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RESUMO

A oftalmologia exige cada vez mais a necessidade de se buscar tratamentos eficazes, seguros,
menos onerosos e com aplicabilidade para as diversas oftalmopatias. Esta pesquisa teve por
objetivo avaliar os efeitos da utilizacdo de células-tronco mesenquimais de medula 6ssea de
coelhos (CTMMO-co), aplicadas pela via subconjuntival, no tratamento da Ulcera de cdrnea
profunda induzida em coelhos. As CTMMO-co de coelhos foram previamente isoladas e
caracterizadas no Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com Células-Tronco
NUPCelt/UFPI. Foram utilizados 24 coelhos da raca Nova Zelandia, fémeas, adultas e higidas,
divididas em 6 grupos com 4 animais cada: os grupos G1-7, G1-15, G1-30, receberam aplicacéo
de CTMMO-co via subconjuntival na concentragido de 1x10%/0,2ml de PBS, marcadas com
nanocristais fluorescentes (Q-tracker®) e foram avaliados por um periodo de 7, 15 e 30 dias,
respectivamente; nos grupos G2-7, G2-15 e G2-30, os animais foram submetidos a técnica
cirirgica de enxerto corneoconjuntival, e também, avaliados por 7, 15 e 30 dias. Os sinais
clinicos foram avaliados diariamente, durante os periodos indicados e ao final de cada tempo de
avaliacdo, as coelhas foram eutanasiadas e submetidas & coleta de coOrneas para analisaes
histopatologica e imunohistoquimica. Macroscopicamente, nos animais dos grupos tratados com
CTMMO-co, foi verificada inexisténcia de opacidade e de vascularizacdo da cdrnea, durante
todo o experimento, engquanto, nos animais submetidos ao enxerto corneoconjuntival, a
opacidade da cornea variou, de severa, leve, e mesmo ausente, entre os animais, com diferenga
significativa entre 0os grupos, exceto entre G1-7 e G2-7. Quanto aos demais sinais clinicos,
dentre eles, blefarospasmo, dor e fotofobia, ocorreram de forma mais discreta, nos animais
tratados com CTMMO-co em relacdo aos com enxerto corneoconjuntival, apresentando
diferenca estatistica (p<0,05). A reepitelizacdo evidenciada por auséncia do tingimento da cornea
pela fluoresceina, ocorreu precocemente nos animais dos grupos tratados com CTMMO-co, em
média aos 6 dias, e nas coelhas do enxerto corneoconjuntival a média foi de 10 dias pés-
operatorio, apesar de ndo apresentarem diferencas estatisticas significativas. Na andlise
histopatoldgica, vascularizagdo e infiltrado inflamatdrio diferiram significativamente entre os
tratamentos, uma vez que, nos grupos com CTMMO-co ndo foi observada vascularizacéo, e o
infiltrado inflamatorio apresentou-se discreto, e, apenas no G1-7. Por outro lado, nos animais
submetidos a cirurgia com enxerto corneoconjuntival essas alteracdes variaram de médias a
intensas, sendo o infiltrado inflamatério caracterizado por polimorfonucleares, sobretudo
eosinofilos. O espessamento da cornea foi mais evidente no grupo de coelhos com o enxerto
diferindo significativamente entre os tratamentos em relagdo aos grupos tratados com CTMMO-
co. Outras alteracdes como, hiperplasia, hipertrofia, e degeneracdo hidrépica do epitélio corneal
e fibroplasia, foram evidenciadas, porém, ndo diferiram estatisticamente entre os grupos. A
imunomarcacdo com o Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) apresentou diferenca
significativa nos tratamentos, sendo mais intensa nos animais submetidos a cirurgia com enxerto
corneoconjuntival, com marcacdo bem evidente tanto no epitélio quanto no estroma, diferindo
dos tratados com CTMMO-co, que apresentaram marca¢fes mais discretas, na maioria, apenas
no epitélio. Conclui-se que a terapia com aplicacdo subconjuntival de CTMMO-co, além de
menos invasiva e de facil realizacdo, apresenta melhores resultados que a técnica cirargica de
enxerto corneoconjuntival, quanto aos parémtros clinicos, bem como, o0s achados
histopatoldgicos e imunoistoquimicos. Assim, o uso de CTMMO-co por via subconjuntival é
viavel para o tratamento de Ulcera de cornea profunda em coelho, podendo ser realizado em
ambiente ambulatorial, por técnico devidamente treinado.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, Ulcera de cornea, coelhos, histopatologia, Fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF).



ABSTRACT

Ophthalmology increasingly requires the need to seek effective, safe, less expensive treatments
with applicability to the various ophthalmopathies. The aim of this study was to evaluate the
effects of the use of mesenchymal stem cells from rabbit bone marrow (BMSC-co), applied by
the subconjunctival route, in the treatment of induced deep corneal ulcers in rabbits. The BMSC-
co of rabbits were previously isolated and characterized in the Integrated Nucleus of Morphology
and NUPCelt / UFPI Trunk Cell Research. 24 female New Zealand rabbits, adult and healthy,
were divided into 6 groups with 4 animals each: the groups G1-7, G1-15, G1-30, were submitted
to subconjunctival BMSC-co at the concentration of 1x106/0.2ml PBS, labeled with fluorescent
nanocrystals (Q-tracker®) and evaluated for a period of 7, 15 and 30 days, respectively; in the
G2-7, G2-15 and G2-30 groups, the animals were submitted to the surgical technique of
corneoconjunctival graft and also evaluated for 7, 15 and 30 days. Clinical signs were evaluated
daily during the indicated periods and at the end of each evaluation time the rabbits were
euthanized and submitted to corneal collection for histopathological and immunohistochemical
analyzes. Macroscopically, in the animals of the BMSC-co treated groups, there was no opacity
and corneal vascularization during the whole experiment, while in animals submitted to the
corneoconjunctival graft, cornea opacity ranged from severe, mild, and even absent, between
animals, with significant difference between groups, except between G1-7 and G2-7. Other
clinical signs, such as blepharospasm, pain and photophobia, occurred in a more discrete way, in
the animals treated with BMSC-co in relation to those with graft, presenting a statistical
difference (p <0.05). Other clinical signs, such as blepharospasm, pain and photophobia,
occurred more discreetly in the animals treated with BMSC-co than in the corneoconjunctival
grafts, presenting a statistical difference (p <0.05). The reepithelialization evidenced by absence
of corneal dyeing by fluorescein, occurred early in the animals of the groups treated with BMSC-
co, on average at 6 days, and in the corneoconjunctival graft rabbits the mean was 10
postoperative days, although they did not present statistical differences significant. In the
histopathological analysis, vascularization and inflammatory infiltrate differed significantly
between treatments, since no vascularization was observed in the groups with BMSC-co, and the
inflammatory infiltrate was discrete, and only in G1-7. On the other hand, in the animals
submitted to surgery with corneoconjunctival graft, these alterations varied from medium to
intense, and the inflammatory infiltrate was characterized by polymorphonuclear, mainly
eosinophilic. Corneal thickening was more evident in the rabbit group with the graft differing
significantly between treatments in the groups treated with BMSC-co. Other alterations, such as
hyperplasia, hypertrophy, and hydropic degeneration of the corneal epithelium and fibroplasia,
were evidenced, but did not differ statistically between the groups. Immunostaining with the
vascular endothelial growth factor (VEGF) showed a significant difference in the treatments,
being more intense in the animals submitted to corneoconjunctival graft surgery, with evident
marking both in the epithelium and in the stroma, differing from those treated with BMSC-co,
which presented more discrete markings, mostly only on the epithelium. It is concluded that the
therapy with subconjunctival application of BMSC-co, besides being less invasive and easy to
perform, presents better results than the surgical technique of corneoconjunctival graft, as well as
clinical parameters, as well as histopathological and immunohistochemical findings. Thus, the
use of BMSC-co by subconjunctival route is feasible for the treatment of deep corneal ulcer in
rabbit, and can be performed in an outpatient setting by a properly trained professional.

Keywords: mesenchymal stem cells, corneal ulcer, rabbits, histopathology, vascular endothelial
growth factor (VEGF).
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O globo ocular é constituido pelas tanicas fibrosa, vascular e nervosa. A tanica fibrosa,
por sua vez, compreende a cornea e a esclera, estas isolam o contetdo interno ocular do meio
externo, conferindo protecdo as estruturas interna do globo (SLATTER, 2005). No coelho adulto
o comprimento axial do bulbo ocular é de aproximadamente 156 mm. A cdrnea,
histologicamente composta por quatro camadas: epitelial e ldmina basal, estroma, membrana de
Descement e camada endotelial, mede aproximadamente 0,41-0,48 mm de espessura, e 12,6 mm
de diametro (VALINHOS et al., 2012; JEKL, 2015).

A camada epitelial € constituida por um epitélio escamoso estratificado, composto por
uma fileira de células basais colunares alongadas, duas camadas de células poligonais e, na
superficie externa, trés camadas de células em forma de asas e uma camada de células
escamosas. (ANDREGHETTI et al., 2008) Estas se dividem continuamente, e quando
amadurecem emergem para a superficie da camada epitelial, apresentam-se grandes, planas,
poligonais e com microvilos (STADES, 1999). Esta camada cria a primeira barreira para o
ambiente externo e é parte integrante da interface com o filme-cornea lacrimal que é critica para
0 poder de refragcdo do olho, e caracteriza-se pela extrema uniformidade do limbo ao limbo.
(DELMONTE; KIM, 2011).

Contiguo ao epitélio corneano encontra-se a membrana basal epitelial, que constitui a
matriz extracelular, altamente especializada, forma uma delgada camada acelular com papel
importante na homeostase, na cicatrizagdo e enfermidades da cdérnea, importante no isolamento
dos fatores de crescimento epiteliais dos estromais (TORRICELLI et al., 2013), sendo
constituida principalmente por colageno tipo IV, lamininas, e por proteoglicano de heparan
sulfato (MA et al., 2009).

