria.

Durante o periodo estudado (2008-2013) foram produzidos 1464 frascos de 5ml de
SAUOC, perfazendo um total de 11.712 ml de colirio preparado. O material biolégico, despois
de processado foi embalado em frascos estéreis com conta-gotas, envolvidos com papel aluminio
para evitar a acdo da luz sobre o produto, e congelados a -20°C. Em 2008 houve o
encaminhamento de apenas 1 paciente que usou o produto por um curto periodo de tempo e
abandonou o seguimento com o servico (paciente 1). Sequencialmente, os pacientes 2, 3, 4 e 5
tiveram a medicacdo suspensa, sem o retorno para o Laboratério de Engenharia Celular, ou
registro no prontuario, que justificasse a descontinuidade do produto. Os pacientes 6 e 7 tiveram
razBes soroldgicas para a ndo continuidade do produto. Um deles por sorologia reagente para
Doenca de Chagas, cujo processo investigatorio clinico identificou bloqueio de ramo direito e
hemi-bloqueio de ramo esquerdo com doenga cardiaca instalada. O outro paciente apresentava

sorologia reagente para hepatite B (Gréfico 3).

26



300

Pacientes em uso

230

200

150

100

N7k Tremoos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
paciantas

Graéfico 3 - Producdo de autocolirio, em namero de frascos de 8ml, por paciente

Do total de frascos produzidos (1.464) somente 980 foram de fato dispensados para 0s
pacientes. Ou seja, foram dispensados 66,93% dos frascos produzidos. Desde o inicio do
tratamento, houve variacdo quanto a distribuicdo, visto que alguns pacientes tiveram seus
tratamentos com colirio produzido com soro aut6logo interrompido devido intercorréncias como
sorologia reagente (pacientes que estavam em janela imunoldgica antes do inicio do tratamento),
ou mudancga de cidade, o que impedia 0 comparecimento a0 Hemocentro para retirada do
produto. Desde o inicio da producéo, ficou estabelecido que o lote de SAUOC produzido seria
liberado em quantidades suficientes para uso em 2 meses, tendo em vista, que no congelador
domeéstico, o produto poderia sofrer danos por congelador superlotado, e até mesmo
contaminacéo, caso fosse aberto de forma inadvertida por pessoa que ndo soubesse a finalidade
do mesmo (Gréfico 4).

O percentual de descarte de produto ndo utilizado estd elevado, e fora dos indices
preconizados por legislacéo vigente, para hemocomponentes. O colirio de sangue autélogo pode
ser legalmente considerado um hemocomponente especial, de uso ndo venoso, onde o indice
maximo de descarte aceito € de 10%, segundo a portaria n® 2712 de 12 de dezembro de 2013,
publicado no DOU n°221, de 13 de novembro de 2013, secdol, pagina 103. ®

Apesar de ndo ter sido realizado perfil de satisfacdo do cliente com relagdo ao frasco
conta-gotas, levantou-se a hipdtese de que os sistemas mais atuais como Meise vial, ou maco

tubos (dosagem/dia) seriam melhores, no entanto, recentemente um artigo publicado identificou
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que 67% dos pacientes preferem o frasco conta-gotas. Foram avaliados itens como a
conveniéncia de abertura , aplicagdo com conta-gotas, preferéncia do paciente além do nimero
de gotas recuperados. Quanto a este Gltimo item, o resultado foi substancialmente melhor para

frascos conta-gotas e Meise vials quando comparado com Maco - tubos.®’

120

100

80

20

20 A

1 2 3 4 5 B 7 3 9 10 11 12
Gréfico 4 - Quantidade de frascos de colirio liberada por paciente desde o inicio do

tratamento

Diversas foram as doencas de base dos pacientes com Sindrome do Olho Seco
encaminhados ao Hemocentro. Dentre elas, destaca-se a Sindrome de Sjogren, presente em 7 dos

12 pacientes encaminhados (58%) dos casos analisados. (Tabela 4)
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DOENCA SOROLOGIA

1 Sindrome de SjGgren e Lupus MN3o Reagente

2 Sindrome de 5jGgren e Artrite Reumatoide Nao Reagente

3 DEVH pés TMO MZo Reagente

4 Sindrome de SjGgren e Artrite Reumatoide Ndo Reagente

5 Sindrome de Sjogren e Artrite Reumatoide Doenca de Chagas
6 Sindrome de SjGgren e Artrite Reumatoide Hepatite B

7 Ulcera de Cérnea Hepatite B/HTLVY I/11
8 Sindrome de SjGgren Nao Reagente

9 Sindrome de Sjégren MZo Reagente
10 Agenesia de glandula lacrimal Ndo Reagente
11 Queimadura Quimica M3o Reagente
12 Sindrome de Steven Johnson Ndo Reagente

