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GANDOLFI, M.G.
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Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO
O objetivo deste estudo foi comparar e avaliar a aplicacdo de célula

tronco mesenquimal de tecido adiposo (CTM-TA) e plasma rico em plaquetas
aquecido alogénico (PRP-AA) perilacrimal em caes com ceratoconjuntivite seca
(CCS), bem como, se ha diferenca na resposta segundo o grau de gravidade
da afeccdo. Foram analisados 20 cdes com producédo lacrimal <15mm/min e
distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n=10). O grupo 1 tratado com
CTM-TA (5x108 e 3x10° células) (GCTM-TA) e com grupo 2 PRP-AA (0,7mL e
0,3mL) (GPRP-AA), ambos injetados perilacrimal nas glandulas lacrimal
principal e da terceira péalpebra, respectivamente. Todos os olhos foram
avaliados em quatro momentos (MO M15, M30, M60 dias). As variaveis
avaliadas foram: osmolaridade da lagrima; teste lacrimal de Schirmer (TLS);
sensibilidade corneal; tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL); presséo
intraocular; espessura corneal; e biopsia da conjuntiva bulbar, além das
variaveis clinico-oftalmolégicas. Houve melhora nos dois grupos a partir de
M15 (p<0,05) na qualidade do filme lacrimal, avaliada por meio da
osmolaridade e TRFL, sem diferenca entre os grupos. A producao de lagrima
aumentou, entretanto notou-se diferenca significativa nos animais com CCS
discreta no GPRP-AA a partir do M30, e nos caes com CCS grave no GCTM-
TA a partir do M30 e no GPRP-AA a partir do M60. Verificou-se melhora dos
sinais clinicos da inflamac&o em ambos os grupos. Aplicacdo Unica perilacrimal
de CTM-TA e PRP aquecido alogénicos normaliza a qualidade do filme lacrimal
e melhora os sinais clinicos da inflama¢édo em caes com CCS e a resposta ao

tratamento esta associada a gravidade da doenca.

Palavras chave: Osmolaridade; Teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL);

Sindrome do olho seco; Sindrome Sjogren; I-pen.
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ABSTRACT
The aim of the study was to compare and evaluate the application of allogenic

mesenchymal stem cell adipose tissue derived (MSCs-AD) and inativate
platelet-rich plasma allogenic (PRP-lA), perilacrimal in dogs with
keratoconjunctivitis sicca (KCS), and if there is difference in the response
according to the degree of severity of the condition. Twenty dogs with lacrimal
production <15mm/min randomly assigned to two groups were used. Group
treated with MSCs-AD (5x106 and 3x106) (GMSCs-AD) and with PRP-IA (0.7ml
and 0.3ml) (GPRP-IA), both intralacrimal in the main lacrimal glands and third
eyelid, respectively. The eyes were evaluated in four moments after application
(MO M15, M30, M60). The variables evaluated were: tear osmolarity e;
Schirmer's tear test (STT); sensitivity corneal; tear film break time (TBUT);
intraocular pressure; corneal thickness; and biopsy of the bulbar conjunctiva, in
addition to clinical-ophthalmologic variables. There was improvement in two
groups at M15 (p <0.05) on tear film quality, assessed by osmolarity and TBUT,
with there was no difference between groups. STT increased, however,
statistical difference was only observed in animals with mild KCS in the GPRP-
IA from the M30 and in the intense KCS at M30 in the G MSCs-AD and at M60
in the GPRP-IA. There was an improvement in the clinical signs of inflammation
in both groups. The unique Intralacrimal application of MSCs-AD and PRP-IA
normalizes tear film quality and improves clinical signs of inflammation in dogs

with KCS, response to treatment is associated with disease severity.

Keywords: Osmolarity, tear film break time (TBUT); dry eye; Sjogren

syndrome; I-pen.
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1 INTRODUCAO

A ceratoconjutivite seca (CCS) ou Sindrome do olho seco € uma doenca
que afeta tanto cades (ENGLISH; GILGER, 2013) como os humanos, atingindo
cerca de 30 milhdes de pessoas na América, representando a afeccao ocular
mais comum (JACKSON, 2014) e cdes (ENGLISH; GILGER, 2013).

