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TRANSPLANTE DE MEMBRANA AMNIOTICA COM CELULAS EPITELIAIS
LIMBAIS CULTIVADAS EM SANI?UiCHE: ESTUDOS CLINICOS E DE VIABILIDADE
EM CORNEAS DE COELHOS

RESUMO - Visando ao estudo de técnicas para a expansao “ex-vivo” de células
destinadas a reconstrucdo de superficies oculares com deficiéncia de células tronco
limbais (LSCD), explantes superficiais obtidos do limbo de coelhos foram cultivados
sobre membrana amnidtica (MA) humana. Dois grupos, diferindo quanto a configuragao
do sistema de cultivo celular, foram concebidos: G-mono, contendo células epiteliais
expandidas sobre a face de uma camada de MA (sistema de cultivo bidimensional), e
G-Sand, composto por células “ensanduichadas” entre duas MAs (sistema de cultivo
tridimensional). Seis culturas celulares de cada grupo foram avaliadas por imuno-
histoquimica quanto a presenga de células progenitoras ou indiferenciadas e a de
células em proliferagdo (avaliagdo pré-transplante), enquanto 21 foram transplantadas
para olhos de coelhos com LSCD (n=10). Os olhos receptores de células cultivadas
foram clinicamente avaliados, por até 63 dias. A terapia limbal adotada na pesquisa foi
autogena. Apos avaliagbes clinicas, os coelhos foram aleatoriamente distribuidos em
parcelas e submetidos a eutanasia, para colheita de corneas (dias 14 e 63 apds o
transplante) que foram avaliadas quanto a morfometria tecidual e a expressao quali-
quantitativa de imunomarcadores de indiferenciagao celular (fator de transcrigdo nuclear
delta p63), de proliferagcéo celular (antigeno nuclear da proliferacédo celular, PCNA) e de
apoptose (teste de TUNEL). Diferengas com P < 0.05 foram consideradas significativas.
As culturas do G-Sand apresentaram menos células imunopositivas para delta p63 e
mais células positivas para PCNA, do que as culturas do G-mono. Relativamente ao
tratamento da LSCD, os resultados mostraram que o protocolo adotado em G-Sand
induziu neovascularizagao corneal menos acentuada e houve redugdo importante das
areas corneais ulceradas. Nao se encontraram diferencas em relagdo a opacidade
corneal entre os grupos (P > 0,05). As corneas do G-mono apresentaram menos células
progenitoras do que as do G-Sand. A proliferagdo celular ndo diferiu entre as corneas
do G-Sand e as do G-mono. Células apoptéticas ndo foram detectadas pelo teste de
TUNEL. Os resultados do presente estudo sugerem que modificagdes na configuragéo
do sistema de cultivo, de bi- para tridimensional, empregando-se MA como subtstrato,
elevaram a proliferacdo celular, mas ensejaram perda de células progenitoras
intensamente imunomarcadas para delta p63. Ademais, que elas ndo sao decisivas
para o desfecho terapéutico, pois os achados clinicos do G-Sand foram equiparaveis
aos do G-mono. Unica vantagem do G-Sand é que ele foi associado com maior
quantidade de células progenitoras na cérnea, o que pode influenciar a viabilidade ou a
sobrevida dos transplantes, a longo prazo.

Palavras-chave: células tronco; membrana amnidtica; reparagcdo corneal; superficie
ocular; terapia celular.



TRANSPLANTION OF AMNIOTIC MEMBRANE CONTAINING LIMBAL EPITHELIAL
CELLS CULTURED IN SANDWICH CONFIGURATION: CLINICAL STUDY AND
VIABILITY IN RABBIT CORNEA

ABSTRACT - In order to study techniques for the ex vivo expansion of cells for
the reconstruction ocular surfaces with limbal stem cell deficiency (LSCD), superficial
explants obtained from rabbit limbus were cultured on human amniotic membrane (MA).
Two groups, differing in the configuration of the cell culture system, were designed: G-
mono, containing expanded epithelial cells on an MA layer (two-dimensional culture
system), and G-Sand, composed of cells "sandwiched" between two MAs (three-
dimensional culture system). Six cell cultures of each group were processed by
immunohistochemistry to identify the presence of progenitor or undifferentiated cells and
for proliferating cells (pre-transplant evaluation), and 21 constructs were transplanted
onto rabbit eyes with LSCD. The limbal therapy adopted in the research was
autogenous and the transplanted eyes were clinically evaluated for up to 63 days. After
clinical evaluations, the rabbits were randomly distributed into subgroups and submitted
to euthanasia, to harvest corneas (days 14 and 63 post-transplant) that were evaluated
for tissue morphometry and the qualitative-quantitative expression of imunnomarkers of
indiferentiated cells (delta-p63 transcriptional factor), proliferative cells (proliferating cell
nuclear antigen, PCNA) and apoptosis (TUNEL assay). Differences with P <0.05 were
considered significant. G-Sand cultures showed fewer cells immunopositives to delta
p63 and more PCNA-positive cells than did G-mono cultures. Regarding the treatment of
LSCD, the results showed that the protocol adopted in G-Sand induced a less
pronounced corneal neovascularization and there was a significant reduction of the
ulcerated corneal areas. No differences were found in corneal opacity between G-mono
and G-Sand (P > 0.05). The G-mono corneas had fewer progenitor cells than the G-
Sand corneas. Cell proliferation did not differ between G-Sand corneas and G-mono
corneas. Apoptotic cells were not detected by the TUNEL assay. The results of the
present study suggest that modifying the configuration of the culture system from bi- to
three-dimensional, with MA as substrate, does not cause increase in cell proliferation but
causes loss of progenitor cells highly immunolabelled for delta p63. In addition, the
results also suggest that modification in the configuration of the culture system is not
decisive for the therapeutic outcome, since the clinical findings of G-Sand were
comparable to those of G-mono. The only advantage of G-Sand is that it has been
associated with a greater amount of progenitor cells in the cornea, which may influence
the viability or survival of transplants in the long term.

Keywords: stem cell; amniotic membrane; corneal repair; ocular surface; cell therapy.
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1. Introducgao

A superficie ocular é constantemente renovada por células tronco (CTs) adultas e
oligopotentes localizadas na camada basal do epitélio limbal, e cuja deplecéo resulta
em deficiéncia de células tronco limbais (LSCD, “limbal stem cell deficiency”), uma
condicao desafiadora, cujos aspectos fisiopatolégicos permanecem sob investigacao.
Condutas atuais para casos de LSCD podem envolver procedimentos em terapia
celular e em bioengenharia tecidual, que visam a restauragdo do estroma corneolimbal
e a reposicdo de CTs perdidas, ou seja, a reconstrucdo da superficie ocular.
Constructos para reconstrucdo de superficie ocular podem ser obtidos a partir de
explantes limbais cultivados sobre membranas amniéticas (MAs). Para grupos
selecionados de pacientes, em que as condutas cirurgicas conservadoras estédo
contraindicadas para tratar LSCD, emprega-se o procedimento de reconstru¢do da
superficie ocular com células cultivadas; todavia, dado o custo elevado e a sofisticacéao
da terapia celular, os beneficios terapéuticos do método estdo aquém do desejavel.
Trata-se de técnica em evolugao, cujo aprimoramento estd mobilizando pesquisadores
de todo o mundo. Para melhorar os resultados da terapia limbal, diferentes sistemas de
cultivo celular estdo sendo avaliados e comparados. Uma caracteristica importante dos
sistemas de cultivo celular é a configuracdo. Os sistemas podem ser bidimensionais,
formados por monocamada de um susbtrato contactando uma das faces da célula; ou
tridimensionais, onde as células ficam contidas ou “ensanduichadas” em um
microambiente que estimula suas faces dorsal e ventral. Os métodos atuais para
expansao de células epiteliais limbais sobre MA configuram sistemas bidimensionais.
Sistemas tridimensionais formados por células epiteliais limbais “ensanduichadas” entre
duas MAs nao foram, até o presente, intentados.

Na presente pesquisa, avaliaram-se e compararam-se sistemas bidimensionais e
tridimensionais para a expansdo de células destinadas ao tratamento da LSCD
experimentalmente induzida em olhos de coelhos. O sistema tridimensional, como

configurado neste estudo, é também designado de cultivo sanduiche.



2. Revisao de Literatura

2.1. Superficie Ocular

O termo superficie ocular foi introduzido por Thoft (1977) e compreende os
epitélios das conjuntivas bulbar e palpebral, da cérnea e do limbo (AHMAD;
FIGUEIREDO; LAKO, 2006; ALDROVANI; LAUS, 2015). O epitélio limbal abriga células
tronco (CTs) epiteliais adultas e oligopotentes (SCHERMER; GALVIN; SUN, 1986;
DANIELS et al., 2001; LI et al., 2007; MARIAPPAN et al., 2014; ALDROVANI; LAUS,
2015), que possuem razéo nucleo-citoplasma elevada, ciclo celular quiescente na fase
GO, divisdo celular assimétrica, e auséncia de jungdes comunicantes na membrana
plasmatica (SCHLOTZER-SCHREHARDT; KRUSE, 2005). Devido & auséncia de
marcador molecular especifico para deteccdo de CTs epiteliais limbais, a discriminacao
fenotipica é conseguida empregando-se painel de marcadores positivos e negativos
(AHMAD; FIGUEIREDO; LAKO, 2006; ALDROVANI; LAUS, 2015). As CTs epiteliais
limbais, juntamente com as células amplificadoras transitérias (TACs), também
chamadas de precursoras, representam a populagdo progenitora (indiferenciada) do
epitélio corneal (ALDROVANI; LAUS, 2015; ALDROVANI; FILEZIO; LAUS, 2017). A
diferenca mais marcante entre as CTs e as TACs reside na capacidade proliferativa, que
€ praticamente inexistente na primeira, porém € elevada na segunda. A manutengédo de
qualquer tipo de epitélio estratificado, incluindo o corneal, depende de um equilibrio
entre a renovacdo e a divisdo assimétrica das CTs, a proliferacdo de células
precursoras, e a taxa de morte celular (YOON; ISMAIL; SHERWIN, 2014). Na presenca
de uma injuria epitelial, visando-se uma rapida reparagéo, a taxa de proliferagao celular
aumenta drasticamente (YOON; ISMAIL; SHERWIN, 2014).

O limbo esta localizado na transicdo entre a cérnea e a esclera. Sua anatomia foi
descrita por Vogt (1921) e por Van Buskirsk (1989). Aparentemente, a histoarquitetura
do limbo varia na dependéncia da espessura do epitélio limbal (LE et al., 2016). A
maioria das espécies tem, como caracteristica estrutural marcante, a presenga das

palicadas de Vogt. Tratam-se de elevagdes fibrovasculares radiais, formadas de matriz



extracelular (MEC) estromal vascularizada e rica em terminagcdes nervosas nao
mielinizadas que, aparentemente, constituem o nicho primario das CTs epiteliais limbais
corneais (MIRI et al., 2012; GRIEVE et al., 2015).