O estroma subjacente a membrana basal compreende a maior parte da cornea do coelho,
cdo e homem, representando quase 90% da sua espessura (JIANG et al., 2017), esta limitado
anteriormente pela membrana basal da camada epitelial e posteriormente pela membrana de
Descement, é constituido de feixes de fibras de colageno, fibroblasto e substancia adesiva. As
fibrilas dispostas de forma paralelas ddao origem a lamelas, com linfocitos entremeados,
macrofagos e neutréfilos (SLATTER, 2005). Os principais componentes do estroma s&o
colagenos do tipo I, I, V, VI e XII; glicosaminoglicanos, sulfatos de keratan, sulfatos de

dermatan, sulfatos de condroitina, glicoproteinas, bem com ceratécitos, que sdo 0s componentes
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celulares predominantes do estroma da cdrnea, que estam envolvidos na manutengdo da matriz
extracelular (MEC), e sdo distribuidos entre as lamelas do estroma (DELMONTE; KIM, 2011).

A membrana de Descement esta localizada posterior ao estroma e anterior a camada
endotelial, € elastica, acelular, e considerada membrana basal da camada endotelial. A camada
endotelial é a dltima camada da cornea, é formada por uma Unica camada de células, estd em
contato direto com o humor aquoso, revestindo toda a cdmara anterior. Apresentam intensa
atividade metabodlica. No homem, densidade de células endoteliais ao nascer em uma cornea
normal € de 3500 a 7000 células / mm2 (WILLOUGHBY et al., 2010).

A transparéncia da cornea é fundamental para a perfeita percepcdo do estimulo visual
que atinge a retina, sendo favorecida pela auséncia de vascularizacdo, pela composi¢édo de
epitélio ndo queratinizado (AHMAD et al., 2010), auséncia da bainha de mielina em sua
inervagdo (MULLER et al., 2003), e pelo controle exercido pela camada endotelial da entrada de
excesso de liquido no estroma (EDELHAUSER, 2006)

Por sua posicdo anatdmica deixar a cOrnea exposta a torna vulneravel as leses, como
traumas por corpo estranho, infec¢des por bactérias, fungos e virus, podendo levar a formacéo de
Glceras. Outras etiologias de Ulceras de cornea sdo conformacdes palpebrais anormais,
posicionamentos anormais dos cilios, conformacgédo do cranio, pregas nasais, exposicao escleral,
enfermidades como ceratoconjuntivite seca, lagoftalmo, traumas, infeccdes bacterianas
(MANDELL; HOLT, 2005; PACKER et al., 2015),

As Ulceras de cornea sao classificadas quanto a profundidade em superficiais, profundas,
e em descementocele,. Sdo comuns em cdes com menos de 3 anos de idade, pois estdo em seu
periodo de vida mais ativo, sendo aquelas em decorréncia de trauma, mais prevalentes
(MANDELL; HOLT, 2005; KIM et al., 2009).

O diagnostico das Ulceras de cornea é realizado através de exames clinicos com o auxilio
de magnificacdo com lupas, biomicroscopio com lampada de fenda; citologia e cultura e
antibiograma, utilizacdo de teste de Schirmer, e corantes de fluoresceina (ION et al., 2015;
JAKSZ et al., 2017). O diagnostico preciso norteara a conduta terapéutica a ser adotada, que,
poderd ser realizada através da instituicdo de tratamento clinico, ou pela associacdo de
tratamento clinico e protocolos cirdrgicos (HERRERA, 2008).

O tratamento clinico se baseia na utilizacdo de substituto da lagrima, antibidtico,
antiiflamatorio, cicloplégicos, lentes de contato, produtos derivados do fator de crescimento,
produtos derivados do sangue (EURIDES et al., 2010). O plasma rico em plaquetas (PRP), um

dos produtos derivados do sangue, tem a vantagem de ser um procedimento ndo cirdrgico, de
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baixo custo, e de facil obtencédo, e que demonstrou eficiéncia em Ulceras corneanas extensas nao
infecciosas superficiais em coelhos (ACOSTA et al., 2014), no entanto, tem efeito limitado na
cicatrizacao de Ulcera estromal profunda (WU et al., 2015). Deve-se levar em consideracdo o seu
potencial de transmissdo de doencas infecciosas, necessitando de uma rigorosa triagem para
doengas infecciosas durante todo o processo de producdo (LI et al., 2013).

Inimeras técnicas cirdrgicas sdo empregadas atualmente no tratamento das Ulceras de
cornea, dentre alas, o flap de terceira palpebra, confeccbes de enxertos conjuntivais livres e
pediculados, recobrimento conjuntivais totais ou parcial, enxerto corneoconjuntivaival,
recobrimento com membranas biol6gicas naturais como cépsula esplénica (EURIDES et al.,
2013), de pericardio (HUNNING et al., 2009; DULAURENT et al., 2014), membrana amniética
(PONTES et al., 2012), submucosa de intestino delgado suino (VANORE et al., 2007).

O flap de terceira palpebra € uma técnica utilizada nos casos em que hd uma
impossibilidade se fixar pontos na cornea. Esta técnica, quando associada ao uso de colirios
antibidticos, cicloplégicos e inibidor de protease, é eficaz no tratamento de Ulcera colagenolitica
(SILVA et al., 2015); no entanto, em lesdes severas da cornea, 0 recobrimento com a terceira
palpebra ndo € eficiente para reposicdo da substancia propria e para suprimento sanguineo, bem
como, dificulta a administracdo de medicamentos oftalmicos, e impossibilita a visualizacéo e
avaliacdo da lesdo da cornea (EURIDES et al., 2013).

Os recobrimentos conjuntivais fornecem um suprimento vascular aplicados diretamente
no leito vascular corneano lesionado, favorecendo uma defesa mais rapida frente a agressdo
bacteriana, como os retalhos conjuntivais 180°, que sdo empregados em lesbes corneanas que
ocorrem proximas ao limbo da cérnea; os de 360° que sdo indicados para tratamento de Ulceras
corneanas extensas, que impossibilitem suturas na cornea, (PUMPHREY, 2011; DORBANDT et
al., 2015). Estas técnicas podem promover cicatrizacdo vascular levando a deposicdo de tecido
de granulacdo e posterior cicatriz fibrovascular exagerada, com ocorréncia de leucoma cicatricial
denso, irregular e vascularizado (FERREIRA et al., 2013).

A técnica cirurgica de enxerto conjuntival pediculado € realizada em cérneas com Ulceras
profundas, sua largura deve ser suficiente para cobrir a lesdo corneana e manter suprimento
sanguineo a mesma (HERRERA, 2008). O enxerto corneoconjuntival, € uma técnica cirargica
que utiliza enxerto autdgeno, através da confeccdo de um pediculo de cornea e conjuntiva
aderidas com a finalidade de reparar lesGes profundas na cornea, ndo apresenta o indesejavel
risco de rejeicdo, no entanto, € necessaria que a area periférica da Ulcera esteja sadia. Uma
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vantagem da técnica é que o enxerto que recobre o eixo visual é constituido de tecido corneano,
minimizando cicatrizes e opacidades (GELATT, 2003).

As Ulceras de cOrnea sdo causadas por danos ao epitélio e quantidades variaveis de
estroma, podendo atingir estruturas mais profundas como a membrana de Descement, ou mesmo
a camada endotelial. Nas Ulceras superficiais, sem que haja comprometimento da membrana
basal da cornea, o processo de cicatrizacao se dara através da migragcdo, mitoses, e deslizamentos
das células das camadas epiteliais circunjacentes, e de células-tronco do limbo para cobrir a
lesdo, processo que pode durar de 4 a 7 dias, e, geralmente, sem produzir opacidades
significativas (HERRERA, 2008; TORRICELLI et al., 2014). No entanto, quando ha
comprometimento com destruicdo da membrana basal, e acesso ao estroma, o processo de
reparacdo se desenvolvera de forma mais lenta (JAKSZ et al., 2017).

Quando de uma injuria corneana, uma cascata de eventos é desencadeada com a
finalidade de restaurar a homeostasia corneana, sendo mediada por citocinas e receptores,
quimiocinas, fatores de crescimentos, células epiteliais, ceratocitos estromais, fibroblastos,
celulas inflamatorias, e células derivadas da medula dssea, lacrimal, nervos, e do sistema
imunoldgico (OLIVIER et al., 2007; TORRICELLI et al., 2014).

A apoptose representa um mecanismo de morte celular programada em que a liberacao de
enzimas lisossomais ou outros componentes intracelulares s@o incapazes de lesar tecidos
vizinhos, e que as citocinas oriundas da leséo epitelial sdo o principal fator que desencadeia este
processo celular (NETTO et al., 2005). A localizacdo dos eventos no processo de reparacao
corneana € influenciada pela localizacdo de apoptose dos ceratocitos, sendo aquelas mortes
préximas a superficie da cornea sdo as primeiras alteracdes estromais observadas apos lesdo do
epitélio corneano (WILSON et al., 2001).

Uma diversidade de citocinas inflamatérias estd presente no complexo processo de
reparacdo das lesGes corneanas, e tanto estas, quanto seus receptores estdo presentes nas células,
e quase sua totalidade € produzida por células inflamatérias como polimorfonucleares, linfocitos,
mondcitos/macrdfagos, baséfilos/mastdcitos e eosindfilos (PONTES et al., 2011).

Embora concentragdes muito elevadas de interleucinas IL-1a e IL-1P sejam observadas
no epitélio, muito pouco sinal de IL-1 é detectado no estroma sub-adjacente, exceto dentro de
poucas células do estroma que estdo presentes em algumas secdes (BARBOSA et al., 2010).
Estas IL sdo sequestradas nas do epitélio, isoladas das células estromais na cérnea normal, até

que uma lesdo de magnitude suficiente para quebrar a funcdo da barreira epitelial ou danificar
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diretamente as células epiteliais basais e promova sua liberacdo, quando ganham acesso ao
estroma exposto (NETTO et al., 2005).