A etiologia da CCS em cées ndo é totalmente estabelecida, porém
acredita-se que a causa mais comum é de origem imunomediada, sendo uma
doenca autoimune multifatorial (GELATT, 2013). Gao et al. (1998)
comprovaram que a CCS espontanea em caes € similar a Sindrome de Sjogren
(SS) descrita em humanos.

Ocorre devido a infiltracdo de células T na glandula lacrimal e a
liberacdo de citocinas pro inflamatoérias, que contribuem para o aumento da
inflamacé&o local, levando a diminuicdo da quantidade de lagrima secretada,
instabilidade do filme lacrimal e consequentemente a hiperosmolaridade da
lagrima acarretando inflamacédo da superficie ocular (GANESALINGAM et al.,
2019).

De acordo com Gelatt (2013), a CCS ¢é principalmente diagnosticada
pelo teste lacrimal de Schirmer 1 (TLS), e é classificada em discreta (11 a
14mm/min), moderada (6 a 10mm/min) e grave (abaixo de 5), porém, como se
trata de um teste complementar, deve-se associar aos sinais clinicos.

Segundo Barabino et al. (2004) falta padronizacdo nos testes
oftalmolégicos para o diagnéstico de CCS em diferentes espécies, o TLS é
bem conceituado no diagnéstico, entretanto deve-se padronizar se € realizado
com os olhos fechados ou abertos. Além do mais, a realizacdo do TLS com as
palpebras fechadas, minimiza os fatores ambientais e melhora a repetibilidade
(NOGUEIRA; HIDA, 2009)

Outro exame utilizado para diagnoéstico € a osmolaridade e possui alta
sensibilidade e especificidade no diagnostico da CCS (LEMP et al., 2011). H4
diversos aparelhos para sua mensuracéo, entretanto, a coleta da lagrima tem
sido um fator limitante para sua utilizacdo, devido a quantidade de lagrima
necessaria para a analise (BARABINO; CHEN; DANA, 2004), Para suprir essa

limitacdo, novos aparelhos tem sido desenvolvidos que necessitam de pouca
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lagrima para a leitura, entretanto, sdo poucos estudos encontrados na literatura
consultada.

O tratamento convencional remete-se a aplicacdo diaria de lagrimas
artificiais e, em alguns casos, anti-inflamatérios, e uso continuo de
imunomoduladores, por via tépica. Os imunomoduladores mais utilizados séo a
Ciclosporina A e o Tacrolimus (BERDOULAY; ENGLISH; NADELSTEIN, 2005;
NEBBIOSO; REGNO; GHARBIYA, 2017). Porém, na veterinaria, a aplicacédo
diaria de colirio pode dificultar a adesdo ao tratamento, pois depende da
disponibilidade do tutor e alguns animais sédo arredios quanto a manipulagao.

Outras opc¢des terapéuticas que atuam como imunomoduladores sao o
plasma rico em plaquetas (PRP) e células tronco mesenquimais (CTM) (KANG
et al., 2008; ALIO; ARNALICH-MONTIEL; RODRIGUEZ, 2012).

Segundo a literatura consultada, ha dois trabalhos que utilizaram células
tronco mesenquimal do tecido adiposo (CTM-TA) alogénica no tratamento de
CCS em caes e ambos com bons resultados (VILLATORO et al.,, 2015;
BITTENCOURT et al., 2016).

O plasma rico em plaquetas (PRP) por sua vez, tem um custo menor e ja
foi testado em diversas oftalmopatias, dentre elas o uso topico para tratamento
de olho seco em humanos, com bons resultados (ALIO et al., 2017). Avila;
lgua; Mora (2018) aplicaram PRP autélogo perilacrimal em humanos com
sindrome do olho seco grave e relataram resultados superiores ao grupo
tratado apenas com colirio Hialuronato de sddio tépico, sugerindo uma nova
opcéo terapéutica para sindrome do olho seco.