Nichos secundarios de CTs tém sido identificados no limbo, notadamente nas
espécies desprovidas de palicadas de Vogt, como o rato (DUA et al., 2005; GRIEVE et
al., 2015). Destacam-se as criptas epiteliais limbais (DUA et al., 2005) e as projegdes
focais estromais (SHORTT et al., 2007). O tamanho, a forma e a orientagao das criptas
e das projecdes estromais diferem entre as espécies (GRIEVE et al., 2015), entretanto,
sempre originam compartimentos tridimensionais. Admite-se que a regulagdo das CTs
epiteliais limbais acontece por vias biolégicas cibernéticas (ALDROVANI; FILEZIO;
LAUS, 2017), que envolvem elementos soluveis e estruturais da MEC do nicho
(DANIELS et al., 2001). Na via biolégica cibernética, as células e a MEC comunicam-se
em uma via de mao dupla, de tal sorte que a deplegdo ou a manipulagao acidental ou
experimental das células modificam a MEC e vice-versa (ALDROVANI; FILEZIO; LAUS,
2017). Evidéncias da comunicacao célula-ECM foram pioneiramente reportadas por
Hay (1991), cujo trabalho inspirou o desenvolvimento da primeira cornea humana por
bioengenharia (GRIFFITH et al., 1999). Em 2003, Espafia e colaboradores (2003)
observaram que CTs epiteliais limbais cultivadas sobre MEC estromal corneal tendem a
diferenciacao e a apoptose, enquanto que CTs cultivadas sobre MEC estromal limbal

preservam caracteristicas de indiferenciacao.

2.2. Deficiéncia de Células Tronco Limbais (LSCD)

Doencas da superficie ocular podem alterar o microambiente do limbo,
ensejando perda de CTs epiteliais e desencadeando LSCD (ALDROVANI; LAUS, 2015).
As alteragbes manifestam-se, comumente, por condigbes alérgicas, toxicas, ou
inflamatodrias (ALDROVANI; LAUS, 2015). Farmacos sistémicos ou locais, como a
mitomicina C, podem contribuir para o surgimento ou o agravamento de LSCD
(BRIGHTBILL, 2009). Os sinais clinicos mais evidentes, tanto no homem quanto em

animais domésticos, sdo o blefarospasmo, a secreg¢ao ocular, 0 edema corneal, a



presenca de defeitos epiteliais corneais persistentes, a vascularizacdo corneal, a
inflamacgao crénica, e a perda de transparéncia da cornea (GOMES et al., 1999; LAUS;
ORIA, 1999). A depender do quantitativo de CTs perdidas, o epitélio corneal se torna
vulneravel a invasdao por células caliciformes da conjuntiva, desencadeando
conjuntivalizagao (KIM; TSENG, 1995; PUANGSRICHARERN; TSENG, 1995; DANIELS
et al.,, 2001; DUA et al., 2003; DUA et al., 2009). Estima-se que 65% dos casos de
LSCD, em seres humanos, se manifestam como conjuntivalizagdo difusa associada a
perda total de CTs limbais (BAYLIS et al., 2011). Em animais domésticos, todavia, ndo
ha estatisticas quanto a incidéncia de LSCD (ALDROVANI; LAUS, 2015).
Puangsricharern e Tseng (1995) estabeleceram critérios para se classificarem as
LSCDs em uma de duas categorias, segundo o seu agente causal: categoria | — perda
de CTs epiteliais, por destruicao abrupta; categoria Il — deplecdo gradual de CTs, por
suporte estromal insuficiente. Incluem-se, na categoria |, pacientes com histéria clinica
de destruicao do limbo, como nas queimaduras quimicas e nas ceratites infecciosas
graves. Na categoria Il, incluem-se os sem historia de destruicdo do limbo, mas com
evidéncias de exaustao funcional de CTs, como nas ceratites associadas a deficiéncias

enddcrinas multiplas e nas limbites crénicas.

2.3. Principais Condutas para o Tratamento de LSCD

2.3.1. Desbridamento e Transplantagao de Enxerto Conjuntival Limbal

Condutas para o tratamento de LSCD apoiam-se na restauragao do estroma e na
reposi¢ao das CTs epiteliais perdidas (ALDROVANI; LAUS, 2015). Para lesbes parciais
ou setoriais, o desbridamento mecanico do epitélio conjuntival representa estratégia
efetiva (ATALLAH et al., 2016). Para tratar a LSCD total, enxerto conjuntival limbal
autégeno (no caso de lesao unilateral) ou alégeno, entre vivos (para lesdes bilaterais),
em torno de 240 graus da circunferéncia limbal, € a primeira opg¢ao. Todavia, os
procedimentos oferecem riscos ao olho doador, pois a obtencdo dos tecidos pode

induzir lesbes (DUA et al., 2010). Fragmentos do limbo, da conjuntiva e o anel



corneoescleral de doadores cadaveres também podem ser transplantados para olhos
com LSCD total, mas os riscos de recidiva sao elevados e terapias imunossupressoras
de longo prazo devem ser instituidas (SOLOMON et al., 2002).

Dua e colaboradores (2010) estimaram que o tempo determinante para o
sucesso ou a faléncia dos transplantes de limbo € de cinco anos, em seres humanos. O
percentual de éxito é de 65%, quando o doador tem parentesco com o receptor, e de
41%, quando nao o tem (DUA et al., 2010).

Relativamente ao tratamento de cdes com LSCD, Brunelli e colaboradores
(2007) mostraram resultados satisfatérios com transplantagcdo de limbo autogeno. Em
trés meses de acompanhamento pds-operatério, observaram-se nenhuma recidiva de
conjuntivalizagdo e auséncia de sinais de desconforto. Poucos olhos apresentaram
vascularizagdo. A opacidade e a pigmentagdo corneais foram discretas. Os olhos
doadores exibiram, no pds-operatério inicial, sinais de inflamacéo, que arrefeceram com

0 passar do tempo.

2.3.2. Membrana Amniética (MA)

O uso de MA, em oftalmologia, iniciou-se com De Roth (1940) no tratamento de
defeitos conjuntivais, porém, sé ganhou notoriedade apds a publicagcdo de um estudo
em que ela foi separada do cérion e transplantada para olhos de coelhos com LSCD
(KIM; TSENG, 1995). Na atualidade, a MA é importante aliada na reconstrucdo da
superficie ocular, notadamente nos defeitos corneais persistentes ou nos recorrentes,
nas perfuracdes corneais, nos defeitos conjuntivais, na LSCD parcial ou total, no
pterigio e para certos tipos de neoplasia. A MA €, também, empregada em casos de
olho seco, em bolhas filtrantes com vazamentos, e nas disfuncbes palpebrais
(AZUARA-BLANCO; PILAI; DUA, 1999; GOMES et al, 1999; PRABHASAWAT,
TESAVIBUL; KOMOLSURADEJ, 2001; HIGA et al., 2007). Em oftalmologia veterinaria,
ela ja foi utilizada na ceratectomia penetrante, no simbléfaro, em certas neoplasias

esclerais ou nas corneais, no tratamento de ulceras corneais, na LSCD parcial ou total,



nas queimaduras quimicas e no sequestro corneal felino (BARROS et al.,, 1998;
ANDRADE et al., 2009; BARACHETTI; GIUDICE; MORTELLARO, 2010).

A MA, para aplicagdes clinico-cirurgicas em veterinaria, pode advir de doador da
mesma espécie ou ndo; neste caso, originando xenoenxertos, cuja viabilidade ja foi
comprovada (RENDAL-VAZQUEZ et al., 2012; ALDROVANI et al., 2015;
KOBASHIGAWA et al., 2015). Suas propriedades biomecanicas sao peculiares (médulo
de Young maior que o da cérnea), o que a torna factivel para transplantacdo na
superficie ocular (ALDROVANI; LAUS, 2015). Ademais, espessura, resiliéncia,
avascularidade, viscoelasticidade e propriedades O6pticas congregam condigbes que
permitem utilizar a MA no tratamento de afec¢des da cérnea (CONNON et al., 2010).

A microscopia de luz convencional revela trés das camadas da MA: epitélio,
membrana basal e estroma (DUA; AZUARA-BLANCO, 1999). Em nenhuma dessas ha
expressao de antigenos da classe maior de histocompatibilidade (HLA, HLB, HLC, DR)
ou de beta-2-microglobulinas, o que possibilita a sua transplantacdo, com riscos de
rejeicdo baixos. Relativamente aos mecanismos de acido, moléculas inibidoras da
inflamagédo e da angiogénese foram detectadas nas células epiteliais, nas
mesenquimais e no estroma do amnion fresco (AZUARA-BLANCO; PILLAI; DUA, 1999;
DUA et al., 2004; SAMPAIO et al., 2006; MALHOTRA; JAIN, 2014). A MA, portanto,
enseja efeitos inibidores sobre a inflamacao e a apoptose, e estimula a reparagao
tecidual (PRABHASAWAT; TESAVIBUL; KOMOLSURADEJ, 2001; MALHOTRA; JAIN,
2014; ALDROVANI; LAUS. 2015).

Em cirurgias reconstrutivas ou nas reparadoras da superficie ocular, a MA pode
ser empregada como enxerto, neste caso, sendo incorporada ao tecido receptor para
reduzir a inflamagéo (técnica do embutimento); ou como ponte para a migragdo de
células corneais remanescentes (técnica da sobreposi¢cdo). Ela pode, outrossim, ser
utilizada como bandagem para protegédo de tecidos transplantados a cérnea, ou como
substrato carreador de CTs para a superficie ocular em casos de LSCD total (DUA et
al., 2004).



2.3.3. Terapia Celular

A terapia celular esta emergindo como opgéo para tratar LSCD total (TSENG;
PRABHASAWAT, BARTON, 1998; HOLLAND; MANNIS; BARRY LEE, 2015;
ALDROVANI; LAUS, 2015). No Brasil, ela é praticada ha mais de 15 anos e os indices
de sucesso sao crescentes (GOMES et al., 2009) em fungdo do aprimoramento das
técnicas em cultivos celulares. Ha relatos sobre o uso de culturas de células da mucosa
oral, da polpa dentaria, do corddo umbilical, da conjuntiva e do epitélio limbal, no
tratamento de LSCD (ALDROVANI; LAUS, 2015). No entanto, na presente revisao
serao tecidas consideragdes apenas sobre o cultivo terapéutico de células do limbo, por
se tratar do mais difundido entre os centros de referéncia em superficie ocular. O
procedimento foi realizado pela primeira vez em 1997, por Pellegrini e colaboradores, e
consiste em cultivar um explante de limbo ou uma suspensao de células epiteliais
limbais sobre substratos que podem ser sintéticos, matriz ou selantes de fibrina, lentes
de contato ou membrana bioldgica, e depois transplanta-los para a superficie ocular
com LSCD (PELLEGRINI et al.,, 1997; TSENG; PRABHASAWAT, BARTON, 1998;
SANGWAN et al., 2012; HOLLAND; MANNIS; BARRY LEE, 2015; ALDROVANI; LAUS,
2015).

Os indices de sucesso da terapia com células “ex-vivo” variam na dependéncia
do agente causal de LSCD, da fonte doadora de células, do protocolo de cultivo celular
e do substrato utilizado para expandir e carrear as culturas celulares. Ademais, os

procedimentos autégenos evoluem melhor do que os alégenos (AHMAD et al., 2010).