Tabela 4 — Doencas de base dos pacientes e resultados de sorologia

A presenca de hepatite B foi identificada em 2 dos 7 pacientes com S. Sjogreen (30% dos
pacientes), lembrando que a sindrome de Sjogreen tem um carater autoimune, com infiltracéo
linfocitaria em glandulas exdcrinas, com maior prevaléncia de soroconversdo para doengas
virais. O papel da infeccdo pelo virus da hepatite B ( HBV) em pacientes com sindrome de
Sjogren primaria ainda ndo esta claro. Chen et al investigaram a prevaléncia e significado clinico
da infeccéo pelo VHB em pacientes portadores de SOS em Taiwan . Os autores analisaram 175
pacientes, dos quais, 18 (10,3%) tinham sorologia reagente para o antigeno de superficie da
hepatite B (HBsAQ), sendo portanto um n muito maior e uma prevaléncia 3 vezes menor que a
identificada neste trabalho. Os autores identificaram que ndo houve alteracdo quanto a
sobrevivéncia, mas que os resultados sugerem que a infeccdo pelo HBV pode proteger os
individuos portadores de SOS de complicacdes pulmonares.

Destaca-se que no mundo existem 480-520.000.000 pessoas cronicamente infectadas com
hepatite B ou C viral. Além de seus efeitos no figado, infeccBes virais de hepatite crénica pode
ter manifestacOes extra-hepéaticas graves. Essas manifestacGes tém sido mais amplamente
estudadas na infeccdo cronica de HCV, onde os efeitos deletérios fora do figado sdo mais

frequentemente descritos, porém eles também tém sido relatados na infeccéo crénica por HBV.
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Entre estas manifestacfes extra-hepéticas tém sido abordadas as manifestacGes oculares causadas
pela infeccdo por HBV ou HCV, ou induzidos por terapia anti-viral utilizadas.
Os achados clinicos descritos na literatura sdo: xeroftalmia, Ulcera de Mooren e retinopatia. A
SOS ¢é uma das manifestacfes oculares de infeccdes por HCV melhor descritos pela literatura,
principalmente associado a sindrome de Sjogren, e retinopatia isquémica causado por uma
vasculite induzida por HCV ou tratamento com interferon. Ndo ha manifestac6es oculares graves
de infeccdo pelo HBV que ndo seja a sindrome do olho seco. Os autores chamam atencéo
especial para uma possivel ligagdo entre a vacina HBV e uveite. *

Os percentuais de soroprevaléncia para hepatite B, nos 12 pacientes com SOS, que
fizeram ou fazem o uso do SAUOC apontam para a necessidade de aprofundamento e
levantamento estatistico, com estudo epidemioldgico para se analisar a soroprevaléncia de
Hepatite B e C em paciente portadores de SOS por Sjogreen, ou SOS de outra causa, no Servico
de Oftalmologia do HC-FMB/UNESP.

1.2 Anélise dos Prontuarios

A analise fisica dos prontuarios ndo permitiu coleta consistente dos dados dos 12
pacientes. Desta forma, para o break up time, o n foi de 4, ou seja, apenas 33,3% dos pacientes
em uso de auto-colirio tiveram este dado registrado de forma sistematica. Para acuidade visual,
0 dado estd mais uniformemente presente nos prontuarios, e pode-se recuperar dados de 9
pacientes (75% dos casos). Quanto a presenca das puntatas, os dados recuperados correspondem
a 66,6% dos pacientes estudados (n=8). A dificuldade identificada nesta etapa do trabalho nos
remete a uma reflexdo sobre a importancia do prontuario medico e as formas de registro.

A respeito da inconstancia dos dados encontrados tem-se o fato de se tratar de um
Hospital Escola, cujo ambulatério esta sob a superviséo de docentes e ou doutores sob regime de
escala, que possuem individualmente mais ou menos rigor na cobranga quanto aos registros em
prontudrios. No entanto, o Conselho Federal de Medicina define o prontuario de paciente:

“...0 documento unico constituido de um conjunto de informagdes, sinais e
imagens registradas, geradas a partir de fatos, acontecimentos e situacoes
sobre a saude do paciente” [...] com objetivo de facilitar a assisténcia ao
paciente. E um meio de comunicacéo entre os diferentes profissionais da
salde, além de ser um recurso indispensavel para a continuidade do
tratamento na internacdo e também no periodo das consultas de

ambulatério contribuindo com a assisténcia e a pesquisa. "
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Como os dados necessarios para uma correta avaliagdo desta pesquisa ndo foram

delieados em projeto em 2008, as criticas quanto aos registros ficam esvaziadas.