Diversos fatores de crescimento e citocinas sao produzidos pelas células da cornea e estdo
envolvidos na quimiotaxia de ceratécitos em lesdes epiteliais, dentre eles, fator de crescimento
epidérmico (EGF), Fator de crescimento transformador (TGF-B1), fator de crescimento derivado
das plagquetas (PDGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I), fator de crescimento
de queratindcitos (KGF), fator de crescimento dos hepatécitos (HGF), fator de crescimento de
necrose tumoral (TNF-a), fator de crescimento fibroblastico acido (aFGF), e interleucinas (IL) -
1, -6 e -10, que tém efeitos especificos nas células epiteliais (ANDRESSEN et al., 1998;
LJUBIMOV; SAGHIZADEH, 2015).

Em corneas ndo lesadas, o epitélio corneano juntamente com a membrana basal epitelial
controla o contato dos fatores de crescimento e citocinas derivadas do epitélio, como TGF-B1 e
PDGF, com as células estromais e / ou, na direcdo oposta, impede o contato dos fatores de
crescimento derivados do estroma, tais como KGF, com o epitélio (KIM et al,
1999; LJUBIMOV; SAGHIZADEH, 2015), da mesma forma, a membrana de Descement
controla a penetracdo da TGF- Bl a partir do humor aquoso, controlando seus efeitos nos
ceratocitos estromais (MARINO et al., 2017).

O PDGF e o TGF-B, participam de interagdes estroma-epiteliais envolvidas na geracéo de
miofibroblastos associados a opacidade estromal da cérnea. Este fendbmeno ocorre quando ha
uma lesdo na cdrnea, seja por queimadura quimica, trauma cirargico, ou uma infeccdo
microbiana, que comprometa a camada epitelial e membrana basal, deixando o estroma exposto
ao TGF-3 e PDGF, que ativarao os ceratécitos a sofrerem transdiferenciacdo em miofibroblastos,
(KAUR et al., 2009b; SAIKA et al., 2016). O PDGF, ainda, aumenta a sintese de fibronectina,
acido hialurdnico, colagenase e de outros fatores de crescimento (TEIXEIRA, 2014).

O TGF- Bl aumenta os efeitos promotores de crescimento do EGF nos ceratécitos,
provevelmente por aumentar o nimero de receptores de alta afinidade do EGF, sendo assim,
sugere-se que 0 EGF e o0 TGF-B1 estdo intimamente envolvidos na modulagdo da proliferagao de
células, e cicatrizacdo de feridas na cornea (HONGO et al.,1992).

Apo6s as células inflamatdrias terem retirado restos de tecido lesado e detritos, 0s
ceratocitos, que sdo células especializadas, ativados, comegam a produzir colageno de reposicao,
e componentes da matriz extracelular (PLUMMER, 2017). Os fibroblastos formados a partir de

ceratocitos ativados, fabricam coldgeno para reparo do estroma com deposicdo aleatoria, o que
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leva a formacdo de cicatriz, estimulando neovascularizagcdo da cdrnea, com vasos sanguineos
limbais direcionados para a ferida (MILLER, 2001).

Quando ocorre a cicatrizacdo da lesdo corneana, com a reconstrucdo estrutural da
membrana basal, essa camada retoma a sua funcao de barreira entre o epitélio e o estroma, e 0s
niveis de TGF-B derivados do epitélio no estroma, provavelmente caem (NETTO et al.,
2006), por sua vez, quando estes caem para niveis criticamente baixos, as IL-1a ou IL-1B podem
desencadear a apoptose de miofibroblastos, visto que, como ocorre em ouros érgdo em relagédo
aos miofibroblastos, na cornea, o TGF demonstrou acdo opostas as IL-1a ¢ IL-1p, neutralizando
seus efeitos ( KAUR et al., 2009a),

A cicatrizacdo incompleta da leséo do epitélio da cdrnea, leva ao recrutamento de células
inflamatorias, principalmente, os neutrofilos, levando a sintese e ativacdo das metaloproteinases
da matriz (MMPs), que sdo enzimas que degradam a matriz extracelular da cornea (WONG et
al., 2002). As MMPs, as proteinases serinas, a neutrofilo elastase, agem na cérnea na degradacgéo
de colagenos dos tipos 111 e 1V, bem como de componentes da matriz extracelular como laminina
e fibronectina (PERCHES et al., 2012).

A cornea, principal meio refrativo do olho, € dotada de privilégio angiogénico
conseguido através do equilibrio entre mecanismos pré e antiangiogénicos. Quando este
equilibrio é quebrado por alguma alteracdo corneana como, injdrias quimicas, mecanicas,
degenerativas ou infecciosas, em favor dos fatores pr6-angiogénese, haverd desenvolvimento de
neovasos que podem comprometer severamente a qualidade refrativa da cérnea, sendo que neste
processo, 0s macréfagos sdo responsaveis pela liberacdo dos fatores pro-angiogénicos, FGF e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que estimulam a producdo e migracdo de
células endoteliais (RODRIGUES, 2015). Dentre os fatores angiogénicos, a IL-1 derivada das
células epiteliais necroticas da cornea induzem a producdo de IL-6 pelos fibroblastos corneais,
resultando em elevados niveis de VEGF (EBIBARA et al., 2011).

Estudos em animais mostram que a expressdo aumentada do VEGF é uma condicgédo
necessaria para a inducdo da neovascularizagdo ocular, e que somente esse aumento é suficiente
para induzir esse processo (DAMICO, 2007). Esse fator atua através da ligacdo a receptores
especificos de atividade tirosina quinase, presentes na superficie das células endoteliais e em
células derivadas da medula déssea em trés receptores: VEGFR1(FIt-1), VEGFR2(KDR), e
VEGRR3. O VEGF-A liga-se aos Flt-1 e ao KDR, sendo este ultimo, considerado o principal
receptor deste fator de crescimento, e medeia os efeitos proliferativos deste nas células

endoteliais vasculares (CARMELIET, 2003; ZHONG et al., 2018).
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O VEGF-A apresenta pelo menos seis isoformas diferentes, com 121, 145, 165, 183, 189
e 206 residuos de aminodacidos. Estudos sugeriram que o VEGF1¢s5 €, provavelmente, a isoforma
mais importante nas acdes do VEGF-A, sendo uma molécula-chave na indugédo da angiogénese e
vasculogénese, causando proliferacdo, brotamento, migracdo e formacdo de tubo de células
endoteliais (FERRARA et al., 2003; TAMELLA et al., 2005 ).

Foi constatado que o VEGF-A e VEGFR-2 estdo presentes nas corneas lesadas ou néo,
sendo ativos na fase de cicatrizacdo da ferida, e expressos no epitélio proliferativo, ceratocitos e
endotélio, sendo que estes resultados representam uma nova via, envolvendo a expressao
sequencial de VEGF-Auss € seu principal receptor para respostas proliferativas, para ativacao e
interacdo de queratindcitos, nas células epiteliais e endoteliais da cornea e conjuntiva, e células
endoteliais vasculares e granuldcitos, na lesdo corneana (GAN et al., 2004 ). Assim como ja foi
constatato 0 aumento da expressdao de VEGF em lesdo corneana (DAMICO, 2007), pesquisas
tem demonstrado bons resultados no tratamento dessas lesdes com uso de CTMs (JIANG et al.,
2010; YAN et al., 2014; JIANG et al., 2017), e atribuem esses resultados ao papel
imunomodulador dessas células na expressao positiva de fatores com atividade antiinfiamatéria e
antiangiogénica, bem como supressao de fatores inflamatorios e angiogénicos, dentre eles, o
VEGF-A (OH et al., 2010; LAN et al., 2012; YAO et al., 2012; HOS et al., 2016).

No que se refere as células-tronco, sdo células indiferenciadas, com capacidade de auto-
renovacao através de replicacdo, e que podem diferenciar-se em diversas linhagens de células
especificas (FORTIER et al., 2005). Em todos os animais vertebrados sao encontrados dois tipos
de células-tronco (CT), classificadas quanto a sua origem em células-tronco embrionarias (CTE)
e células-tronco adultas (CTA) ou somaticas. As CTE sdo derivadas da massa celular interna dos
blastocistos e do zigoto (DEL CARLOS et al., 2008; PEREIRA, 2008), possuindo capacidade
para diferenciar-se em células das trés camadas germinativas (WANG et al., 2012). As CTA sao
obtidas a partir de tecidos adultos, sendo classificadas como hematopoiéticas e mesenquimais
(DEL CARLOS et al., 2008).

Quanto a potencialidade, as células-tronco podem ser classificadas em totipotentes,
pluripotentes, multipotentes e unipotentes. As totipotentes apresentam capacidade de gerar todos
os tecidos do organismo e do folheto embrionario; as pluripotentes podem gerar todas as
linhagens celulares, porém ndo originam células da membrana extra embrionario; por sua vez, as
multipotentes originam células do proprio tecido isolado e diversas células de tecidos somaticos
(SOUZA et al., 2003).
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As células-tronco mesenquimais sdo células multipotentes com capacidade de aderéncia
ao plastico quando mantidas em condi¢des de cultura padrdo usando frascos de cultura de
tecidos, expressam altos niveis (> 95% ) de antigeno de superficie CD105, CD73 e CD90, baixa
expressdo ( < 2% positiva) de CD45, CD34, CD14 ou CDI11b, CD79a ou CD19 e antigeno
leucocitario humeno(HLA) classe Il, além de apresentarem potencial de multilinhagem, sendo
capazes de se diferenciarem em osteoblastos, adipécitos e condroblastos in vitro (DOMINICCI
et al., 2006).