2.4. Expansao “Ex-vivo” de Células Epiteliais Limbais

Culturas celulares para transplantacédo a superficie ocular com LSCD podem ser
estabelecidas a partir de suspensdes de células epiteliais limbais ou de explantes
superficiais de limbo corneoescleral. A viabilidade das culturas depende de

caracteristicas inerentes as células (genéticas e epigenéticas) e de fatores



microambientais inerentes ao meio basico de cultivo e ao substrato de expanséao
celular. Relativamente aos meios de cultivo, os mais utilizados para se expandirem
células epiteliais limbais sdo o SHEM (“supplemental hormonal epithelial medium”), o
KSFM (“keratinocyte serum-free medium”) e o Epilife® (LOUREIRO et al., 2013).
Quanto ao substrato para a expansao das células, a MA é o padréo ouro (ALDROVANI;
LAUS, 2015).

Protocolos de preparagao da MA, para aplicagdo como substratos em cultivos
celulares, podem envolver agentes quimicos ou enzimaticos na remogao do epitélio
amnidtico. Dentre os quimicos, resultados melhores foram percebidos com &acido
etileno-amino-tetra-acético (EDTA), uma vez que ele ndo destréi a membrana basal e
preserva o estroma (GRUETERICH; ESPANA; TSENG, 2002). Koizumi e colaboradores
(2007), ao compararem as caracteristicas de células epiteliais limbais crescidas sobre
MAs integras vs. tratadas em EDTA, observaram que culturas provenientes de
membranas desepitelizadas apresentavam-se mais estratificadas e mais ricas em
estruturas de adesao.

Dentre os fatores microambientais capazes de afetar a viabilidade de células “ex-
vivo” destacam-se os paracrinos, a interagdo via complexos de adesao focal com
macromoléculas de MEC e a biodisponibilidade de oxigénio e de moléculas soluveis
(fatores de crescimento, de sobrevida e de apoptose, entre outros) no substrato
(GRUETERICH; ESPANA; TOUHAMI, 2002). Reconhece-se que o0s processos de
apoptose, de diferenciagdo e de migragdo, bem como a permeabilidade, a polaridade e
o0 metabolismo das células “ex-vivo”, sdo influenciaveis pelo microambiente (AHMAD;
FIGUEIREDO; LAKO, 2006; REILLY; ENGLER, 2010; ALDROVANI et al.,, 2015;
ALDROVANI, FILEZIO, LAUS, 2017).

Comparativamente aos outros substratos, a MA preserva melhor a vitalidade das
CTs nas culturas celulares, o que resulta em quantitativo elevado de células
progenitoras que expressam o fator de transcrigdo nuclear delta p63 (TRCIN et al.,
2015). O percentual de células imunopositivas para delta p63, nas culturas, representa
condicdo decisiva para o sucesso terapéutico. Aproximadamente 78% dos casos bem-

sucedidos, ou seja, que evoluem sem intercorréncias, contém, no minimo, 3% de



células progenitoras (RAMA et al., 2010). Ademais, culturas primarias (ou de primeira
passagem) também parecem evoluir melhor, uma vez que possuem mais células com
capacidade proliferativa do que culturas secundarias, terciarias, ou quaternarias
(YOON; ISMAIL; SHERWIN, 2014).

Nao ha consenso, ou diretrizes multicentro, quanto ao protocolo ideal para se
expandirem células epiteliais limbais “ex-vivo” ou para transplanta-las a superficie
ocular. Resultados de transplantes de MA contendo células “ex-vivo” variam entre os
diferentes centros (ZHAO; MA, 2015). Curvas atuariais de Kaplan-Meier mostram que
casos de insucesso ocorrem mais nos dois primeiros anos de pdés-operatério e que
normalmente eles advém da exaustao das células transplantadas (BAYLIS et al., 2011).

Com o intuito de se aumentar a viabilidade das culturas limbais e de se favorecer
a proliferagdo celular, estratégias desenvolvidas para outras linhagens estdo sendo
utilizadas na manutencdo de constructos formados pela associacdo “ex-vivo” das
células epiteliais limbais com a MA. Como exemplos mais conhecidos, destacam-se o
“air-lifting” e o “feed layer”. O primeiro consiste em baixar o volume do meio de cultivo
ao nivel da superficie do epitélio (KAWAKITA et al.,, 2005; CHEN et al., 2010), para
reduzir os espagos intercelulares e promover estratificacdo (BAN et al., 2003). No
segundo, utiliza-se co-cultura de fibroblastos de camundongo 3T3, letalmente irradiados
ou tratados com mitomicina C, como camada alimentadora das células epiteliais limbais
(TANIOKA et al., 2007). O uso de células 3T3 favorece o crescimento de camadas
uniformes de epitélio limbal corneal (BAYLIS et al., 2011; GHOUBAY-BENALLAOUA et
al., 2013). Cristovam e colaboradores (2008) observaram que o “feed layer” ajuda a
promover o crescimento e a preservar as CTs do limbo cultivado. Todavia, discutem-se
questdes de biosseguranga associadas ao uso clinico da técnica. Ha riscos, pois se
aumentam as chances de rejei¢cdo, de infecgdo e de microquimerismo (BAYLIS et al.,
2011; MEl et al., 2012; ZAMUDIO et al., 2016; BEHAEGEL et al., 2017).

Na busca por tecnias ou processos que pudessem melhorar a qualidade de
culturas celulares para terapia limbal, Gonzalez, Chen e Deng (2017) excluiram do meio
de cultivo, os componentes xenobidticos, como toxina colérica e dimetil sulféxido,

porém isso reduziu significativamente o quantitativo de células progenitoras e nao
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favoreceu o crescimento celular. Outros autores propuseram modificar, ndo o meio de
cultivo, mas a geometria ou a configuragdo dimensional dos sistemas de expansao
celular (MEIER; HAY, 1975; REILLY; ENGLER, 2010; LEVIS et al., 2013; LI et al., 2014;
TSAI; TSAI, 2014; NAKAMURA et al.,, 2016). Em teoria, quando a configuragdo do
sistema ¢é alterada de bidimensional para tridimensional ocorrem modificacdes nas vias
de sinalizagdo microambiental (bioquimica e biofisica) que regulam a viabilidade e a
sobrevida das culturas celulares (BERTHIAUME et al., 1996; LEVIS et al., 2013;
FISHER; TAM; SHOICHET, 2014; ROHAINA et al., 2014; TSAI; TSAI, 2014; ZHANG et
al., 2014). Os sistemas de cultivo tridimensionais foram estabelecidos, em principio,
para explorar mecanismos de proliferacdo e de diferenciacdo das culturas de células
hematopoiéticas. Desde entdo, eles tém sido empregados na expansdo de uma
variedade de culturas, por fornecerem as células estimulos dorsais e ventrais, tal como
ocorre no nicho biolégico “in vivo” (ZHANG, 2004).

Pesquisas comparando diferentes técnicas de cultivo celular mostraram que
muitas linhagens de células progenitoras, ou mesmo células adultas, se desenvolvem
bem em sistemas tridimensionais, ou seja, quando cultivadas entre dupla camada de
substrato ou de matriz polimérica, ou ainda, entre laminulas de vidro (SWIFT; PFEIFER,;
BROWVER, 2010; WANG; SUI, 2011). O intento, conhecido por cultivo sanduiche,
promove a reorganizagao estrutural do citoesqueleto e, aparentemente, potencializa a
funcionalidade das células mantidas em cultura. O sanduiche oferece configuragao
tridimensional e estimulos dorsais e ventrais para a proliferacdo celular, representando
opcéao viavel para se expandirem células epiteliais (ARTYM; MATSUMOTO, 2010). Por
exemplo, células Vero do rim de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops),
quando cultivadas em sanduiche, geram tecidos epiteliais funcionais contendo lamina
basal (HAAS, 2000). No caso de culturas de CTs, ha evidéncias de que a configuragao
sanduiche preserva a “stemness” (HAAS, 2000; ARTYM; MATSUMOTO, 2010;
BALLESTER-BELTRAN et al., 2015).

Vislumbrando aplicagdes na cirurgia reconstrutiva da superficie ocular, Hashemi
e colaboradores (2009) avaliaram os efeitos da configuragdo sanduiche sobre culturas

celulares. Os autores nao cultivaram células limbais, mas utilizaram culturas de células
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da mucosa oral e observaram aumento relevante nas taxas de proliferagcao celular,
comparativamente as técnicas tradicionais de cultura bidimensional envolvendo
substratos do tipo monocamada. Houve formacao de epitélio estratificado, com células
imunopositivas para o par 3/12 de citoqueratinas (marcador de diferenciagdo em células
epiteliais corneais), e rico em integrinas 1 e em estruturas de adesdo. Apds esse
estudo, nenhum outro foi publicado no mesmo escopo.

Até o presente, desconhecem-se estudos sobre o potencial terapéutico de
sanduiches formados por células epiteliais limbais cultivadas entre duas camadas de

MA, para a reconstrucao de superficies oculares com LSCD.

2.5. Hipoteses

Duas hipoteses alicercaram a pesquisa. A primeira € de que a configuragao do
sistema utilizado para promover expansdo “ex-vivo” de células epiteliais limbais,
destinadas a reconstrugdo de superficies oculares com LSCD, seja um fator
determinante dos resultados terapéuticos. A segunda € de que sistemas
tridimensionais, como o sanduiche, com dupla camada de MA, oferecem culturas

celulares epiteliais limbais viaveis, com potencial para aplicagdes clinico-cirurgicas.

2.6. Objetivos

Frente ao exposto, objetivou-se com a pesquisa compararem-se as
imunoexpressdes de marcadores de células progenitoras (delta p63) e de células em
proliferagédo (PCNA) em culturas de explantes limbais de coelhos expandidos sobre MA
humana, empregando-se o método convencional (um substrato simples de MA) e o
sanduiche (cultivo entre duas camadas de MA). Além disso, estudarem-se a evolugao
clinica, a morfometria tecidual, e os imunofendtipos de indiferenciacédo, de proliferagao

e de morte celular (apoptose) de cérneas com LSCD tratadas por terapia celular, ou
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seja, pela transplantacdo de constructos formados por MA associada com células

limbais expandidas “ex-vivo”.

3. Material e Métodos

3.1. Consideragdes Quanto a Etica

A pesquisa foi realizada apés aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FCAV-Unesp, Campus de Jaboticabal, sob o numero de protocolo
05429/14. Os principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA) e o estatuto para uso de animais da “Association for Research in

Vision and Ophthalmology!” (ARVO) foram obedecidos.

3.2. Animais e Delineamento Experimental

Utilizaram-se 21 coelhos da linhagem Nova Zelandia Branco, saudaveis, machos
e fémeas, adultos, pesando entre 2,0 e 2,5 kg. Os individuos foram mantidos
individualmente em gaiolas apropriadas, limpas e higienizadas, em ambiente ventilado,
com dieta a base de ragcao comercial e de agua potavel, a vontade. Como critérios de
inclusdo, consideraram-se a semiotécnica oftalmica balizada no teste lacrimal de
Schirmer?, na biomicroscopia com luz em fenda®, na tonometria de aplanagédo®, na
oftalmoscopia binocular indireta® e no teste do tingimento pela fluoresceina sédica®.