1V.2.1 Tempo de quebra do filme lacrimal (Break up time — BUT)

Com relacdo ao tempo de quebra do filme lacrimal, apenas 4 pacientes, dos 12 analisados,
possuiam este dado registrado na ficha de exames oftalmoldgicos. Em dois deles, ndo houve
diferenga no tempo antes e apds o uso de colirio produzido com soro autélogo. Nos dois
pacientes restantes, em um houve melhora do tempo e no outro houve piora do tempo de quebra

do filme lacrimal. (Grafico 5)

B Antes

B Depois

Graéfico 5: Comparacdo entre os tempos de quebra do filme lacrimal pré e p6s tratamento

O teste de tempo de ruptura do filme lacrimal convencional foi introduzido em 1969 e
desde entdo tem sido universalmente aplicado para o diagnéstico da SOS. Por muitos
especialistas, o teste é usado como padrdo diagnostico. A fluoresceina usada no teste

convencional pode induzir reflexo de lacrimejamento e diminuir a estabilidade da lagrima. ™

1VV.2.2 Acuidade Visual

O dado da acuidade visual estava presente de forma constante nos prontuarios de 9
pacientes. Foi possivel observar uma expressiva melhora em ambos os olhos dos pacientes. O
paciente 9 ndo apresentou dados numéricos, visto que devido a sua visdo ja bastante debilitada,

apenas conseguia enxergar movimentos muito préximos como contar dedos a 1 metro e contar
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dedos ante a face. Entretanto, neste caso, também houve uma evolugdo, pois no olho direito, o
paciente que antes apenas enxergava dedos a 1 metro, passou a vé-los a 3 metros. No olho
esquerdo, que antes via apenas dedos ante a face, passou a enxerga-los a 2 metros de distancia.

O paciente 8 também apresentou melhora em seu olho direito, visto que passou a
enxergar dedos a 50 cm, e antes do tratamento apenas enxergava movimento de maos frente a
sua face. Os graficos abaixo representam a acuidade dos pacientes, sendo OE (olho esquerdo) e
OD (olho direito).

1 1
03 09
04 08
07 07
06 06
05 - Nintes 5 - M Antes
04 WDepois 4 - M Depois
03 - 03
02 - 02
01 01
0 04
OE oD OE oo
Graéfico 6: Acuidade visual do paciente 1 Gréfico 7: Acuidade visual do paciente 2
1 1
08 03
08 08
07 07
06 - 06
05 Bantes g5 W Antes
04 WDepois 04 M Depois
03 - 03
02 1 02
01 - 01 -
0 0-
OF oD OF oD
Gréfico 8: Acuidade visual do paciente 3 Gréfico 9: Acuidade visual do paciente 4
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Graéfico 10: Acuidade visual do paciente 5 Gréfico 11: Acuidade visual do paciente
6
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Graéfico 12: Acuidade visual do paciente 7 Gréfico 13: Acuidade visual do paciente 8

IVV.2.3 Presenca de Puntatas

Dos 12 pacientes, 8 deles tinham em seus prontuarios dados continuos da presenca de
puntatas. Em 37,5% dos casos analisados houve melhora, ou seja, diminuicdo da quantidade de
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puntatas. Em 25% dos pacientes ndo houve alteragdo e em 37,5% observou-se que a quantidade
de puntatas aumentou, com piora do quadro. (Grafico 14)

25%
37,5%

Dimunuicdo

37,5%

Sem alteracdo

Gréfico 14: Representacao grafica da evolucdo das puntatas

Jirsova, K et al, publicaram em 2014, artigo com o intuito de avaliar o impacto do soro
aut6logo na superficie ocular de pacientes com SOS e fizeram uma comparagdo entre 0s exames
clinicos e laboratoriais , antes e apds o tratamento do soro, com follow up de trés meses. Os
autores avaliaram 17 pacientes, que fizeram a aplicacdo do soro 12 vezes ao dia. Os autores
relataram que a aplica¢do do soro aut6logo conduziu a uma melhora significativa no teste de
Schirmer ( p < 0,01 ) e BUT (p < 0,05). Além destes registros, observaram ainda aumento da
presenca de células epiteliais, com decréscimo da metaplasia escamosa. Desta forma, Jirsova K
et al consideraram que houve importante melhora em 77% dos casos, levando-se em
consideracdo dados objetivos (exames realizados) e subjetivos (informacgdes do paciente). Do
ponto de vista subjetivo, os pacientes referem que os efeitos diminuem apds 3 meses de uso, mas
este dado néo foi confirmado com os achados labotaroriais ou testes que continuavam apontando
para melhora. No entanto, existe um percentual de paciente que ndo apresentou beneficios, em
especial agueles que apresentam infeccdes bacterianas oculares de repeticéo. "