As CTM, além da medula déssea, podem ser isoladas de diversos tecidos adultos, como o
adiposo, renal, pancreético, muscular, &mnio, corddo umbilical, liquido amniético, dentre outros
(MEIRELLES et al., 2006; PARK et al., 2012; LOTFY et al., 2014; FAITA et al., 2016),
podendo ser isoladas, expandidas em cultura, e estimuladas para se diferenciarem em 0sso,
cartilagem, mdsculo, estroma da medula, tenddo, gordura, e outros tecidos conjuntivos
(CAPLAN; BRUDER, 2001).

Varios atributos das CTM como capacidade de se diferenciar em mdaltiplas linhagens,
secretar fatores envolvidos com a regulacdo imunoldgica, e capacidade de migrar para os locais
de inflamacéo, fazem com que estas células despertem interesse para muitas implicacées clinicas
(KIM et al., 2013), por isso, estudos vém sendo desenvolvidos com a finalidade de utilizacao de
CTM no tratamento de diversas enfermidades, em humano e animais. Na cardiologia, relatos de
uso de células-tronco mesenquimais em modelos animais, demonstrou melhoria da funcéo
cardiaca apds infarto do miocéardio e prevencdo da progressdao de insuficiéncia cardiaca
(SCHUSTER et al., 2008; CHACKO et al., 2009). Na endocrinologia, estudos relacionados a
terapia de retinopatias diabética utilizando células-tronco (RAJASHEKHAR, 2014).

No ambito da oftalmologia, inimeras pesquisas estdo em desenvolvimento em busca de
estabelecer protocolos terapéuticos frente as diversas oftalmopatias, com interesse crescente
para 0 uso das células-tronco, principalmente naqueles casos em que ocorre perda da funcdo do
limbo, com consequente conjuntivalizacdo da cérnea, com episddios recorrentes de dor, podendo
culminar com cegueira (YE et al., 2006; BRUNELLI et al., 2007, YAN et al., 2014), em
retinopatias experimentalmente induzidas em ratos (CASTANHEIRA et al., 2008;
AGOROGIANNIS et al., 2012) e nas enfermidades da cornea (JIANG et al., 2017), dentre elas a
sindrome de Sjégrem no homem (XU et al., 2012) e Ulceras de cornea (JIANG et al., 2010).

A terapia oftdlmica com CTM consiste em aplicacdo de milhdes de células através de
diversas vias, dentre elas, a intravenosa, intravitrea, e subonjuntival (BYDLOWSKI et al., 2009;

YAO et al., 2012; MEAD et al., 2013). Essas células sdo utilizadas pela sua capacidade de
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diferenciacdo em células da cérnea e funcdo paracrina, prolongando o tempo de sobrevivéncia
dos enxertos de cérnea (LI et al., 2014) por seus efeitos imunomoduladores, e por apresentar
niveis insignificantes de complexo principal de histocompatibilidade- MHC-I e/ou ndo expressao
MHC-I1 em sua superficie (PINTO FILHO et al., 2013). Além disso, estudos demonstram que as
CTM expressam fatores antiagiogénicos (ARMSTRONG et al., 2003, OH et al, 2008).
Considerando a grande importancia das sequelas corneanas pdés-trauma, com
comprometimento visual, e consequentemente das atividades sociais e de trabalho,
particularmente em paises em desenvolvimento, pelos altos custos das cirurgias refrativas com
aparato técnico especializado, urge a necessidade de serem estabelecidas terapias no segmento da
oftalmologia com mais aplicabilidade, praticidade, eficiéncia e menos oneroso. Portanto, este
estudo visa avaliar a capacidade regenerativa de células-tronco mesenquimais de medula-éssea
de coelho (CTMMO-co) nas lesdes ulcerativas profundas induzidas, estabelecendo comparac6es

com a técnica cirugica enxerto corneoconjuntival.

Esta tese foi organizada com introducdo e revisdo de literatura e dois capitulos,
submetidos para publicacdo. O capitulo I, intitulado: “Células-tronco mesenquimais como
alternativa para o tratamento de lesdes ulcerativas profundas de cornea em coelho”,
elaborado segundo as normas da revista Ciéncia Rural e o capitulo Il “Avaliacio da
angiogénese em Uulcera de cérnea profunda induzida em coelhos tratados com células-
tronco mesenquimais”, descrito conforme as normas do periddico Arquivo Brasileiro de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, além das consideracdes finais.
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CAPITULO I*

*manuscrito submetido na revista Ciéncia Rural
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Células-tronco mesenquimais como alternativa para o tratamento de lesdes ulcerativas

profundas de cérnea em coelho

Mesenchymal stem cells as an alternative for the treatment of deep ulcerative corneal

lesions in rabbit

Marcus Valerius de Matos Freitas!, Maria Acelina Martins de Carvalho?,

RESUMO

As Ulceras de cornea sdo causas determinantes de opacidade da cérnea, podendo causar déficit
visual. Este estudo tem como objetivo avaliar a utilizagdo de células-tronco mesenquimais de
medula éssea de coelho (CTMMO-co), aplicadas via subconjuntival no tratamento da Ulcera
de cornea profunda induzida em coelhos. Foram formados dois grupos experimentais,
subdivididos em seis, com quatro animais: G1 (G1-7, G1-15, G1-30) e G2 (G2-7, G2-15 e
G2-30). O G1 corresponde aos grupos dos coelhos tratados com CTMMO-co, aplicadas via
subconjuntival na concentracdo de 1x10°/0,2ml de PBS e G2, aos submetidos & técnica
cirirgica enxerto corneoconjuntival. As CTMMO-co, foram previamente marcadas com
nanocristais fluorescentes (Q-tracker®). Os sinais clinicos foram avaliados diariamente em
cada grupo, até o final do tratamento, isto €, de 7 dias nos G1-7 e G2-7, 15 dias nos G1-15 e
G2-15 e 30 dias nos animais dos grupos G1-30 e G2-30, quando foram eutanasiados. Em
seguida, as corneas foram processadas para andlises histopatoldgicas. Os coelhos dos grupos
G1 ndo apresentaram opacidade e vascularizacdo da cdrnea, no entanto, manifestaram sinais
discretos de blefarospasmo, dor e fotofobia, o que foi evidenciado com mais intensidade, nos

grupos com enxerto. Os achados histopatoldgicos revelaram nos animais submetidos ao
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2 Departamento de Morfolfisiologia Veterinria, Universidade Federal do Piauf (UFPI), 64049-550 Teresina, PI,
Brasil.
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enxerto corneoconjuntival, cérneas vascularizadas e infiltrado inflamatdrio severo, enquanto
os tratados com CTMMO-co, apresentaram infiltrado inflamatério leve e auséncia de
vascularizagdo. Conclui-se assim, que, a terapia com células-tronco mesenguimais da medula
Ossea, por via subconjuntival é mais efetiva, comparada ao tratamento com 0 enxerto
corneocojuntival em coelhos, podendo ser indicada para o tratamento de Ulcera de cérnea
profunda.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais de medula éssea(CTMMO), Ulcera de cornea,

histopatologia, coelho

ABSTRACT

Corneal ulcers are cause causes of opacity of the cornea, and can cause visual deficit. This
study aims to evaluate the use of mesenchymal stem cells from rabbit bone marrow (BMSCs),
applied by subconjunctival in the treatment of deep induced corneal ulcers in rabbits. Two
experimental groups, subdivided into six, were formed with four animals: G1 (G1-7, G1-15,
G1-30) and G2 (G2-7, G2-15 and G2-30). G1 corresponds to the groups of rabbits treated
with BMSCs, applied by subconjunctival in the concentration of 1x106 / 0.2ml of PBS and
G2, to the surgical technique with corneoconjunctival graft. The BMSCs, were previously
labeled with fluorescent nanocrystals (Q-tracker®). Clinical signs were evaluated daily in
each group until the end of treatment, ie, 7 days in G1-7 and G2-7, 15 days in G1-15 and G2-
15 and 30 days in animals of G1- 30 and G2-30 when they were euthanized.The corneas were
then processed for histopathological analysis. The rabbits of the G1 groups did not show
opacity and vascularization of the cornea, however, they manifested discreet signs of
blepharospasm, pain and photophobia, which was evidenced with more intensity in the graft
groups. The histopathological findings revealed in the animals submitted to the

corneoconjunctival graft, vascularized corneas and severe inflammatory infiltrate, whereas
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those treated with BMSCs presented mild inflammatory infiltrate and absence of
vascularization. It is concluded that mesenchymal stem cell therapy by subconjunctival is
more effective compared to treatment with the corneocojuntival graft in rabbits and may be

indicated for the treatment of deep corneal ulcer.

Keywords: Mesenchymal stem cells from the bone marrow (BMSC), corneal ulcer,

histopathology, rabbit.

INTRODUCAO

A auséncia de vascularizagdo e a transparéncia da cornea sdo condicdes vitais para a
visdo normal (ZHONG et al., 2018). No entanto, pela sua posicdo anatdbmica a cornea esta
sujeita a diversas lesdes, cuja cicatrizagdo depende de um processo complexo de eventos
relacionados, envolvendo morte celular, migracédo, proliferagéo, diferenciagdo e remodelacéo
da matriz extracelular. (LJUBIMOV & SAGHIZADEH, 2015).

As Ulceras corneais sdo lesGes comuns que apresentam diversas manifestacdes
clinicas, devem receber tratamento rapido e eficiente, de modo a evitar sequelas corneanas,
até mesmo, a deficiéncia visual permanente. Muitas injarias corneais resultam em
neovascularizagdo da cornea (NVC) (GHAZARYAN et al., 2016). Outros sinais sdo
verificados com frequéncia, a dor, blefaroespasmos, hiperema conjuntival, fotofobia, e
opacidade (ANDRADE et al., 2009; BARBOSA et al., 2013; BARROS et al., 2016).