O olho direito (OD) de cada animal foi submetido a protocolo cirurgico para
indugdo de LSCD. O olho esquerdo (OE) foi submetido a bidpsia limbal superficial

apenas para a obtencio de tecidos, que foram expandidos sobre uma camada de MA

1 http://www.arvo.org/About_ ARVO/Policies/Statement_for_the_Use_of_Animals_in_Ophthalmic_and_Visual_Research/
2 Teste de Schirmer, Ophthalmos, S&o Paulo, Brasil

3 Portable SL 14, Kowa, Tokyo, Japan

4 Tono-Pet Avia, Reichert, Norwell, MA, USA

5 Oftalmoscopio binocular indireto OHC, Eye Tec, Sdo Carlos, Brasil

5 Fluoresceina Strips, Ophthalmos, Sdo Paulo, Brasil
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(técnica de cultura convencional, n = 10, grupo G-mono) ou entre duas MAs (técnica de
cultivo em sanduiche, n = 11, grupo G-Sand), a alocagado dos animais foi realizada de
forma aleatodria, mantendo a homogeneidade entre grupos. Metade dos constructos (de
cada grupo) formados pela associagdo de MA com tecido limbal foi incluida em parafina
para posterior avaliagdo por imuno-histoquimica; a outra metade foi transplantada para
olhos com LSCD. O transplante foi autégeno [doador (OE) e receptor (OD)].

O delineamento experimental da pesquisa esta simplificado na Fig. 1.

Fixacdo
Inclusdo em Parafina
Imuno-histoquimica

Fixacédo
= |Inclus&o em Parafina
Imuno-histoquimica

\/ )
N
QD
>
a

delta p63 delta p63

(células progenitoras)
PCNA

PCNA
(células em proliferacao)

Avaliacdo Clinica (até 63 dias de pds-operatério)

Eutanasia e Colheita de Cérneas (dias 14 e 63)
Histopatologia e Morfometria

Imunohistoquimica (delta p63, PCNA)
Teste de TUNEL (apoptose)

Figura 1. Desenho simplificado do estudo. Olho esquerdo (OE) do coelho foi submetido a bidpsia limbal
para obtencado de explante, que foi dividido em duas metadas iguais, que foram cultivadas empregando-
se método tradicional (sobre uma camada de MA, G-mono) ou Sanduiche (entre duas camadas de MA,
G-Sand). Uma parte das amostras de cada grupo foi fixada em formalina tamponada 10%, incluida em
parafina e avaliada por imuno-histoquimica; a outra foi transplantada para o olho direito (OD) com LSCD,
com 28 dias de evolugdo. Os transplantes foram autégenos [doador (OE) e receptor (OD)].
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3.3. Protocolo para Indugao da LSCD

Como medicacao pré-anestésica, os coelhos receberam sulfato de morfina,’ na
dose 0,5 mg/kg, pela via intramuscular. Apés 15 minutos, induziu-se a anestesia geral
inalatéria, com isoflurano®, empregando-se mascara. A anestesia foi mantida utilizando-
se sonda orotraqueal numero 3. Tricotomia periocular e antissepsia, com solugao de
iodopovidona 0,1%, foram realizados. A dessensibilizagdo corneal foi obtida com colirio
de tetracaina 1% contendo 0,1% de fenilefrina®, imediatamente ao isolamento do campo
operatorio com panos e adesivo estéril’®. A blefarostase foi realizada e o olho foi
posicionado em proptose.

Procedimentos para indugdo de LSCD foram realizados sob a magnificagcao de
microscopio cirlrgico'l. Realizou-se peritomia em 360 graus, seguida por
ceratolimbectomia em 360 graus (de 2 mm). Ato continuo, papel filtro'?, com diametro
de 3 cm, foi embebido em NaOH*® 0,5 M (pH 12) e gentilmente pressionado sobre a
cérnea paracentral, por 1 minutos. A superficie ocular foi lavada com NaCl 0,9%
estéril'4, por 1 min (Fig. 2). Procedeu-se, posteriormente, ao desbridamento mecanico
do epitélio corneal remanescente, com lamina de bisturi nimero15% (ANDRADE et al.,
2009).

Para analgesia pds-operatoria, empregou-se cloridrato de tramadol*®, na dose de
4 mg/kg, a intervalos regulares de 12 horas, por 4 dias consecutivos. Aos mesmos
intervalos, administrou-se terapia antibidtica local com tobramicina 0,3%?’. Quando
necessario, o tempo de terapia analgésica foi estendido.

No presente estudo, o fenotipo LSCD foi definido como presenga concomitante

de neovascularizacao e opacificacao corneais, de inflamacao variando entre moderada

7 Dimorf, Cristalia, Itapira, Brasil

8 Isoforine, Cristdlia, Itapira, Brasil

9 Anestésico, Allergan, Guarulhos, Brasil

10 Tegaderm Film, 3M, Sumaré, Brasil

1 Microscoépio cirdrgico M-22, DFV, Valenga, RJ, Brasil

2 Whatman 40, F. Maia Ltda, Cotia, Brasil

13 Synth, Diadema, Brasil

14 Eurofarma, Ribeirdo Preto, Brasil

15 Lamina de Bisturi esterilizada n 15, Solidor, Joinvile, Brasil
6 Tramadon, cloridrato de tramadol, Cristalia, Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, S&o Paulo, Brasil
17 Tobramicina, Biosintética, Guarulhos, Brasil
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e intensa, e de defeitos epiteliais persistentes (XU et al., 2012; AFSHARKHAMSEH et
al., 2016).

Figura 2. Procedimento cirdrgico para indugao de LSCD em coelhos. O olho direito (OD) foi submetido a
uma peritomia em 360° seguida por uma ceratolimbectomia, utilizando bisturi (A) e tesoura (B). A
superficie corneal foi cauterizada com auxilio de papel filtro embebido com solugdo aquosa de NaOH
0,5% (C), ato continuo foi lavada com solu¢do de NaCl 0,9% (D). Ao final, o epitélio remanescente foi
removido com auxilio de bisturi.

3.4. Protocolo para Obtencao do Explante de Limbo

O explante de limbo foi coletado do OE, 21 dias apés a indugédo da LSCD no olho
adelfo. A medicacao pré-anestésica, os procedimentos anestésicos e os cuidados pos-
operatorios foram os mesmos, relativamente a indugéo da LSCD.

A remocao do fragmento de limbo corneoescleral foi feita sob a magnificagéo de
um microscopio cirurgico. A area excisada foi de 3 mm, mensurada com paquimetro. O

fragmento de limbo foi coletado (posicdo de 11 a 1 horas) com bisturi angulado
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crescente!® e com pinga colibri'®. O endotélio e o estroma posterior (cerca de 2/3) dos
explantes de limbo foram removidos e descartados (VALDETARO et al., 2016). Na
sequéncia, os explantes limbais superficiais foram divididos em duas metades iguais,

que foram individualmente cultivadas sobre MA.

3.5. Obtenc¢ao e Preparagao de MA Humana

MAs humanas foram coletadas no curso de operacdes cesarianas realizadas em
trés pacientes assistidas no Amparo Maternal do Hospital Sdo Paulo, da Escola Paulista
de Medicina (EPM-Unifesp), apos realizacédo de exames sorologicos para HIV, HPV,
hepatites B e C e sifilis, e assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
As MAs foram desepitelizadas em EDTA?° 0,2%, raspadas com “scraper’! para
remocao de células remanescentes, estendidas sobre membranas de ester celulose
mistas?? (com a face epitelial voltada para cima) e cortadas em fragmentos de 2 cm x 2
cm (VALDETARO et al., 2016). Os complexos MA-filtro foram lavados em tampéo
fosfato?®>, pH 7,4, contendo 1000 Ul/mL de penicilina G?*, 20 mcg/mL de
estreptomicina?® e 2,5 mcg/mL de anfotericina B%5. Em seguida, foram acondicionados
em frascos estéreis contendo meio de Eagle modificado por Dulbecco?’ e glicerina?®
98%, na proporgao de 1:1, volume/volume. O material foi criopreservado em biofreezer
(-80°C), até o momento do uso.

Os procedimentos foram realizados com consentimento das gestantes e apos

aprovacdo da Comiss&o de Etica Médica da Unifesp, sob protocolo nimero 227/98.

18 Bevel Up, Alcon, S&o Paulo, Brasil

19 Pinga Colibri, HR Instrumentos, S&o Paulo, Brasil

20 EDTA, Sigma Company, St. Louis, MO, USA

2L Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

22 Filtros de nitrocelulose, Ophthalmos, S&o Paulo, Brasil
2 Ophthalmos, Sdo Paulo, Brasil

24 Ophthalmos, Sé&o Paulo, Brasil

2 Ophthalmos, S&o Paulo, Brasil

26 Ophthalmos, S&o Paulo, Brasil

27 Dulbecco’s modified Eagle Medium, Sigma Company, St. Louis, MO, USA
2 Ecibra, S&o Paulo, Brasil
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3.6. Cultura de Explante

Dois protocolos, diferindo quanto a configuragdo do sistema para expanséo de
células, foram utilizados para se cultivarem os explantes (Fig. 3). O primeiro consistiu
em cultivar o explante limbal sobre a face desepitelizada de uma MA (grupo G-mono). O
segundo consistiu em cultivar o explante limbal entre as faces desepitelizadas de duas
MAs (grupo G-Sand). Relativamente ao cultivo sanduiche, o explante primeiro foi
cultivado, por 1 hora, sobre uma MA descoberta, para favorecer sua adesdo ao

susbtrato. Em seguida, a MA contendo o explante foi coberta com outra MA.

—=> Pocoda <—
w ‘Insert” v

| = Meio de cultivo
h"‘—“_‘_‘-“
|5 Membrana amnidtica § |
]

—> Explante de imbo <—

Células crescidas
A do explante de limbo B

Figura 3. Desenho ilustrando os métodos de cultivo empregados no estudo. (A) protocolo tradicional de
cultura em explante sobre monocamada de membrana amniética. (B) protocolo sanduiche de cultura em
explante entre duas camadas de membrana amniética. O meio de cultivo utilizado, em ambos os casos,
foi o Epilife®, contendo suplemento para crescimento de células corneais.

Todos os fragmentos de MA foram fixados dentro de “inserts”?® posicionados em
placas de seis pogos, para nao emergirem durante o cultivo (VALDETARO et al., 2016).
Previamente ao uso, as MAs foram removidas dos filtros de nitrocelulose'” e lavadas

em tamp3ao fosfato*, pH 7,4, 0,01 M, para remogao dos tragos de glicerina.

2% Corning Netwells Inserts® - Sigma-Aldrich Company, St. Louis, MO, USA
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As condigdes de cultivo foram iguais para todos (estufa com 5% de CO2 e 37°C).
Empregou-se, como meio de cultivo, Epilife®3° contendo suplemento para crescimento
de células corneais® (LOUREIRO et al., 2013). Ndo se empregaram soro fetal e “air-
lifting”. A troca do meio foi realizada a cada 3 dias, por 7 dias (JEON, 2015). A cada

troca, as amostras receberam 2,5 mL de meio de cultivo.