O presente trabalho difere de Jirsova K et al em dois aspectos: ndo ha registro que
indique 0 aumento da presenca de células epiteliais, ou decréscimo da metaplasia escamosa;
além disso, os pacientes que usam o colirio de soro autélogo had mais de 50 meses mantém a
informacdo de que sentem melhora. Isto pode estar relacionado ao perfil psicolégico do paciente,

ou ainda as comorbidades pré-existentes.
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IVV.3 Cultura Celular

Esta etapa do experimento foi realizada no Laboratério de Engenharia Celular do
Hemocentro de Botucatu. Foi feita em duas fases: na primeira, 0 meio de cultura das células foi

trocado com DMEM Knockout e na segunda, com meio Keratinocyte.
1VV.3.1 Células cultivadas em meio DMEM Knockout

Apos 28 dias de cultura das células, foi possivel observar confluéncia de 80% das células
nos frascos de 25 cm?2.

Nos primeiros 10 dias de cultura, observou-se que havia predominio de células com
caracteristicas epiteliais. Apds este periodo, as células tiveram sua morfologia modificada para
fibroblastoide, uma das caracteristicas das células mesenquimais. (Figura 13). Estes achados
corroboram os de Li et al, que observaram que as células epiteliais na auséncia de feeders cells

se desdiferenciam ou entram em apoptose.
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Figura 13 - Fotomicrografia de microscopia invertida das células cutivadas. (A) Células
epiteliais em aumento de 10x; (B) Col6nia de células aderentes, de aspecto fibroblastéide em
aumento de 10X; (C) Células-tronco do anel cérneo-escleral com confluéncia de 100% em
aumento de 10X; (D) Células controle. Em (E) e (F), células cultivadas por Li et al, sendo que
em (E) visualiza-se colbnia de células epiteliais normais do limbo apds 14 dias de cultura. No
bordo inferior destaque para populacdo de células fibroblasto-like do microambiente do limbo
(LNCs). Em (F) o autor destaca o cultivo de células tronco adultas do limbo.
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Foi realizada a tripsinizacdo das células, com o desprendimento das mesmas do frasco de
25 cm?. Ap6s contagem das células em camara de Neubauer, foi feita a distribuicfo na placa de
24 pogos, de forma que cada pogo continha a mesma quantidade de células.

A placa do experimento contendo as células controle, células tratadas com colirio e
células tratadas com FCDP, foi mantida em estufa de CO? a 37°C e o meio foi trocado a cada 48
horas. Apds 5 dias de tratamento, pode-se observar confluéncia celular de 90%. (Figura 14)

Com relacéo as células controle, ndo houve alteracdo do aspecto das células cultivadas
apos a passagem para a placa. As células tratadas com colirio e FCDP sofreram alteracoes,
visto que em algumas regides da placa as celulas permaneceram com aspecto semelhante ao do
frasco de 25 cm? ou seja, mantiveram crescimento normal sem aumento da apoptose.
Entretanto, em outras regiGes haviam células em processo de degeneracao e restos celulares,

talvez por conta dos horménios de crescimento contidos no meio, que se degeneraram.