Quando as ulceras sdo superficiais, ndo envolvendo a membrana basal (MB), o
processo de cicatrizacdo pode durar de 4 a 7 dias, geralmente, sem produzir opacidade
significante. Ja nas Ulceras profundas, o tratamento baseia-se em terapia clinica e cirurgica,
mediante confeccdo do enxerto conjuntival e do uso de membranas bioldgicas naturais
(PONTES et al., 2008; BARBOSA et al., 2013), técnicas que requerem aparato cirdrgico,

qualificacdo e locais apropriados (ACOSTA et al., 2014). Os aloenxertos sdo amplamente
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utilizados, pela existéncia de privilégio imunologico, cuja manutencdo, € importante para o
sucesso do transplante da cornea e esta estreitamente relacionado com sua natureza avascular
(ZHONG et al., 2018). No entanto, condi¢Ges que interferem nesse privilégio levam a
rejeicdo, que continua a ser a principal causa de falha do aloenxerto corneano.
(NIEDERKORN & LARKIN, 2010).

Segundo ARAUJO & GOMES (2015), terapias com células-tronco representam nova
estratégia na restauracdo do epitélio corneal, o que podera substituir o transplante de cérnea
convencional. Tal fato decorre das caracteristicas regenerativas, imunomoduladoras,
antiinflamatdrias, antiangiogénicas, de transdiferenciacdo celular e baixa imunogenicidade
dessas células (OH et al., 2008; GU et al., 2009; PANKAJAKSHAN & AGRAWAL, 2014;
GHAZARYAN et al., 2016; DI et al., 2017). O potencial das células-tronco na regeneracéo
corneal ja foi demonstrado, por meio da administracdo sisttmica de CTMs em lesdo epitelial
da cornea, induzida por cauterizacdo térmica, em camundongos (LAN et al, 2012). Estudo
recente demonstrou melhora significativa na cicatrizacdo de feridas epiteliais em cornea
diabética, por meio da aplica¢do subconjuntival de CTMs (DI et al., 2017), sendo esta, a via
mais utilizada na préatica clinica para tratamento de distarbios oftalmolégicos (YAO et al.,
2012), geralmente, no tratamento de les6es superficiais (LI & ZHAO., 2014 e BARROS et al.,
2016; GHAZARYAN et al., 2016)

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar a capacidade regenerativa de células-tronco
mesenquimais da medula éssea de coelho (CTMMO-co), aplicadas via subconjuntival, no
tratamento da Ulcera de cornea profunda induzida, estabelecendo um comparativo com o

tratamento cirargico usual, por meio do enxerto corneoconjuntival.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 24 coelhos, fémeas, raga Nova Zelandia, higidas, idade de 10 a 12
meses. Foram formados dois grupos experimentais, subdivididos em seis, com quatro
animais: G1 (G1-7, G1-15, G1-30) e G2 (G2-7, G2-15 e G2-30). O G1 corresponde aos
grupos dos coelhos tratados com CTMMO-co, aplicadas via subconjuntival na concentracdo
de 1x105/0,2ml de PBS e G2, aos submetidos a técnica cirlirgica enxerto corneoconjuntival.
Os animais foram avaliados clinicamente por 7, 15 e 30 dias, conforme MONTEIRO et al.
(2000) e DONATTI et al. (2013). O experimento foi desenvolvido no Nucleo Integrado de
Morfologia e Pesquisas com Células-Tronco (NUPCelt) da UFPI.

As CTMMO de coelhos encontravam-se criopreservadas no banco de células do
NUPCelt/UFPI, isoladas e caracterizadas em estudo anterior (SILVA et al., 2017). Estas
células foram descongeladas, realizadas contagem e avaliacdo de viabilidade celular e
semeadas em garrafas de cultivo celular de 25 cm? na densidade de 10° células/mL com 3,0
mL de meio de cultivo MEM Alpha Medium+L-glutamine, suplementado. Foram mantidas
em estufa incubadora (TECNAL TE-399®) a 37°C em 5% de CO? e umidade de 95%, com
trocas de meio até a confluéncia maxima de 80%, quando foram novamente avaliadas a
viabilidade e concentragdo celular para marcacdo com nanocristais intracitoplasmaticos (Q-
Tracker® 655 Cell Labeling Kit), realizada conforme descrito por COSTA et al. (2017).
Apo6s a marcacdo, o pellet foi ressuspendido em Tampdo fosfato salino (PBS) na concentragdo
de 10%¢élulas/0,2 mL e transportado em seringa estéril de 1 mL para aplica¢do subconjuntival
nos animais dos grupos G1.

Para inducdo das Ulceras, os animais foram submetidos a pré-anestesia com cloridrato
de xilazina (Bayer, SP, Brasil) 3 mg/kg e cloridrato de tramadol (Cristalia, SP, Brasil) 2
mg/kg via intramuscular, anestesiados com maleato de midazolan (Cristalia, SP, Brasil)

1mg/kg, e cloridrato de quetamina (Cristalia, SP, Brasil) 35mg/kg pela via intramuscular.
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ApoOs anestesia, foram submetidos a antissepsia das palpebras e conjuntivas com
iodopovidona a 10% e 1%, respectivamente, o globo ocular foi fixado com blesfarostato, e
instilada uma gota de solucdo oftdlmica anestesica a base de cloridrato de tetracaina 1% e
cloridrato de fenilefrina a 0,1% (Alergan, SP, Brasil). Ao microscépio cirurgico (DF
Vasconcelos) com objetiva 16, foi posicionado o trépano de 4,0 mm na regido central da
cornea e perpendicular a mesma, sendo realizada leve pressdo e movimentos circulares até
que a face cortante do trépano penetrasse no estroma profundo da cérnea. O botdo corneal foi,
entdo, retirado com auxilio de pinca colibri e tesoura de cornea.

Apos inducdo das Ulceras profundas de corneas, os animais do grupo G2 foram
submetidos a cirurgia utilizando a técnica enxerto corneoconjuntival conforme GELATT
(2003). Inicialmente, as Ulceras foram transformadas de formato circular para quadrado, com
auxilio de lamina n°10, com a finalidade de receber, em seu leito, 0 enxerto de cdrnea e
conjuntiva. Foram realizadas duas incisdes divergentes da periferia da ulcera até o limbo, e
em seguida para a conjuntiva bulbar. Com um bisturi angulado crescente de 2,0 mm de
diametro, a cérnea foi dissecada até o limbo, e em seguida para a conjuntiva, de tal forma que
0 enxerto pudesse ser deslizado preenchendo todo o leito da Ulcera sem oferecer resisténcia.
O enxerto, entdo, foi fixado a cornea com fio de sutura oftalmico mononylon 9-0 com pontos
separados simples. Todos os animais, no pos-cirdrgico, receberam instilagdo de uma gota de
colirio diclofenaco sédico (Alergan, SP, Brasil) 3 vezes ao dia, durante 5 dias; uma gota de
gatifloxacino 0,3%(Alergan, SP, Brasil) 4 vezes ao dia, por 7 dias; meloxican (Ouro Fino,
SP, Brasil) 0,Aimg/kg ao dia, via subcutanea, 3 dias; cloridrato de tramadol ( Cristélia, SP,
Brasil) 3 mg/kg a cada 12 horas, 3 dias via intramuscular e enrofloxacina ( Bayer, SP, Brasil)
5 mg/kg a cada 12 horas, por 7 dias pela via subcutanea. Todos os animais utilizaram colar

Elizabetano durante o experimento.
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Foram avaliados os parametros clinicos: presenca/auséncia de Ulcera de cdrnea,
vascularizagdo e opacidade da cdrnea, opacidade da lesdo/enxerto, pigmentacéo,
blefarospasmo, fotofobia, secrecdo ocular, hiperemia conjuntival, dor e quemose, e,
qualificados e quantificados subjetivamente em: (0) ausente; (1) leve; (2) moderada (3)
severa (DONATTI et al., 2013), exceto presenca/auséncia de Uulcera de cdrnea,
vascularizacdo e pigmentacdo, avaliados apenas quanto as presenca ou auséncia. Os
parametros clinicos foram avaliados por um Unico avaliador, diariamente, com auxilio de
biomicroscopio com lampada de fenda (SL-15, Kowa, Japdo), oftalmoscépio direto (Welch
Allyn), lanterna halégena (Penlite-Welch Allyn) e fluoresceina sddica (Ophthalmos, SP).

Ao final de cada tempo de avaliacdo, os animais foram eutanasiados, segundo as
Normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal-CONCEA, pela
infusdo intravenosa de cloreto de potassio 10% (Helex Istar, GO, Brasil) 4 mL/kg.
Confirmado o ébito, os globos oculares foram enucleados e fixados em solu¢do de formol
tamponada (pH 7,2) a 10% por 24 horas para processamento histolégico da cornea e
rastreamento de CTMMO-co marcadas no tecido corneano.

Na analise histopatolédgica as cérneas foram seccionadas ao meio, processadas por
técnicas histoldgicas e coradas com Hematoxilina-Eosina (H-E). As alteracdes observadas
foram avaliadas de forma semi-quantitativa, mensurando-se a intensidade das lesdes na
cornea em escala de 0 a 4, onde: 0 = ausente, 1 = leve; 2 = média; 3 = moderada e 4 = intensa.
Para o rastreamento das células-tronco, as laminas histolégicas das corneas dos animais do
grupo G1, foram desparafinadas e observadas ao microscépio de fluorescéncia (modelo BX41
OLYMPUS).

A andlise estatistica dos dados referentes aos parametros clinicos foi realizada com uso
do software estatistico R, para comparar os tratamentos foi utilizado o teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis (KW). Na rejeicdo da hipotese nula através do teste de KW, foram feitas
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comparag6es multiplas com teste de Dunn, para identificar os tratamentos que se diferem,
com 5% de nivel de significancia. Os resultados dos dados histopatoldgicos foram analisados
pelo teste ANOVA two-way, seguido de Boferroni, utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism 6 demo statistical software (California, Estados Unidos®). Foram

consideradas diferencas significantes quando P <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de obtencdo das Ulceras corneais profundas, nos animais dos grupos
tratados com CTMMO-co (Figura 1A) e nos do enxerto (Figura 1B) foi eficaz, resultando em
lesbes de tamanho e profundidade homogéneos, com acesso ao estroma posterior da cérnea,
conforme demonstrado por DONATTI et al. (2013).