3.7. Transplantagcao de MA com Células “Ex-vivo” para a Cérnea com LSCD

Fragmentos de MA contendo células expandidas “ex-vivo” de explantes limbais
foram transplantados para a coérnea (superficie ocular) com LSCD induzida 28 dias
antes. A medicacao pré-anestésica, os procedimentos anestésicos e os cuidados pos-
transplante foram os mesmos, relativamente a indugcdo da LSCD. O transplante foi
autogeno. Os animais foram direcionados, por sorteio, aos diferentes grupos de
tratamento.

Apos tricotomia e antissepsia, a superficie corneal com LSCD foi excisada sob a
magnificagdo de um microscopio cirurgico (i.e., ceratectomia). Relativamente ao G-
mono, a MA foi posicionada sobre a cornea, com a face contendo células cultivadas
voltadas para cima, e, em seguida, foi revestida com uma bandagem de MA (sem
células). A sutura das MAs foi feita na regido do limbo empregando-se mononylon 9-0%?,
em oito pontos simples separados, e mononylon 10-0%3, em padrdo de sutura continuo
(Fig. 4).

O procedimento cirurgico para o G-Sand foi similar ao de G-mono. A Unica
diferenca foi a transplantagao do sanduiche de MAs contendo células, que se deu em

bloco, sem uso de MA adicional no final. Os pontos nao foram removidos.

30 Epilife, Cascade Biologics, Portland, OR, USA

31 Human Corneal Growth Supplement, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
32 Ethicon, S&o Paulo, Brasil

33 Ethicon, S&o Paulo, Brasil
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Figura 4. Transplantagdo de MAs contendo células “ex-vivo” para cérneas de coelhos com LSCD. Em A,
ceratectomia da superficie corneal. Em B, posicionamento da MA. Em C, consecugao de sutura para
fixacdo da MA ao leito receptor.

3.8. Pés-Transplante e Analise da Intengao-de-Tratar

Os olhos foram avaliados e fotografados®* nos dias 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49,
56 e 63 do pods-transplante. Sinais de quemose, de blefaroespasmo, de secrecéo ocular
e de hiperemia conjuntival foram avaliados quanto a incidéncia e, quando presentes,
quali-quantificados em (1) discretos (2) moderados, e (3) severos. Eventos e
intercorréncias, inclusive nas palpebras, foram anotados.

A transparéncia corneal foi classificada em (0) cornea totalmente transparente,
(1) opacidade discreta, permitindo observar detalhes da iris; (2) opacidade moderada,
dificultando a observacgéao da iris; (3) opacidade severa, ndo permitindo a percepg¢ao do
contorno pupilar (ANDRADE et al., 2009; SELVER et al., 2016) (Fig.5). As avaliagdes

contaram com dois examinadores e foi conduzida de forma duplo cega.

34 Retindgrafo, Topcon, Tokyo, Japan
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Figura 5. Imagens fotograficas exemplificando a classificagéo utilizada para a transparéncia corneal. (0)

transparente, (1) discreta opacidade, (2) moderada e (3) severa.

O teste do tingimento pela fluoresceina sodica foi empregado, a partir do dia 14
de pods-transplante, para a avaliacido das lesbdes ulcerativas e dos defeitos epiteliais
corneais. Os percentuais de areas corneais ulceradas e de areas corneais contendo
neovasos foram calculados a partir de imagens de olhos fotografados nos dias 14 e 63
de avaliagdes, com auxilio do programa de computador ImageJ® (SILVA et al., 2012;
GOKTAS et al., 2014).

Os dados referentes a opacidade corneal e aos defeitos epiteliais corneais
persistentes foram estudados empregando-se o método analitico da intengao-de-tratar
(YELLAND et al. 2015), ou seja, a alocagado pareada dos olhos foi respeitada na
avaliacdo estatistica univariada, do pré-transplante ao ultimo dia das avaliagdes pos-

transplante.

3.9. Confecgao de Laminas para Histologia

Codrneas foram colhidas de coelhos submetidos a eutanasia ativa, utilizando-se
aprofundamento anestésico®® nos dias 14 e 63 de pds-transplante. Elas, bem como
amostras de G-mono e de G-Sand nao transplantadas para olhos com LSCD, foram

fixadas em formalina tamponada 10%?%’, desidratadas em solugdes crescentes de alcool

% http://imagej.nih.gov/ij/; National Institutes of Health, Bethesda, MD, US
36 Tiopenthax®, tiopental sddico, Cristalia, Itapira, Brasil
37 Dinamica, S&o Paulo, Brasil
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etilico® e processadas para inclusdo em paraplast sem dimetilsulféxido3®. Os cortes
confeccionados de constructos MA-células foram avaliados a imuno-histoquimica.
Cortes de cérneas com LSCD, e que receberam membranas contendo células, foram

avaliados morfometricamente, a imuno-histoquimica, e pelo teste de TUNEL.

3.10. Morfometria de Tecido Corneal

Cortes de cérneas operadas (G-mono e G-Sand) foram desparafinizados em
xilol*, tratados em solugbes decrescentes de alcool etilico, hidratados em agua, e
corados com tricromico de Masson*L.

Coérneas coradas com Masson foram estudadas em microscépio de luz#?
equipado com video-camera e “softwares”34* de andlise de imagens. O material foi
avaliado quanto a presenga de neovasos no estroma, o grau de estratificacdo do
epitélio corneal, a espessura do epitélio corneal e a espessura corneal total. Todas as
medidas de espessura (mcg) foram feitas com auxilio da ferramenta “straight line”
disponivel no Menu do “software” ImagedJ. A calibragéo espacial do sistema de analise

de imagens foi feita com a régua micrométrica do microscépio.

3.11. Imuno-Histoquimica

Utilizaram-se anticorpos primarios para deteccido do fator de transcricao nuclear
delta p63 (diluicdo, 1:1000) e do antigeno de proliferacdo nuclear PCNA (diluigéo,
1:1500). Todos os anticorpos foram adquiridos da Abcam Company#°. Amostras de rim
humano foram utilizadas como controles positivos para delta p63 e PCNA (APENDICE
A).

3% Synth, S&o Paulo, Brasil

3% Merck, Darmstadt, Germany

40 Synth, S&o Paulo, Brasil

41 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

42 BX 53, Olympus, Tokyo, Japan

43 Cell Sens, Olympus, Tokyo, Japan

44 ImageJ, http://imagej.nih.gov/ij/; National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA
4 Abcam, Cambridge, England
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Cortes foram desparafinizados em xilol, hidratados em solugbes decrescentes de
alcool etilico e lavados em agua deionizada. A recuperagao antigénica foi realizada em
tampéo citrato, pH 6,0%. A peroxidase enddgena foi bloqueada em solugdo de 8% de
peroxido de hidrogénio em alcool metilico, por 20 minutos. As proteinas inespecificas
foram bloqueadas*’ em temperatura ambiente (25°C), por 1 hora. A incubagdo dos
cortes com os anticorpos primarios foi “overnight” a 4°C. O Kit Advance*® foi utilizado
como anticorpo secundario, empregando-se diaminobenzidina*® (DAB) como
cromogeno. Contra-coloragdes foram feitas com hematoxilina de Harris.

As imunomarcacgdes, estudadas a microscopia de luz®, foram ranqueadas,
segundo suas frequéncias, por amostra, em ausente, 1+ (<10% de imunomarcacgao), 2+
(10%—-30%), 3+ (31%—-50%), 4+ (51%—-80%), 5+ (>80%); o foram também segundo suas
intensidades, em ausente, baixa, média e alta. Todas as avaliagdes foram quali-
quantitativas. Considerando-se que reagdes em imuno-histoquimica ndo obedecem as
leis de Beer-Lambert (VAN DER LOOS, 2008), as avaliagbes foram subijetivas,

conduzidas sem auxilio de “software”.

3.12. Teste de TUNEL

O teste de TUNEL (marcagao de “nicks” por dUTP e deoxinucleotidil terminal
transferase) foi realizado seguindo-se recomendagdes do fabricante®. A DAB foi
utilizada como cromogeno. As avaliagbes foram conduzidas empregando-se a
microscopia de luz. Amostras de rim com apoptose induzida por infeccgao bacteriana
foram utilizadas como controles negativos (APENDICE B). As amostras foram
estudadas, subjetivamente, por unico examinador, e ranqueadas em marcagao ausente,

baixa, média e alta.

46 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

47 Leite em p6 Molico, Nestle, Sdo Paulo, Brasil

48 Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA

4% Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA

50 BX-53 Olympus, Tokyo Japan

51 TUNEL POD Roche, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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3.13. Analises dos Dados

As variaveis continuas foram testadas para a normalidade estatistica e avaliadas
empregando-se o teste de quiquadrado, o teste de Wilcoxon, o teste f nao pareado, a
analise de variancia (ANOVA) de uma via, e a ANOVA para medidas repetidas, com o
pos-teste de Tukey. Diferengcas com P < 0,05 foram consideradas significativas. Todos

os calculos e as comparagdes foram realizados empregando-se “softwares”>23,

4. Resultados

4.1. Condigoes Clinicas dos Olhos de G-mono e G-Sand

Os grupos G-mono e G-Sand diferiram quanto a incidéncia de quemose e de

blefarospasmo, nas avaliagdes do dia 3 e do dia 14, respectivamente (Tabela 1). No dia

3, casos de quemose foram mais frequentes entre coelhos de G-Sand (P < 0,05). No

dia 14, observaram-se mais olhos com blefarospasmo em G-mono (P < 0,05).

52 GraphPad Software, San Diego, CA, USA
53 MedCalc Inc, Mariakerke, Belgium



TABELA 1. Porcentagem de olhos, em cada grupo da pesquisa, que apés 0s transplantes apresentaram-se com sinais de
guemose, de blefarospasmo, de secrecdo, de hiperemia conjuntival e de opacidade corneal

Sinais clinicos

Momentos de avaliagao Quemose Blefarospasmo Secrecéo Hiperemia Opacidade corneal
G-mono G-S G-mono G-S G-mono  G-S G-mono G-S G-mono G-S
Dial 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Dia 3 ‘ 66,6 100* ‘ 100 100 100 100 100 100 100 100
Dia 7 50,0 50,0 58,3 75,0 83,3 100 66,6 66,6 91,6 100
Dia 14 8,30 830 66,6 333 | 750 833 16,6 16,6 100 100
Dia 21 0 16,6 16,6 66,6 83,3 33,3 0 100 100
Dia 28 0 0 33,3 16,6 50,0 75,0 16,6 16,6 100 100
Dia 35 0 0 33,3 16,6 33,3 50,0 0 0 100 100
Dia 42 0 0 16,6 16,6 50,0 50,0 16,6 0 100 100
Dia 49 0 0 33,3 16,6 50,0 33,3 0 0 100 100
Dia 56 0 0 50,0 16,6 50,0 33,3 0 16,6 100 100
Dia 63 0 0 16,6 16,6 50,0 33,3 16,6 16,6 100 100
G-S, G-Sand .