Figura 14 - Fotomicrografia de microscopia invertida das células cultivadas. (A) Células
tratadas com FCDP em aumento de 10x. (B) Células controle em aumento de 10x. (C) Células
tratadas com colirio em aumento de 20x. (D) Células tratadas com FCDP em aumento de 10x.
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Acredita-se que o epitélio da cornea € mantido por células-tronco/progenitoras do limbo
localizado anatomicamente nas palicadas de Vogt e residem dentro de um nicho chamado criptas
do limbo. As células-tronco progenitoras na camada basal do limbo apresentam ciclo lento de
replicacdo, mas elevado potencial proliferativo expressando alguns marcadores de células-tronco
epiteliais entre eles, a B1 integrina e a N-caderina. No entanto, os autores destacaram que néo
existe um marcador especifico para estas células epiteliais como a queratina 3/12 e a conexina
43. As células vizinhas do limbo incluem melandcitos, células apresentadoras de antigenos
(Langerhans), linfocitos T supressores, células estromais do limbro, todas interagindo com
celulas tronco, e as chamadas células basais do limbo. Li et al colaboradores identificaram 3
tipos celulares distintos na regido estudada: células tronco do limbo, células fibroblastos-like e
células epiteliais basais. Estas ultimas se mantém em cultura no maximo 10-14 dias, e
necessitam depois disto, de feeders cells como fibrolastos irradiados (3T3) para manter o
fendtipo e genotipo epitelial, caso contrério, se desdiferenciam. Como no experimento atual, ndo
foi usada a linhagem 3T3 como feeders cells, observou-se o fenémeno de desdiferenciagéo ou
ainda, a eliminacdo das células epiteliais pela auséncia do microanbiente favorecedor composto

pelas células alimentadoras. "

V.3.2 Células cultivadas em meio Keratinocyte

Nos 30 dias iniciais de cultura, as células apresentaram caracteristicas de células
epiteliais. Nos dias seguintes, foi possivel observar mudancas das caracteristicas das células, que
passaram a caracterizar-se como fibroblastoides.

Com relagéo ao tempo de crescimento das células, estudo de Gomes et al confirmou o
que foi encontrado: o tempo para que a confluéncia celular atingisse 80% foi de 28 dias, sendo
gue o crescimento iniciou-se entre 3 a 5 dias de cultura, sendo o pico entre os dias 19 e 22.
(Figura 15)
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Figura 15 - (A) Células epiteliais em aumento de 10x. (B) Células controle em aumento de
5x. (C) Células controle em aumento de 10x. (D) Células controle em aumento de 20x.

Foi realizada a tripsinizagdo das células, com o desprendimento das mesmas do frasco de
25 cm?. Ap6s contagem das células em camara de Neubauer, foi feita a distribuicdo na placa de
24 pocos, de forma que cada pogo continha a mesma quantidade de células.

A placa do experimento, contendo as células controle, células tratadas com colirio e
células tratadas com FCDP, foi mantida em estufa de CO? a 37°C e 0 meio foi trocado a cada 48
horas. Ap6s 5 dias de tratamento, pdde-se observar confluéncia celular de 90%.

As células controle ndo sofreram alteracdo ap6s passagem para a placa, bem como as
células tratadas com colirio, que cresceram favoravelmente, sem apresentar aspecto de

degeneracéo celular. (Figura 16)
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Figura 16 - (A) Células tratadas com FCDP em aumento de 20x. (B) Células controle em
aumento de 10x. (C) Células controle em aumento de 5x. (D) Células tratadas com colirio em
aumento de 20x. (E) Células tratadas com FCDP em aumento de 10x. (F) Células tratadas
com FCDP em aumento de 20x.

1VV.3.3 Imunohistoquimica

Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de Matriz Extra Celular do Instituto

de Biociéncias de Botucatu.

1VV.3.3.1 Controle Negativo da Reacao

Conforme a técnica, os controles negativos ndo recebem o anticorpo secundario, ao

contrario das outras células. Sendo assim, controles negativos que apresentam reacdo indicam
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que houve marcagdo inespecifica. Nos controles negativos realizados com as células, ndo houve

marcacao, ou seja, a imunohistoquimica foi validada. (Figura 17)

Figura 17 - (A) Anti-mouse em aumento de 40x. (B) Anti-rabbit em aumento de 40x.

1VV.3.3.2 Células cultivadas em meio DMEM Knockout

No momento em que as células estavam com 80% de confluéncia, foi realizada a
tripsinizacdo das células e passagem das mesmas para a placa de 24 pocos. Em seguida, foi
realizado o tratamento com colirio e fatores de crescimento derivados de plaquetas. Apds 5 dias,
foi feita a Imunohistoquimica em parceria com o Laboratorio do Prof. Dr. Sérgio LuisFelisbino
do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB).