A via subcuténea para aplicacdo das CTMMO-co, apresentou praticidade, ndo sendo
verificadas formacgdo de depdsito, inflamacgdo, abscesso ou necrose no tecido conjuntivo
bulbar, corroborando com as afirmacdes de ARAUJO & GOMES (2015), a despeito do
potencial das CTMs fornecer uma abordagem terapéutica, quando injetadas nas cicatrizes da
cérnea. Ademais, a capacidade de depositar tecido conjuntivo organizado in vitro, o que
podera ser Gtil na engenharia de estroma da cdrnea no futuro. Apesar de outras vias serem
utilizadas em transtornos oftalmicos, segundo YAO et al. (2012), na prética clinica a via
subcutanea é a mais comum. Este método se mostrou eficaz em pesquisa realizada por DI et
al. (2017), que demonstraram melhora significativa no reparo de feridas em corneas diabéticas
tratadas com transplante local de CTMs. Estes autores afirmam que, em parte, os resultados
sdo atribuidos a producédo do fator de necrose tumoral gene estimulado-6 (TSG-6) secretado

pelas CTMs.
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Figura 1. Olhos dos coelhos submetidos a Ulceras de cornea profundas. Figuras A,

G e H realizadas com cémara acoplada ao microscdpio cirdrgico DF
Vasconcelos,10x. Figuras D, F e | realizadas com cdmara acoplada a lampada de
fenda Kowa. Aspecto final da Ulcera de cornea profunda em G1 (A). Aspecto final
da técnica enxerto corneoconjuntival em G2 (B). Sete dias pos- operatorio:
Secrecao ocular moderada (—» ) e hiperemia conjuntival severa () em G2 (C),
auséncia de secrecdo e hiperemia conjuntival em G1 (D). 15 dias p6s-operatdtio:
fotofobia e blefarospasmo moderados no G2 (E), auséncia de fotofobia e
blefarospasmo no G1 (F) e opacidade axial (—) (G). 30 dias pds-operatotio:
Vascularizagdo no G2 (H), opacidade axial ( —») e auséncia de vascularizagdo em

G1 ().
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A reepitelizacdo das cdrneas nos animais do G2 ocorreu em média 10 dias, com
cicatrizacdo completa apenas aos 30 dias, entretanto, nos animais tratados com CTMMO-co
(G1), embora, ndo tenha apresentado diferenca estatistica (P> 0,05), a reepitelizacdo foi mais
precoce, iniciando no dia 5 e completando no dia 10 (Tabela 1). Considerando que as
CTMMO-co foram identificadas na cornea até 30 dias apds aplicacdo (Figura 2B), pode-se
inferir que estes resultados devam-se, em parte, a capacidade de sua transdiferenciacdo em
células epiteliais da cdrnea, como evidenciado por GU et al. (2009), que demonstraram a
transdiferenciacdo das CTMs da medula 6ssea de coelhos, in vivo e ex vivo.

A vascularizacdo da cérnea ndo ocorreu nos animais do G1, entretanto, foi observada
em todos os coelhos submetidos ao enxerto corneoconjuntival (Figura 1H) até o final do
experimento. Este fato, provavelmente, foi ocasionado pelos fios da sutura, assim como,
considerado por GIACOMINIC et al. (2014) comparando a neovascularizacdo corneal
induzida por fios de sutura e por queimadura alcalina De outra forma, em experimento
induzindo ceratoplastia lamelar em coelhos tratados com enxerto de omento alégeno livre e
células mesenquimais de omento associadas com membrana amniética (MA) canina,
BARROS et al. (2016) observaram vascularizacdo até o final do experimento, aos 30 dias,
apenas nos animais tratados com CTMs associadas a MA, sendo os resultados atribuidos ao
uso de MA xenogénica e ao material de sutura utilizado.

Quanto a hiperemia, variou de ausente (Figura 1D) a moderada nos animais do G1-7
e G1-30, ausente a severa no G1-15, leve a severa nos G2-7 (Figura 1C) e G2-15, e ausente a
severa no G2-30, com diferenca significativa entre os tratamentos (p< 0,05). Dentro do
mesmo tratamento houve diferencga entre G1-15 e G1-30, e entre G2-30 em relagdo ao G2-7 e
G2-15 (Tabela 1). Os sinais de blefarospasmo, dor e fotofobia, nos coelhos do G1, variaram
de ausentes a leves (Figura 1F), ja, nos animais do G2, de ausentes a severos (Tabela 1), com

diferenca estatistica entre tratamentos (p<0,05).
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Tabelal. Sinais clinicos em coelhos submetidos a Ulcera de cérnea profunda tratados
com Células-tronco mesenquimais da medula 6ssea de coelhos e pela técnica enxerto

cérneoconjuntival
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PARAMETRO GRUPOS M7 M15 M30
CLINICO
ULCERA DE Gl *55(4,6)  *7(59)aA  *6(57)aA
CORNEA G2 *7(7;7)aA  *10 (7:11) aA  *10 (8;14)
HIPEREMIA Gl f0(0;1)  *0(0;3)aA  *0(0;2) aB
CONJUNTIVAL G2 2 (1;3)bA  *2(1;3)bA  #1(0;3)bB

G1 0(0;00aA  *0(0;2)aA  *0(0;0) aA
BLEFAROSPASMO

G2 #2(0;3)bA  #1(0:3)bAB  #1(0;3) bB
OPACIDADE DA G1 “0(0;00aA  #0(0;0)aA  #0(0;0) aA
CORNEA G2 #0(0;2)bA  *1(0;2)bB  #1(0;3) bB

- G1 “0(0;1))aA  *#0(0:3)aA  *0(0;1) aA

SECRECAO OCULAR

G2 #2(1;3)bA  #1(0:2)bA  #1(0;3) bB
DOR G1 *0(0;00aA *0(0;1)aA  *0(0;1) aA

G2 #1(0:3)bA #1(0;2)bAB  #1(0;2) bB
OPACIDADE G1 *1(0;1)aA *1(0;2)aA  *#2(0;3)aB
LESAO/ENXERTO G2  *1(0:2)bA  *2(0:3)bA  #2(0:3)aB

G1 0(0;00aA  *0(0;1)aA  *0(0;1) aA
FOTOFOBIA

G2 #2(0;3)bA  #1(0;2) bAB  #1(0;3) bB

G1 *0(0;1)aA  *0(0;1)aA  *0(0;1) aA
QUEMOSE

G2 *0(0;1)aA  *0(0;2)aA  *0(0;2) aA

G1 = Grupo tratamento com CTMMO-co. G2 = Grupo submetido a técnica enxerto

corneoconjuntival. M7 = Momento de avaliagdo dos animais avaliados até 7dias. M15 =

Momento de avaliacdo dos animais avaliados até 15 dias. M30 = Momento de avaliacdo

dos animais avaliados até 7dias 30 dias. # = Escores: 0-ausente; 1-leve; 2-moderado e 3-

severo. Letras minudsculas comparam 0s grupos no momento de avaliacdo e letras

maiulsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo. Letras distintas indicam

diferencas significativas entre os valores (P<0,05).
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A intensa estimulacdo das terminacGes nervosas conjuntivais epiteliais e estromais,
pelo ato cirdrgico e fios de sutura, foram as provaveis causas da exacerbacdo dos sinais nos
animais tratados com enxerto (Figura 1E), assim como, observado por ANDRADE et al.
(2009). Isso se justifica devido ao momento da retirada dos pontos aos 15 dias, coincidir com
a atenuacdo dos sinais clinicos e com auséncia de blefarospasmos, dor e fotofobia em alguns
animais do G2-15 e G2-30.

Blefarospasmos, hiperemia conjuntival, fotofobia, quemose e secrecdo ocular sdo
frequentes em lesdes de cornea. Estas manifestagdes sdo mais intensas nos primeiros dias,
reduzindo gradativamente apds a retirada dos pontos (BARBOSA et al., 2013; BARROS et
al., 2016). Neste estudo, foram evidenciados de forma mais leve que a indicada por
BARBOSA et al. (2013) em terapia com membrana amniética equina na reparacdo de
ceratectomia lamelar em cées.

Secrecdo ocular foi verificada em maior intensidade nos animais tratados com enxerto,
com diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05), onde a variacdo foi de leve a severa
no G2-7 (Figura 1C), ausente a moderada no G2-15 e ausente a severa no G2-30 (Tabela 1).
Ja nos animais do G1, a intensidade variou de ausente a leve nas coelhas dos G1-7 e G1-30 e
ausente a severa nas do G1-15. Estes resultados foram mais ténues, do que 0s vistos por
GODOY-ESTEVES (2015) em coelhos com leséo corneal superficial tratados com membrana
amnidtica humana e de coelhas.

No que se refere a opacidade da cérnea, ndo foi constatada nos animais tratados com
CTMMO-co. Porém, variou de ausente a moderada nos animais do G2-7, de ausente a severa,
nos G2-15 e G2-30 (Tabela 1). A exposicdo do estroma corneano pode ter contribuido para a
opacidade, conforme citado por MONTEIRO et al. (2000). Ja a auséncia de opacidade nas

corneas dos animais tratados com CTMMO-co deve-se possivelmente, a acao
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antiinflamatdria, antiangiogénica e de transdiferenciacdo destas células (OH et al., 2008; GU
et al., 2009; PANKAJAKSHAN & AGRAWAL, 2014).