Os resultados est@o expressos em porcentagem.
*P < 0,05 vs. G-mono.
Valores dentro do mesmo retangulo diferiram significativamente.
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Relativamente aos escores (1 a 3) de intensidade dos sinais clinicos (Fig. 6), os
olhos de G-mono e de G-Sand nédo apresentaram diferencas quanto a quemose (Fig.
6A), que foi mais intensa nos dias 1 e 3, regredindo a partir do dia 7, e desaparecendo
no dia 21.

Nos dias 1 e 7, os sinais de blefarospasmo foram mais intensos entre olhos de
G-mono (P < 0,05) (Fig. 6B). Na quinta (dia 35), sexta (dia 42) e sétima (dia 49)
semanas de avaliagbes, os olhos de G-Sand apresentaram blefarospasmo de
moderado a severo, que regrediu nas avaliagbes posteriores. No dia 63, observou-se
diferenca significativa entre G-mono e G-Sand (P < 0,05).

Os olhos de G-Sand apresentaram sinais mais intensos de secrecao,
comparativamente aos de G-mono, nas avaliacfes dos dias 49 e 63 (P < 0,05) (Fig.
6C). Relativamente a hiperemia conjuntival, ela se mostrou mais intensa em olhos de G-
Sand, nos dias 14 e 28 de avaliacao (P < 0,05) (Fig. 6D). Nas avaliagdes subsequentes,
nao houve diferencas entre os grupos da pesquisa.

N&o se observaram diferencas na intensidade da opacidade corneal entre os
grupos, nos diferentes momentos da avaliagéo (P > 0,05) (Fig. 5E) (Fig. 7).

No ultimo dia de avaliacdo (dia 63) observou-se que 0s animais apresentaram
deformagfes palpebrais. Na péalpebra superior encontraram-se 14,28% de alteracbes
intensas, 23,80% de moderadas, e 42,5% de leves; na inferior visibilizaram-se 9,52%
de alteragdes intensas, 14,28% de moderadas e 23,9% de leves.

Nenhum dos olhos apresentou deiscéncia da membrana, sendo que as mesmas

se mantiveram bem posicionadas até o final das avaliacfes
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Figura 6. Graficos de barras, com erro padrao, representando as intensidades médias dos sinais clinicos (escores de 1 a 3) estudados nos
grupos G-mono e G-Sand. (A) Quemose; (B), Blefarospasmo; (C) Secregéo ocular; (D) Hiperemia conjuntival; (E) Opacidade corneal. * P <

0,05.
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Pos-transplante

Pré-transplante dia 14 dia 63

G-mono

Figura 7. Evolugao da opacidade corneal apds transplantagdo de constructos de MA e de células
epiteliais limbais expandidas “ex-vivo”. Em A e D, aparéncia pré-operatéria, apos 28 dias da indugao de
deficiéncia limbal (ou seja, imediatamente antes dos procedimentos cirurgicos). Em B e C, apds a
transplantagdo no grupo G-mono. Em E e F, grupo G-sand. Sendo 14 dias (B e E) e 63 dias (C e F) ap6s
o transplante.

Nos dias 14 e 21 das avaliagbes, no G-Sand houve mais cérneas positivas para
fluoresceina (Fig. 8A). Nas avaliagdes subsequentes, os percentuais de coérneas
ulceradas e com defeitos epiteliais, em G-Sand, decairam e, em alguns momentos (dias
42 e 56), foram menores que os no G-mono (P < 0,05). No dia 63, ndo se observaram
diferengas na ocorréncia de defeitos epiteliais (40% em G-mono e 33,3% em G-Sand),
entre os grupos da pesquisa (P > 0,05).

Avaliagbes conduzidas com o “software” imageJ mostraram que as cérneas de
G-Sand apresentaram menos fragbes de areas ulceradas, comparativamente as de G-
mono (Fig. 8B).
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Figura 8. Progressao das Ulceras e dos defeitos epiteliais em cérneas de coelhos dos grupos G-mono e
G-Sand. (A) Percentual médio de cérneas com defeitos epiteliais e positivas ao teste do tingimento pelo
fluoresceina sédica. (B) Fracdo média (%) de areas corneais ulceradas. Observe que as cérneas do G-
Sand apresentaram percentual reduzido de de areas ulceradas, comparativamente as cérneas do G-
mono, nos pos-transplantes dias 14 e 63.

As cérneas de G-Sand, no dia 63 de pods-transplante, apresentaram percentual

reduzido de areas contendo neovasos, comparativamente as corneas de G-mono

(Fig.9).
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Figura 9. Fracdes médias (%) de areas corneais contendo neovasos. Na avaliagdo do dia 14, as coérneas

de G-Sand apresentaram fragbes elevadas de areas contendo neovasos. Todavia, no dia 63 do pos-
transplante, elas apresentaram menos areas vascularizadas, comparativamente as cérneas de G-mono.

4.2. Analise da Intencao-de-Tratar

Os protocolos adotados para tratar os olhos de G-mono e de G-Sand foram
eficazes na resolucédo de 60% e de 66,70%, respectivamente, dos casos de defeitos
epiteliais corneais persistentes (P = 0,68), decorridos 63 dias de poés-transplante. Em
relacdo a opacidade corneal, nenhum dos protocolos, aos 63 dias de pos-transplante,
foi efetivo em sua resolugéo. Todavia, houve reducao na intensidade da opacificacéo,

sem diferenca entre os grupos (Fig. 7).

4.3. Morfometria Tecidual

No dia 14 de avaliagdo, as cérneas de G-Sand apresentaram epitélio mais
espesso (Tabela 2). Todavia, na avaliagdo do dia 63, quem apresentou coérneas com
epitélios mais estratificados e espessos foi 0 G-mono (Tabela 2). A espessura corneal
total foi menor em G-mono, nos dias 14 e 63 (P = 0.00). As corneas de G-Sand

apresentaram menos vasos no estroma (P = 0,00).
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TABELA 2. Parametros morfométricos obtidos para cérneas de coelhos com LSCD, nos grupos G-mono e G-Sand, ap0s 14 e 63 dias de poés-
transplante

Momentos de avaliagdo

Dia 14 Dia 63
Parametros G-mono G-Sand G-mono G-Sand
X DP X DP P X DP X DP P
Estratificac@o do epitélio corneal 282 0,13 2,44 0,78 0,05 4,77 0,15 2,00 0,81 0,00
Espessura do epitélio corneal 18,97 0,91 26,72 12,76 0,02 48,84 0,30 14,46 5,16 0,00
Espessura corneal total 720,60 3,00 512,50 2,15 0,00 604,30 15,40 317,30 9,91 0,00
Quantidade de vasos na cérnea 7,75 0,71 6,85 0,42 0,00 6,85 0,62 5,66 0,16 0,00

X, média; DP, desvio padrao.

Estratificacéo corresponde ao nimero de camadas de células epiteliais na cornea.
Espessuras estéo expressas em micrometros.

Diferencas foram significativas quando P < 0,05.
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4.4. Imuno-Histoquimicas e teste de TUNEL

4.41. Avaliacao das Culturas Celulares Quanto a Presengca de Células

Progenitoras e de Células em Proliferagao

As culturas do G-mono apresentaram mais células progenitoras, imunopositivas
para delta p63, do que as culturas G-Sand (Fig. 10 A, B). Com base no perfil da
imunomarcacao para delta p63, as culturas de G-mono foram ranqueadas como
frequéncia 3+ de intensidade alta, enquanto as do G-Sand o foram como frequéncia 2+
de intensidade média.

Relativamente as células em proliferacdo positivas para PCNA, elas foram mais
frequentes nas amostras do G-Sand (Fig. 10 A, C). As culturas do G-mono foram
ranqueadas como 2+ de intensidade média e as culturas de G-Sand o foram como 5+
de intensidade alta. Embora estudos na co-localizagdo assistida por “software” dos

imunomarcadores ndo tenham sido conduzidos, foi possivel notar, por inspecéo visual,

gue algumas das células em proliferacdo (PCNA+) eram progenitoras (delta p63+).
G-mono G-Sand

delta p63

(células proliferativas) (células progenitoras)

PCNA

e '. ;
; ‘ — @ ey _v_u):.;‘_(:;'._"?-:""" \
Figura 10. Fotomicrografias de culturas celuares imunomarcadas com anticorpos anti-delta p63 (A, B) e
anti-PCNA. As cabecgas de setas apontam para células imunomarcadas. Notar que a intensidade da

imunomarcagdo para delta p63 foi alta no G-mono e média no G-Sand. Ja a intensidades da
imunomarcacéo para PCNA foi média no G-mono e alta no G-Sand. Barra = 50 micrometros.
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4.4.2. Células Progenitoras, em Proliferagao e Apoptoticas nas Cérneas de
G-Mono vs. G-Sand

Aos 14 dias de poés-transplante, as corneas do G-mono foram ranqueadas,
segundo o perfil de imunomarcacdo para delta p63, como 3+ de intensidade alta,
enguanto as cérneas do G-Sand o foram como 2+ de intensidade média (Fig. 11 A, B).
No dia 63 de pos-transplante, as cérneas do G-mono tinham menos células
progenitoras (1+, apresentando imunomarcagdo de intensidade baixa), do que as
corneas de G-Sand (imunomarcagdo 3+ de intensidade meédia) (Fig. 11 C, D). Células
imunopositivas para delta p63 ndo foram observadas na camada apical dos epitélios
das amostras estudadas.

Relativamente as células em proliferacao imunomarcadas com anti-PCNA, no dia
14, as corneas de G-mono foram ranqueadas como 3+ de intensidade média e as de G-
Sand o foram como 2+ de intensidade média (Fig. 11 E, F). No dia 63, as cérneas de G-
Mono e as de G-Sand apresentaram perfis de imunomarcacdo para anti-PCNA
idénticos aos do dia 14 (Fig. 11 G, H). Foi possivel notar, por inspec¢do visual, que
algumas das células em proliferacdo (PCNA+) eram progenitoras (delta p63+).

Nenhuma das amostras apresentou células responsivas ao teste de TUNEL, ou

seja, com fragmentacdo cromatinica caracteristica de apoptose (Fig. 11 1, J).
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Figura 11. Fotomicrografias de cérneas imunomarcadas com anticorpo anti-delta p63 (A-D), anti-PCNA
(E-H) ou com o teste de TUNEL (I, J).No dia 14 de avaliacdo, a frequéncia e a intensidade da
imunomarcacédo para delta p63 foram maiores em cérneas de G-mono, porém, no dia 63, o padrdo se
inverteu. Tanto no dia 14 quanto no dia 63, a frequéncia de imunomarcagcao para PCNA foram maior no G-
Sand. As cabegas de setas apontam para células imunomarcadas. O teste de TUNEL nao detectou células
apoptéticas Como houve auséncia de marcagdo para TUNEL, para fins ilustrativos, apenas amostras do dia
63 estdo apresentadas. Barras = 50 micrometros (A-H), 20 micrémetros (1, J).
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5. Discussao

Coelhos sédo empregados em pesquisas oftalmicas pelo tamanho do bulbo do
olho e a facilidade de manejo e de manipulagdo. Estudos de LSCD rotineiramente
utilizam estes animais como modelos experimentais, apesar de diferentes
pesquisadores divergirem quanto a eficacia dos protocolos na inducédo de lesdes que
culminem em LSCD. Andrade e colaboradores (2009), por exemplo, reportaram
dificuldades para inducdo de LSCD em coelhos com o uso de &lcool. Em contraste,
Parente e colaboradores (2002; 2003), apesar de reconhecerem as dificuldades,
mostraram que a reprodutibilidade intra-laboratorial entre olhos com LSCD experimental
pode ser conseguida empregando-se protocolos de indu¢cdo combinados, envolvendo
tanto agentes quimicos quanto mecanicos, tal como o fora nesta pesquisa.