Foram utilizados os anticorpos anti-vimentina (marcador de célula-tronco mesenquimal),
anti-beta catenina (marcador epitelial) e anti-PCNA (marcador de proliferacdo) para analise das
células. Observou-se que o anticorpo que mais marcou foi o anti-vimentina, evidenciando que
grande parte das células obtidas foram aquelas com caracteristicas de células-tronco
mesenquimais. (Figura 18) Em (A) observam-se as células marcadas com anti-vimentina. Em
(B), foi utilizado o marcador anti-beta-catenina. A coloragdo azul demonstra que ndo houve
marcacdo. Em (C), (D) e (E) observam-se células marcadas com anti-PCNA. Nas fotos 3 e 4,
onde a quantidade de células é maior, houve marcagdo (ndcleos marcados em cor marrom). Em
contrapartida, as imagens (E) e (F) mostram que onde h& poucas células, ndo ha marcacéo

(nucleos azuis).
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Figura 18 — (A) Marcacdo com anti-vimentina em aumento de 40x. (B) Marcac¢do com anti-
betacatenina em aumento de 40x. (C) Marcacdo com anti-PCNA em aumento de 10x. (D)
Marcacdo com anti-PCNA em aumento de 20x. (E) Marcacdo com anti-PCNA em aumento
de 10x. (F) Marcacdo com anti-PCNA em aumento de 40x.

1V.3.3.3 Células cultivadas em meio Keratinocyte

As células cultivadas com meio keratinocyte foram marcadas com 0s mesmo anticorpos
que as células cultivadas com DMEM Knockout: anti-vimentina, anti-betacatenina e anti-PCNA.
Foi possivel observar que as células foram pouco marcadas com anti-vimentina e ndo foram
marcadas com anti-betacatenina e anti-PCNA. (Figura 19) Isto mostra que neste caso, pode ser
gue haja uma menor quantidade de células que -caracterizam-se como células-tronco
mesenquimais em comparacdo com as células cultivadas em meio DMEM Knockout, em que
observou-se uma maior marcacdo com a anti-vimentina. Isto pode mostrar que células em meio
keratinocyte diminuem a quantidade de células mesenquimais, sendo um avango para conseguir-

se uma cultura de células plenamente epiteliais.
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Figura 19 - (A) Marcagdo com anti-betacatenina em aumento de 20x. (B) Marcagéo com anti-
vimentina em aumento de 40x. (C) Marcag¢do com anti-vimentina em aumento de 40x. (D)
Marcacdo com anti-vimentina em aumento de 40x. (E) Marcagdo com anti-PCNA em
aumento de 40x. (F) Marcacdo com anti-PCNA em aumento de 40x.

A anatomia do limbo pode nos explicar os resultados encontrados. Considerando-se que
esta regido do olho contém diversos tipos celulares, como células dendriticas, células endoteliais
vasculares, pericitos, células de Schwann, células-tronco e fibroblastos, torna-se necessario
considerar que provavelmente a cultura ndo foi de uma populacdo homogénea de células. O meio
de cultura, com a presenca ou ndo de fatores de crescimento especificos, seleciona as células que
crescem melhor com determinados suplementos. Sendo assim, justifica-se o fato de que as
células com caracteristicas epidermais mantiveram-se por mais tempo em cultura com meio
keratinocyte em comparagdo com o DMEM Knockout. No entanto, o fato de néo ter sido usado
feeders cells pode justificar o desaparecimento progressivo destas células, quando cultivadas.”
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Conclusoes




v" Doze pacientes foram incluidos no protocolo de uso de SAUOC, no periodo de 2008 a 2013.
O sex ratio dos pacientes encaminhados ao Hemocentro que utilizam autocolirio é de 1homem/4
mulheres.

v Do total de pacientes encaminhados ao Hemocentro que utilizam autocolirio, a faixa etaria
que compreende o maior nimero de pacientes foi de 46 a 65 anos.

v" Durante o periodo de estudo foram produzidos 1464 frascos de soro autélogo de uso ocular,
com volume de 5ml, mantidos congelados a -20°C.

v" Identificou-se um descarte de 33,07% do material processado;

v O paciente com mais tempo de uso, relatando beneficios com o SAUOC, tem 50 meses de
acompanhamento em uso do colirio.

v' Foi estabelecida a metodologia de cultura das células do anel cérneo-escleral evidenciando
populacdes heterogéneas de células.

v As células epiteliais em cultura mantém seu fenétipo por 10-14 dias, desdiferenciando-se
posteriormente na auséncia de feeders cells.

v O uso do meio de cultura keratinocyte mantém as células com caracteristicas epidermais por
mais tempo em cultura em comparacdo com aquelas cultivadas com DMEM Knockout.

v" As células mantidas em meio de cultura Keratinocyte foram marcadas em menor intensidade

pelo anticorpo anti-vimentina em relacdo aquelas tratadas com DMEM Knockout.
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