Na medicina veterindaria, grande parte dos animais acometidos pela CCS
sdo de pequeno porte (GELATT, 2013), o que dificulta a coleta de sangue e
contraindica a retirada de grandes volumes para a producdo do PRP. O
aquecimento do PRP é indicado para casos em que a etiologia de base é
autoimune e/ou para se utilizar PRP alogénico, o intuido do aquecimento &
diminuir as proteinas do sistema complemento, do componente inflamatério e
Imunoglobulina E (IgE) (ANITUA et al., 2014).

Entretanto, ndo ha relatos do uso de PRP alogénico aquecido (PRP-AA)
perilacrimal no tratamento de CCS em céaes, e nem estudos comparativos com

a aplicacdo de CTM, o que estimulou o desenvolvimento do presente estudo.
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CONCLUSOES

Conclui-se que a aplicacdo perilacrimal unica de CTM-TA ou PRP aquecido,
ambos alogénicos, é capaz de normalizar a qualidade do filme lacrimal, reduzir a
osmolaridade da lagrima, bem como os sinais de inflamacéo, promovendo melhora na
superficie ocular em caes com CCS.

A producéo lacrimal aumenta apos a aplicacdo de PRP-AA em CCS discreta e
de CTM-TA e PRP em CCS grave. A resposta ao tratamento depende da gravidade e

estadiamento da doenca.
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APENCICE
Detalhamento dos testes oftalmoldgicos realizados:

Os testes oftalmoldgicos foram realizados na seguinte ordem:
Osmolaridade, por meio do I-pen (I-med®), seguindo as instrucbes do
fabricante; A tira do TLS foi (Ophthalmos®) inserido na porcédo temporal do
saco conjuntivo inferior e as pélpebras foram mantidas fechadas por 60
segundos

A Estesiometria, por meio do estesiometro de Cochet-Bonnet
(esthesiometer, Luneau Ophthalmologie, Paris), os valores obtidos em mm,
foram convertidos em g/mm2, utilizando-se tabela do préprio aparelho para a
conversao apropriada

O Teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL) foi realizado com instilacao
previa de fluoresceina e sob a luz de cobalto foi cronometrado o tempo da
guebra do filme lacrimal
Para a Tonometria, foi instilado previamente colirio anestésico (Anestalcon®)
cloridrato de proximetacaina 5 mg/ml, sendo realizadas cinco medidas
consecutivas e somente foram utilizados os valores com 5% de desvio padrao.

A Paquimetria corneal foi realizada previamente ao inicio do tratamento
(M0). A instilagéo previa de proximetacaina 0,5% foi realizada, utilizando-se o
paquimetro portatil (SP-100 — Tomey- Japan).

Detalhamento do exame histopatoldgico realizados:

Foi coletodo um fragmento conjuntival de 3x3 mm da regido superior do
bulbo ocular com cerca de 5 mm de distancia do limbo, fixado em formalina
tamponada a 10% em seguida foi processado e realizado a coloracdo de
hematoxilina-eosina (HE) e por acido periédico de Schiff (PAS).

Detalhamento do cultivo de célula tronco:

No cultivo de CTM-TA foi o descrito por Villatoro et al., (2015) foram
isoladas e cultivadas células tronco a partir de uma Unica cadela clinicamente
saudavel, desta coletou-se um fragmento periovariano de tecido adiposo
durante cirurgia de castracdo eletiva. Em seguida, o material foi pesado,

fragmentado e misturado com PBS, adicionado colagenase tipo 1l 0,1% e
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encubado a 37°C durante 90 minutos em agitacdo orbital. Ap6s a encubacao,
as ceélulas em suspensao foram centrifugadas e filtradas e depois centrifugadas
novamente a 400 g por cinco minutos.

Apbs a centrifugacao, o “pellet” foi separado e lavado. As culturas
primarias foram realizadas em frascos 75cm2 com Dulbecco’s modified Eagles
medium (DMEM-F12), juntamente com soro fetal bovino e solucéo
antibacteriana e antimicética (anfotericina B, penicilina e estreptomicina) (Anti-
Anti antibiotic - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York,
Estados Unidos da América). A troca dos meios foi realizada a cada 72horas e

sendo feitas apenas duas passagem.