Terapias celulares envolvendo transplantacdo de células epiteliais limbais
autogenas, cultivadas sobre MA, emergem como opc¢éo para o tratamento da LSCD em
pacientes cujas terapias conservadoras estdo contraindicadas por requererem
imunosupressao sistémica prolongada. Como questdes determinantes para 0 sucesso
das terapias celulares, elencam-se o sitio de coleta das células ou dos explantes, os
procedimentos na preparacdo da superficie ocular a ser reconstruida, e a configuragédo
do sistema de cultivo empregado na expansao das células. Sendo assim, neste estudo,
parametros clinicos, morfométricos e imuno-histoquimicos foram estudados em corneas
com LSCD tratadas com células cultivadas em sistemas com diferentes configuracées,
ou seja, bidimensional (convencional) e tridimensional (sanduiche). Nao obstante, antes
de discuti-los, consideraces sobre a obtencéo das células e a preparacao da superficie
ocular devem ser tecidas, uma vez que se relacionam diretamente com os resultados
terapéuticos.

Relativamente a obtencao do limbo, Meyer-Blazejewska e colaboradores (2010)
mostraram que, em olhos humanos, o melhor local para explantacdo tecidual é a regido
limbal superior, que contém Palicadas de Vogt (GRIEVE et al., 2015) rica em projecdes
e em criptas contendo células progenitoras. Estima-se que um explante de 2 x 2 mm

coletado da regido limbal superior contenha, aproximadamente, 2.10% células. Embora
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olhos de coelhos sejam desprovidos de palicadas de Vogt, Towsend (1991) informa que
0 movimento centripeto de migracao celular proposto pela teoria XYZ ocorre também
nos coelhos, sendo factual encontrarem-se células tronco no epitélio limbal superior. A
regido dorsal do limbo de coelhos, ademais, € muito vascularizada comparativamente
ao restante do perimetro. Tal observacdo é importante porque h& evidéncias de que
areas estromais limbais de vascularizacdo intensa concentram maior populacdo de
células progenitoras epiteliais limbais corneais, por oferecerem nutricdo aos nichos de
CTs (MIRI et al., 2012; GRIEVE et al., 2015).

Previamente a qualquer tentativa de reconstrucdo da superficie ocular, é
essencial melhorarem-se as condi¢cdes do microambiente, para favorecer a viabilidade
de células remanescentes no tecido corneal e a das células que serdo carreadas. A
melhoria do microambiente decorre da atenuacéo ou da resolucéo de fatores biolégicos
gue ensejam danos teciduais e do controle de comorbidades. Destacam-se como
principais fatores biolégicos a serem atenuados ou diminuidos, a inflamacgéo superficial
crbnica, as doencas autoimunes, 0s agentes infecciosos, 0s tumores e o0s insultos
latrogénicos. Dentre as comorbidades, destacam-se condi¢cbes lacrimais, alteracfes
cicatriciais, a triquiase e a lagoftalmia (ATALLAH et al., 2016).

Em anos recentes, entendeu-se que sistemas de cultivo tridimensionais
poderiam fornecer células com caracteristicas fenotipicas e funcionais superiores as
ofertadas por sistemas bidimensionais (HAAS, 2000; ARTYM; MATSUMOTO, 2010;
SWIFT; PFEIFER; BROWVER, 2010; WANG; SUI, 2011). No caso de culturas de CTs,
foi proposto que a configuragdo sanduiche preserva a “stemness” (HAAS, 2000;
ARTYM; MATSUMOTO, 2010; BALLESTER-BELTRAN et al., 2015). Todavia, a
avaliacdo imuno-histoquimica das culturas deste estudo mostraram que o G-Sand
apresentou menor quantidade de células progenitoras do que o G-mono, porém
apresentou mais células em proliferacdo. A proliferacao celular é uma caracteristica de
células precursoras (TACs), derivadas da divisao das CTs, e de células epiteliais em
diferenciacdo (YOON; ISMAIL; SHERWIN, 2014). Interessantemente, por comparacao
visual entre amostras, foi evidente observar que algumas das células em proliferacédo

eram progenitoras. E, portanto, plausivel propor que a imunomarcacéo para delta p63
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foi menos intensa no G-Sand porque as CTs, ao invés de preservarem a vitalidade, se
dividiram originando TACs com alta capacidade proliferativa (YOON; ISMAIL;
SHERWIN, 2014). Claro que estudos de clonogenicidade s&o necessarios para
confirmar a hipétese. As vias pelas quais o cultivo sanduiche pode ter induzido diviséo
assimétrica de CTs nao foram investigadas no presente estudo, porém, é possivel que
ao receber estimulos dorsais e ventrais, as membranas das células tenham
reposicionado as integrinas, que sao proteinas transmembréanicas associadas com a
recepcdo dos estimulos mecanosensoriais oriundos do  microambiente.
Reposicionamento de integrina € um evento bem estabelecido em culturas celulares
(GOEL et al.,, 2010) e esta intimamente associado com crescimento e proliferacao
celular. Os achados deste estudo vao de encontro aos resultados de Hashemi e
colaboradores (2009), que avaliaram os efeitos da configuragdo sanduiche sobre
culturas de células da mucosa oral e observaram aumento relevante nas taxas de
proliferacao celular.

Apesar de G-mono e de G-Sand terem diferido nas frequéncias de células
progenitoras, os resultados apontam que, em ambas as culturas, elas excederam os 3%
propostos por Ahmad, Figueiredo e Lako (2006) como determinantes da viabilidade
terapéutica (RAMA et al., 2010). As excelentes frequéncias de células progenitoras
podem estar relacionadas ao meio de cultivo utilizado, ou seja, ao Epilife. Loureiro e
colaboradores (2013) mostraram que o Epilife, comparativamente ao meio epitelial
suplementado com horménio (SHEM) e ao meio queratindcito livre de soro (KSFM),
fornece culturas com mais células progenitoras positivas para delta p63 e para ABCG2
(membro 2 da subfamilia G de transportadores de cassetes de ligacdo de ATP), com
baixa velocidade de crescimento. O Epilife, diferentemente da maioria dos meios de
cultivo, ndo possui calcio, que estimula a diferenciacdo de células progenitoras
(MEYER-BLAZEJEWSKA et al., 2010). Outro fator a ser considerado € que as células
avaliadas neste estudo, além de cultivadas em meio de cultivo livre de célcio, foram
expandidas sem “air-lifting”, que consiste em baixar o nivel do meio ao nivel do epitélio
para induzir diferenciacéo celular via contato com o ar (BAN et al., 2003; KAWAKITA et
al., 2005; CHEN et al., 2010).
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Ha evidéncias de que culturas expressando delta p63 (células progenitoras),
guando transplantadas a superficie ocular, evoluem com riscos menores de
intercorréncias por exaustado celular do que culturas ricas em células diferenciadas
(PATHAK et al., 2016). Culturas de ceélulas progenitoras, contudo, séo dificeis de serem
transplantadas para a superficie ocular, pois elas sdo desprovidas de estruturas de
adesdo, o que prejudica sua permanéncia na superficie ocular (BAN et al., 2003). Na
presente pesquisa, para assegurar que as ceélulas seriam mantidas apos
transplantagéo, as corneas de G-mono foram revestidas com um “patch” de MA. Perdas
celulares nao foram consideradas intercorréncias potenciais no grupo G-Sand, uma vez
gue as células estavam confinadas entre duas camadas de MA.

Ti e colaboradores (2002) mostraram que a técnica de cultivo e de
transplantacédo celular est4 associada com um risco consideravel de intercorréncias,
como contaminagdo, perfuracdo corneal no intraoperatorio, infeccdo bacteriana,
hemorragia sob o enxerto, inflamacéo intensa e a ocorréncia possivel de cistos de
inclusdo conjuntival. Os resultados do presente estudo, todavia, ndo evidenciaram tais
intercorréncias. Muitas das manifestacdes clinicas encontradas nas corneas do G-mono
e do G-Sand sdo aquelas que acompanham a reparacdo corneal e nao divergem
daquelas reportadas em literatura, ainda que envolvendo outros tipos de terapia celular
em individuos com LSCD (Tl et al., 2002).

No presente estudo, os resultados clinicos do uso de células cultivadas em
sanduiche foram similares aos observados com o uso de células cultivadas em sistema
tridimensional. Interessantemente, em muitos dos coelhos deste estudo encontrou-se
ectropio iatrogénico. Achados similares foram reportados por Tl et al. (2002), que
admitiram que o blefarostato tenha contribuido para tal e enfatizam que a lagoftalmia
causada pelo ectrépio induz ceratopatias e enseja deiscéncia de MA, reduzindo a taxa
de sucesso terapeutico associado ao transplante, ademais causando diminuicdo do
espalhamento e da qualidade do filme lacrimal (GOMES, 2000). Uma vez que, no
presente estudo, apenas 19,42% e 52,3% dos animais ndo apresentaram qualquer
alteracdo palpebral superior e inferior respectivamente, admite-se o0 ectropio como

possivel fator critico na evolugéo clinica da reconstrucao cirirgica da superficie ocular,
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medida principalmente pela frequéncia e intensidade dos defeitos epiteliais persistentes
e das opacidades, os quais aos 63 dias de pos-transplante ndo haviam resolvido, como
revelado pela analise da intencao-de-tratar.

Outra justificativa poderia se tratar da propria acao do alcali, causando danos e
deformagbes nas estruturas circunvizinhas, como cicatrizes tanto conjuntivais como
palpebrais, diminuicdo do fornice conjuntival e simbléfaro (GOMES, 2000; TRIEF et al.,
2017). A injuria quimica ao atingir a conjuntiva, afeta as células de Goblet, levando a
reducdo ou mesmo auséncia do muco no filme lacrimal, podendo resultar em
ceratoconjuntivite seca (TRIEF et al., 2017).

Lai e colaboradores (2015) descreveram as alteracdes que ocorrem sobre uma
superficie ocular mal lubrificada ou exposta. A partir de 2 horas foi possivel encontrar
células inflamatérias migrando sobre o limbo e defeitos corneais epiteliais. Apdés 3
horas, observaram-se apoptose no epitélio corneal (teste de TUNEL). O ectrépio,
enquanto comorbidade, induz a inflamacéo crbnica. Este, e fatores adjuntos podem
influenciar negativamente a sobrevida de células transplantadas para a superficie
ocular, prejudicado a evolucao de corneas tratadas. Condi¢des outras que influenciam a
inflamacg&o superficial e, consequentemente, a viabilidade celular, sdo suturas incitando
angiogénese (Tl et al., 2002; GIACOMINI et al., 2014). A aplicacdo de suturas corneais
apresenta-se como uma linha ténue entre a manutencdo das células na superficie
corneal e o estimulo exacerbado da inflamacdo. Ademais, o grau de inflamacéo é
influenciado por protocolos antiinflamatoérios com esteroides e pela origem do substrato
biolégico (xendgeno ou autdgeno). No presente estudo e em muitos outros sobre
LSCD, antiinflamatorios nédo foram utilizados em face da presenca de metaloproteases,
ativadas por este grupo de farmacos (SUZUKI et al., 2003; BROOKS; OLLIVIER, 2004).

Os grupos G-mono e G-Sand n&do mostraram diferenca quanto a cinética das
lesbes (teste do tingimento pela fluoresceina sodica). Porém, no grupo G-Mono, as
areas desepitelizadas (positivas para o teste do tingimento pela fluoresceina sédica)
foram estatisticamente maiores aos 14 e 63 dias. Areas desepitelizadas exibem
guimiotaxia para células inflamatérias, causando edema, o que justifica a ocorréncia de

espessura corneal aumentada no grupo G-Mono (GAN et al., 1999). Também, células
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inflamatorias estimulam angiogénese, fundamentando a maior vascularizagdo no grupo
G-mono (GIACOMINI et al. 2014).

A atividade mitGtica € factual no epitélio basal do limbo (GAN et al., 1995). O
fechamento de lesGes corneais em coelhos é descrito como um processo bifasico, em
gue h& estagnacéo inicial, com proliferacdo das células basais do limbo, seguida pelo
deslizamento de células e a reposicdo do contingente celular (CROSSON; KLYCE;
BEUERMAN, 1986). Em situacdes injuriantes, o epitélio corneal pode expressar
marcadores de proliferacdo, como fora visto no presente estudo, em uma tentativa de
rapidamente reparar a leséo.

Em ambos os grupo, os olhos que apresentaram opacidade ndo foram os
mesmos que apresentaram positividade no teste do tingimento pela fluoresceina. Nota-
se que mesmo o defeito epitelial ndo estando mais presente, ainda havia opacidade de
moderada a severa em ambos 0S grupos da pesquisa. A transparéncia corneal
depende de outros fatores, além da reposicdo do contingente celular. A
supraorganizacdo de moléculas do estroma corneal, arranjadas de forma delicada e
precisa, de modo a permitir a passagem da luz, € afetada pela deficiéncia limbal. Ainda
gue a populacdo de células seja reposta, o desarranjo das fibras havera de permanecer
(HOLMES et al., 2001; BROOKS; OLLIVIER, 2004). Andrade e colaboradores (2010),
afirmam que a inducdo de dano limbal causa diminuicdo de proteoglicanos corneais.
Estes glicoconjugados possuem a importante funcdo de manter o arranjo regular e
equidistante das fibrilas de colageno, promovendo transparéncia. Ademais, 0S mesmos
autores afirmam que a les@o poderia causar diminuicdo da sintese de proteoglicanos
pelos ceratocitos ou mesmo um aumento na sua velocidade de degradacdo. A
opacidade também pode ser atribuida a falta de homogeneidade na espessura das
fibrilas de colageno no estroma, fato que poderia ter sido causado pelo uso de alcali,
gue gera saponificacao do tecido.

Diferencas espécie-especificas na organizacdo do colageno e na producdo de
moléculas de crescimento e de sobrevida que influenciam o comportamento de células
cultivadas podem justificar, entre outros fatos, a ocorréncia de opacidade corneal

persistente nos coelhos com LCSD, apos 60 dias de tratamento com MA contendo
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células, ao passo que, a este tempo, em cées e em seres humanos tém-se uma melhor
resolucéo das lesbes (BRUNELLI et al., 2007; ALDROVANI; LAUS, 2015).

Apesar das inumeras evidéncias de que o substrato e as condicdes do meio
semelhante ao nicho natural das células fornecem células superiores (BAN et al., 2003;
WANG; SUI, 2011), a similaridade dos resultados clinicos, morfométricos e imuno-
histoquimicos entre os grupos do presente estudo corrobora com os resultados de
Pathak e colaboradores (2016), que observaram que o substrato de expansao celular &
menos importante que o meio de cultivo para o desenvolvimento de células “ex-vivo”.
No presente estudo, a Unica vantagem oferecida pelo G-Sand foi um maior contigente
de células progenitoras na cérnea tratada, o que pode influenciar a vitalidade e a
sobrevida do transplante em longo prazo. Maior observacao temporal seria necessaria
para confirmar a hipotese.

Técnicas inovadoras, alternativas a terapia celular com células epiteliais limbais,
tém sido propostas para tratar cérneas com LSCD, dentre elas o transplante simples de
epitélio limbal (SLET) e o uso de diferentes tecidos no cultivo de constructos para
transplante (v.g., COMET) (ATALLAH et al., 2016). O SLET, por exemplo, foi proposto
por Sangwan e colaboradores (2012), que preconizaram as seguintes etapas: coleta de
2 mm de tecido limbal, sec¢Oes deste tecido em 8 a 10 explantes, distribuicdo e fixagéo
sobre a face epitelial de membrana amniética com cola de fibrina, transplantacdo para a
superficie corneal do paciente apoés retirada do pannus epitelial. Para manutencéo dos
SLETs, emprega-se uma de lente de contato que é retirada 7 dias depois. Os
resultados mostraram-se satisfatorios, e os pacientes apresentaram melhora nas
condicdes visuais. Unica ressalva é o tamanho da casustica, que incluiu apenas seis
pacientes. Em 2016, Vazirani e colaboradores avaliaram os resultados do SLET em 68
olhos. Os autores observaram evolugdo clinica superior a obtida na presente
investigacdo e em outras em que se utilizaram de terapia limbal. Encontrou-se
superficie epitelizada, avascular e estavel, em 85% dos casos, no interregno de seis
meses.

A literatura Veterinaria carece de estudos a respeito da LSCD (ALDROVANI;
LAUS, 2015; SANCHEZ; DANIELS, 2016), sao escassos os trabalhos que descrevem a
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sindrome, facilitando, desta forma, a extrapolacdo de dados da Medicina para a
Veterinaria. Brunelli e colaboradores (2006) acompanharam a evolucéo clinica de caes
apos a inducéo da deficiéncia limbal, dentre os sinais clinicos apresentados a longo
prazo (30 dias), citam-se 72,2% dos animais apresentando neovascularizagéo central,
100% com conjuntivalizacdo, edema corneal ausente em 5,6%, leve em 55,5%,
moderado em 33,3% e severo em 5,6%, tecido de granulacdo ausente em 61,1%, leve
em 16,7%, moderado em 5,6% e severo em 16,7%, pigmentacdo corneal ausente em
27,8%, leve em 61,1% e moderada em 11,1%. Estes resultados exemplificam a
diferenca entre os comportamentos das diferentes espécies a LSCD. Apesar das
diferentes apresentacdes, alguns dados sao corroborados através da resposta positiva
de cées ao transplante limbal, como os descritos por Brunelli e colaboradores (2007) e
por Brito, Cunha e Laus (2010), perpetuando papel essencial do limbo na renovacao e
manutencao celular.

Existem indicios de afec¢des que acometam a cOrnea e que possam apresentar
um padrdo diferenciado de LSCD, como na ceratoconjuntivite seca e na ceratite
pigmentar, em que, possivelmente, ocorrem alteracdes no nicho das CT e que,
consequentemente, causem a pigmentacdo observada nestas doencas e no modelo
proposto por Brunelli e colaboradores (2006). Para ratificar estas afirmacdes, existe a
necessidade de estudos avancados e especificos. Pesquisas sobre teldcitos e sua
atuacao, localizacdo de CT, marcadores especificos e o diagndstico em animais de
companhia sdo essenciais para a aplicacdo de técnicas e para o sucesso de terapias,
Sanchez e Daniels (2016) reiteram que a extrapolacdo de dados de uma espécie para

outra nem sempre é possivel ou prudente.
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6. Conclusodes

Os resultados do presente estudo sugerem que modificagbes na configuragao do
sistema de cultivo, de bi- para tridimensional, quando envolvem MA como substrato,
elevam a proliferagéo celular, mas ensejam perda de células progenitoras intensamente
imunomarcadas para delta p63. Ademais, que elas ndo sao decisivas para o desfecho
terapéutico, pois os achados clinicos do G-Sand foram equiparaveis aos do G-mono.
Como vantagem do G-Sand, ele foi associado com maior quantidade de células
progenitoras na cérnea, o que teoricamente pode influenciar a viabilidade ou a

sobrevida dos transplantes.
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8. Implicagdes

Dado que a configuracdo do sistema de cultivo celular, estabelecida com MA,
nao é fator determinante para o sucesso da terapia celular limbal, desfechos negativos
gue eventualmente acompanham o método de cultivo convencional, sobre a face de um
substrato, ndo sao resolvidos pela conversdo de bi- para tridimensional. A terapia
celular continua repleta de intercorréncias, apesar de, na atualidade, ser promissora e
superior aos transplantes limbais do passado. Novas pesquisas devem ser realizadas
na tentativa de melhorarem-se os resultados da terapia celular limbal. Além disso, h&
imprescindibilidade na otimizacdo dos modelos experimentais, uma vez que defeitos
palpebrais ndo foram descritos apenas na presente pesquisa e € notoria a influencia
gue este fato acarreta na evolucgao clinica do experimento.

Na Veterinaria, existe a necessidade da identificacdo da localizacdo exata das
células progenitoras, fato que possibilitaria o0 emprego de cultivos celulares em céaes e
em outras espécies domésticas, além de esclarecimentos sobre a patogenia da
deficiéncia limbal.

E possivel que o advento de novas tecnologias, como as que empregam
métodos automaticos e eliminam a mao de obra humana, possibilite, no futuro préximo,
uma expansdao segura de culturas celulares com caracteristicas superiores. Também, o
emprego de robds cirurgibes em cirargias oftalmicas, como ja vem ocorrendo em paises
da Europa, certamente diminuirdo intercorréncias e dificuldades cirdrgicas associadas a
reconstrucdo da superficie ocular, possibilitando maior precisdo na transplantacdo dos
constructos de bioengenharia, e melhorando resultados pds-operatorios. Técnicas
alternativas a terapia limbal estdo comecando a ser exploradas pelos diferentes centros

de pesquisa e tratamento em oftalmologia, incluindo o nosso.
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APENDICE A

Fotomicrografia de cortes de rim humano, que foram na presente pesquisa utilizados
como controles positivos para as imuno-histoquimicas destinadas a detecgado de
células progenitoras (anti-delta p63) (A) e de células em proliferagao (anti-PCNA) (B).
Barra = 50 micrémetros.
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APENDICE B

ALk
Fotomicrografia de amostra controle do teste de TUNEL. As células apoptoéticas
marcaram em marrom-castanho intenso (cabegas de setas). Barra = 20 micrémetros.