A opacidade da lesdo/enxerto teve uma variacdo de intensidade de ausente a leve no
G1-7, ausente a moderada no G1-15, ausente a severa no G1-30 (Figura 1l), ausente a
moderada no G2-7 e ausente a severa no G2-15 (Figura 1G) e G2-30, com diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05), exceto entre G1-30 e G2-30. Diferenca significativa
(p<0,05) foi evidenciada também, dentro dos tratamentos, G1-30 em relacdo a G1-7 e G1-15;
e G2-30 em relacdo a G2-7 e G2-15 (Tabela 1). A reparacdo precoce da camada epitelial e
reestabelecimento da membrana basal determinam cicatrizacdo corneana menos densa, fato
gue ocorreu nos grupos tratados com CTMMO-co, em que as bordas das lesbes estavam mais
transparentes. Segundo WILSON (2012), o fator de crescimento transformador (TGF-p),
junto ao fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e interleucina (IL) -1 regulam o
desenvolvimento de miofibroblastos e apoptose em modelos animais in vitro e in-situ e sdo
modulados em parte pela membrana basal epitelial, que funciona como barreira entre o
epitélio e o estroma. Desta forma, defeitos estruturais e funcionais na MB provavelmente
levam & elevacdo prolongada dos niveis de TGF-B,e de outras citocinas no estroma,
culminando com opacidade da cérnea.

Postula-se que a reparacgdo corneal mais precoce nos animais tratados com CTMMO-
co, verificada pela auséncia de vascularizacdo (Figura 11) e sinais clinicos mais discretos ou
ausentes, sejam atribuidos & acdo destas celulas. Pois, o rastreamento intracitoplasmatico
confirmou a presenca discreta das CTMMO-co, no estroma corneal dos animais do G1, no
local da lesdo (Figura 2B), enquanto em uma cornea do grupo enxerto foi notada a auséncia
de CTMMO-co (Figura 2A). Porém, a evidéncia de muitas células marcadas no tecido
conjuntival bulbar, local onde foram aplicadas, sugere acdo paracrina destas células, em

acordo com LI & ZHAO (2014). Ainda, confirmada por LAN et al. (2012) ao constatar
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migracdo de CTMs da medula dssea administradas via intravenosa, para o epitélio lesado, e
ndo para a cornea normal, causando rapida regeneracdo de lesdo epitelial da cdrnea induzida
por cauterizacdo térmica. Para GHAZARYAN et al. (2016), as ceélulas transplantadas
melhoraram a cicatrizacdo da ferida da cérnea por meio da producdo de fatores troficos e do
efeito imunorregulatorio ao invés da transdiferenciacédo direta nas células da cornea.

As principais alteracfes histopatoldgicas observadas, no epitélio e estroma corneal,
bem como os percentuais de animais que apresentaram as lesées em diferentes intensidades,
estdo descritos na tabela 2. Foram verificadas hiperplasia, hipertrofia e degeneracdo do
epitélio, vascularizacdo de cdrnea, infiltrado inflamatorio e fibroplasia (Figura 2). No entanto,
diferencas estatisticas entre 0s grupos ocorreram apenas quanto a vascularizacdo da cornea,
que diferiu entre G1-15 e G2-15 (P<0,05) e entre G1-30 e G2-30 (P<0.01) e no infiltrado
inflamatorio, com diferenca entre G1-15 e G2-15 (P<0,05) (Figura 3).

A hiperplasia (Figura 2G) e hipertrofia das células do epitélio corneal vistas na
avaliacdo histopatoldgica, de ambos os grupos, segundo NETTO et al. (2005), representam
uma resposta do epitélio na tentativa de preencher e restaurar a conformacédo original da
cérnea, bem como, de se restabelecer a regularidade de sua superficie. No G1 o nimero de
camadas de células do epitélio da cornea variou de 3 a 10, e no G2 de 4 a 8, ndo diferindo
entre 0s grupos.

Angiogénese ndo foi observada nos animais tratados com CTMMO-co (Figura 2D,
2F e 2H), corroborando com os achados da avaliacdo clinica. No entanto, foi evidenciada no
G2 (Figura 2E, 2G e 2I) aos 7, 15 e 30 dias. A auséncia de angiogénese nos coelhos do G1, ja
a partir do sétimo dia, demonstra a efetividade desse tratamento em Ulceras de cérnea. Além
disso, embora até o final do acompanhamento, tenha- sido evidenciado desorganizacao
estromal nas &reas de fibroplasia, processo normal na cicatrizacdo de feridas. Ademais, as

CTMs promovem a supressdo de fatores angiogénicos, como o fator de crescimento do
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endotélio vascular (VEGF) (ESLANI et al., 2017), com expressao significativamente
aumentada nas corneas inflamadas e vascularizadas, segundo NIKOLIC & JOVANOVIC,
2015. Resultados semelhantes foram observados por YAO et al. (2012) em pesquisa sobre 0s
efeitos de CTMs na cicatrizacdo de feridas na cdrnea na fase aguda de queimadura alcalina,
concluindo que a aplicacdo subconjuntival de CTMs acelera significativamente a cicatrizacao

de feridas na cornea, atenua a inflamacao e reduz a neovascularizacéo.

Figura 2. Fotomicrografia de cérneas de coelhos submetidos a Ulcera de cornea

profunda tratados com células-tronco mesenquimais da medula 6ssea de coelhos e
pela técnica com enxerto corneo conjuntival. Microscopia de fluorescéncia (A e B)
Coloragdo com HE em microscopia: de luz (C a 1).G2-30: Auséncia de marcagéo
celular com nanocristais intracitoplasmaticos fluorescentes (A); G1-30: Células
marcadas com nanocristais intracitoplasmaticos fluorescentes ( —y) (B); Estrutura
de cornea normal (C); G1-7: Fibroplasia tipica com fibroblastos ativos ( —» ) €
bandas de coldgeno(*) (D); G2-7: Infiltrado inflamatdrio eosinofilico difuso e
neovascularizacdo () (E); G1-15: Fibroplasia (F); G2-30: Hiperplasia epitelial

(=), neovascularizagdo (*), Fibroplasia ( [—3 ) e infiltrado inflamatorio
eosinofilico ( ¢ ) (G); G1-30: Fibroplasia (H); G2-15: Infiltrado inflamatério

eosinofilico difuso intenso, neovascularizagéo ( ) ()
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Tabela2. Alteracdes histopatologicas em cdrneas de coelhos submetidos a Ulcera
profunda tratados com células-tronco mesenquimais da medula 6ssea de coelhos e

pela técnica enxerto corneoconjuntival.

TEMPO DE M7 M15 M30
HISTOPATOLOGIA AVALIACAO/ | s1 s2 S3 s4|Sl S2 S3 S4|S1 S2 S3 S4
ESCORE  Togx o % % | % % % % |% % % %

HIPERPLASIA G1 - - - 25|- 25 25 - |25 - - -
EPITELIAL G2 - - - -|- - - 25|- 25 - 25
HIPERTROFIA G1 - - - -|- 5 - -|- 25 - -
EPITELIAL G2 - - - |- - - |- 5 - -
DEGENERACAO G1 25 25 - - |- - 25 25| - 25 - -
EPITELIAL G2 25 25(- 25 25 - | - - - -
VASCULARIZAGAO Gl S I B
CORNEAL G2 25 25| - 25 25 25| - 25 75 -
INFILTRADO Gl 25 - - - |- - - - - -
INFLAMATORIO G2 - 5 25 - |- - 25 50| - 25 25 25
FIBROPLASIA G1 25 - 25 25|25 50 25 - | - 25 50 25
G2 - 5 - -|25 - 25 - |- 25 - 50

ESPESSAMENTO G1 - - - -|- 10 - ~-|- 5 25 -
DO ESTROMA G2 - 25 50 -|- - 25 75| - - 75 25

G1 = Grupo tratado com CTMMO-co. G2 = Grupo submetido a enxerto corneoconjuntival.
M7 = avaliacdo aos 7 dias. M15 = avaliacdo aos 15 dias. M30 = avaliagdo aos 30 dias, * =
Escores de intensidade das les6es: 1-leve; 2-médio; 3-moderado e 4-severo. # = Percentual
de amostras que apresentaram lesdo em cada intensidade.

Nos animais do G2, ndo houve rejeicao dos enxertos corneoconjuntivais, resultado
esperado, conforme a afirmacdo de GELATT (2003), quando do enxerto autdlogo. Assim,
pode-se inferir que a angiogénese presente em todos 0s animais submetidos ao enxerto seja
consequéncia da manipulacdo cirargica e reacdo aos fios de sutura. Para ZHONG et al.

(2018), a angiogénese corneal, ocorre provavelmente, em decorréncia da quebra do privilégio

imunoldgico, o que predispde os enxertos a rejeicdo (NIEDERKORN & LARKIN, 2010).
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Figura 3. AlteracGes histopatoldgicas em corneas de coelhos submetidos a Ulcera profunda
tratados com células-tronco mesenquimais da medula 6ssea de coelhos e pela técnica com

enxerto corneoconjuntival

Infiltrado inflamatorio discreto foi observado nos animais do G1, comparado aos do
G2 (Figura 2E, 2G e 2I), que apresentou infiltrado, predominantemente eosinofilico, com
intensidade variando de média a intensa nos diferentes momentos de avaliacdo (Tabela 2).
Este achado corrobora com a informacdo de DI et al. (2017) sobre a supressdo da resposta
inflamatoria excessiva apos transplante local de CTMs, promovendo uma melhora
significativa no reparo corneal. Segundo OKADA et al. (2014), o dano tecidual produz
resposta inflamatoria local, promovendo o reparo tecidual. Quanto as lesdes corneais, apos a
ruptura da barreira reparo na cicatrizagdo, ocorre por mecanismos paralelos que envolvem o
influxo de células inflamatérias, diferenciacdo de miofibroblastos, sintese de matriz
extracelular e formacgéo de cicatriz (BUKOWIECKI et al., 2017)

A avaliacdo clinica apresentou uma recuperagdo significativa nas cdrneas dos
animais tratados com CTMMO-co em relagdo aos submetidos ao enxerto corneoconjutival. A
auséncia de vascularizacdo, e a ocorréncia discreta de infiltrado inflamatorio, apenas nos
primeiros dias, vistas na analise histopatoldgica, demonstraram a efetividade do uso dessas

células no tratamento de Ulceras corneais profundas.
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CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento de Ulceras de cornea induzidas em coelhos com células-
tronco mesenquimais da medula dssea, via subconjuntival, € mais eficiente comparado a
técnica cirurgica com enxerto corneoconjuntival. Além disso, € menos invasivo e de facil

execucao, portanto, viavel para a terapia de Ulcera corneal.
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Avaliacao da angiogénese em ulcera de cérnea profunda induzida em coelhos
tratados com células-tronco mesenquimais

Evaluation of angiogenesis in induced deep corneal ulcer in rabbits treated with
mesenchymal stem cells

Marcus Valerius de Matos Freitast*, Maria Acelina Martins de Carvalhot.

1Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Piaui, UFPI.
*Autor para correspondéncia: Rua Governador Tibério Nunes, 1000, Ilhotas, Teresina-
Pl, 64014-050, Brasil.E-mail: mvmfreitas@yahoo.com.br

Resumo: Diversos fatores podem induzir a angiogénese com consequente diminuicdo da
transparéncia corneana, sendo o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) o
principal deles. Este estudo tem por objetivo avaliar a influéncia das células-tronco
mesenquimais (CTM) na angiogénese em Ulcera de cdrnea profunda induzida,
comparando-a com o tratamento do enxerto corneoconjuntival. Foram utilizadas 24
coelhas submetidas a dois tratamentos: terapia com CTM de medula éssea de coelho
(CTMMO-co) via subconjuntival em 12 coelhas (G1) e com a técnica cirlrgica enxerto
corneoconjuntival nas outras 12 (G2). Os animais foram subdivididos em seis grupos de
quatro (G1-7, G1-15,G1-30, G2-7,G2-15 e G2-30) e ao final de 7, 15 e 30 dias apds o
tratamento, foram eutanasiados e as corneas coletadas para avaliacdo histopatologica e
imunoistoquimica. A auséncia de vascularizagdo, e infiltrado inflamatorio discreto, em
apenas um caso, no G1-7, diferiu estatisticamente do G2, onde essas alteracGes variaram
de médias a severas, com evidente vascularizagdo e infiltrado inflamatério eosinofilico.
Na imunoistoquimica, houve diferenca significativa entre os tratamentos na expressao
de VEGF, evidenciada até os 30 dias de avaliacdo. Conclui-se que a terapia com
CTMMO-co, foi superior ao tratamento com enxerto corneoconjuntival no reparo
corneal, por inibir o processo inflamatério e angiogénese ja aos sete dias ap0s sua
aplicacdo.

Palavras-chave: Angiogénese, CTM, processo inflamatério,VEGF-A, coelho.

Abstract: Several factors may induce angiogenesis with consequent reduction of corneal
transparency, with vascular endothelial growth factor (VEGF) being the main factor.
This study aims to evaluate the influence of mesenchymal stem cells (MSC) on
angiogenesis in induced deep corneal ulcer, comparing it with corneoconjunctival graft
treatment. Twenty-four rabbits were submitted to two treatments: Mesenchymal stem
cells from the bone marrow (BMSC) of rabbits applied by the subconjunctival route in
12 rabbits (G1) and corneoconjunctival graft surgery in the other 12 (G2). The animals
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were subdivided into six groups of four (G1-7, G1-15, G1-30, G2-7, G2-15 and G2-30)
and at the end of 7, 15 and 30 days after treatment, were euthanized and the corneas
collected for histopathological and immunohistochemical evaluation. The absence of
vascularization, and only one discrete inflammatory infiltrate in G1-7, differed
statistically from G2, where these alterations ranged from medium to severe, with
evident  vascularization and  eosinophilic  inflammatory infiltrate.  In
immunohistochemistry, there was a significant difference between treatments in VEGF
expression, evidenced up to 30 days of evaluation. It was concluded that BMSC therapy
was superior to corneoconjunctival graft repair in corneal repair, since it inhibited the
inflammatory process and angiogenesis seven days after its application.

Keywords: Angiogenesis, MSC, inflammatoryprocess, VEGF-A, rabbit.

Introducéo

A cornea é um tecido avascular, constituido por epitélio ndo queratinizado com
transparéncia fundamental para perfeita percep¢do do estimulo visual que atinge a retina
(Hsu et al, 2015; Ahmad et al., 2010). Na co6rnea ha difusdo de glicose do humor aquoso
e do oxigénio atraves da lagrima (Hsu et al, 2015). Contudo, representa uma estrutura
vulneravel as lesdes, tendo em vista que, funciona como barreira fisica entre 0 meio
interno e externo ocular (Delgado-Garcia et al., 2010). Assim, apos lesdo corneal uma
resposta de cicatrizacdo de ferida inicia rapidamente, a fim de prevenir infeccdo e
reparar a visdo (Slatter, 2005). Essas lesdes podem decorrer de hipoxia, infeccéo,
inflamacdo e deficiéncia do limbo, transplante de cornea, ceratite infecciosa, produtos
quimicos, lesbes traumaticas, doencas auto-imunes, até o desgaste crénico de lentes de
contato, e podem induzir & angiogénese com consequente diminuicdo da transparéncia
corneana (Tshionyim Et al., 2012). A neovascularizacdo corneal é resultado da
perturbacdo quimica, mecanica, degenerativa ou infecciosa de um delicado equilibrio de
fatores pré e anti-angiogénicos no epitélio corneano (Rodrigues, 2015), os quais

promovem a migracdo e a proliferacdo das células endoteliais vasculares, formando
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finalmente, um tubo capilar como parte do processo de cicatrizacdo de feridas na cornea
(Lee e Chung, 2010).

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é uma molécula-chave na
inducdo da angiogénese e vasculogénese, causando proliferacdo, brotamento, migracao
e formaco de tubo de células endoteliais (Ferrara et al., 2003 ). E 0 mais potente dos
fatores angiogénicos e apresenta expressao significativamente aumentada nas corneas
inflamadas e vascularizadas (Nikoli¢ e Jovanovi¢, 2015). Sendo a isoforma VEGFies
presente no olho humano, apontada como responsivel pela neovascularizagdo
patogénica (Ishida et al., 2003). Além do VEGF, ha envolvimento de outros fatores de
crescimentos na neovascularizagdo corneal, dentre eles 0 TGF-B que desempenha papel
fundamental na formacdo da cicatriz no tecido da cdrnea; citocinas pro-inflamatérias
(IL-1 e IL-6) que sdo extremamente reguladas apés o ferimento abrasivo da cdrnea;
ceratdcitos estromais, células inflamatorias e glandulas lacrimais (Pontes et al., 2011).

Estudos com uso de CTM na terapia celular em humanos e animais sao
frequentes, e pode ser uma alternativa terapéutica promissora para 0 processo de
reparacdo corneal, uma vez que as CTM possuem capacidade de diferenciacdo em
tecidos mesodermais e ndo mesodermais (Monteiro et al., 2010). As CTM tém sido
utilizadas em diversos estudos no ambito da oftalmologia (Castanheira et al., 2008;
Agorogiannis et al., 2012; Yan et al., 2014; Ueno et al., 2014). Com base na necessidade
de avangos nas pesquisas, para elucidar o efeito das células-tronco em reparos corneais,
este estudo teve o objetivo de avaliar a influéncia das CTMMO-co na angiogénese em
Glcera de cornea profunda induzida em coelhos, comparando-a com o tratamento com

enxerto corneoconjuntival.

Material e métodos

Delineamento experimental
Para este experimento, foram utilizadas 24 coelhas da ragca Nova Zelandia,

higidas, com 10 a 12 meses de idade, peso entre 2,5 a 3,5 kg, submetidas a dois
tratamentos realizados no NupCelt/CCA/UFPI. 12 animais receberam aplicacdo de
CTMMO-co, pela via subconjuntival na concentragdo de 1x10%/0,2ml de Tampdo

Fosfato Salino (PBS), foram divididos em trés grupos, cada um, com quatro animais
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(G1-7, G1-15, G1-30). Os 12 coelhos restantes foram submetidos a técnica cirurgica de
enxerto corneoconjuntival e igualmente subdivididos em (G2-7, G2-15 e G2-30). Todos
os animais foram avaliados clinicamente por um periodo de 7, 15 e 30 dias. Ao final de
cada tempo de avaliacdo, foram submetidos a eutanasia, seguindo os tempos ja
estabelecidos em outros estudos (Monteiro et al., 2000; Donatti et al., 2013), e apés a
eutanasia, foram coletadas as cdrneas para as analises histopatologicas e
imunoistoquimicas.

Os procedimentos com o uso dos animais (coelhos) foram aprovados pela

Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFPI, sob o parecer de nimero 216/16.

Descongelacdo e marcacdo das CTMMO-co
As CTMMO-co utilizadas neste experimento, encontravam-se criopreservadas

em quarta passagem, no banco de células Laboratério de Cultivo de Células-Tronco
(LABCELT) do NUPCelt da UFPI, isoladas e caracterizadas em estudo prévio realizado
por Silva et al. (2017). Estas foram coletadas por puncdo do fémur, seguida de
separacdo de células por gradiente de densidade com uso de Ficoll®, avaliacdo da
viabilidade e concentracdo celular, cultivo celular, ensaio de Unidade Formadora de
Colbnia Fibroblastoide (UFC-F), diferenciagbes em linhagens condrogénica,
osteogénica e adipogénica, caracterizagdo por citometria de fluxo e criopreservacdo das
CTMMOs no banco de Células do NUPCelt.

As CTMMO-co criopreservadas foram descongeladas, realizado contagem e
avaliagdo de viabilidade e semeadas em garrafas de cultivo celular de 25 cm? na
densidade de 10° células/mL com 3,0 mL de meio de cultivo MEM Alpha Medium+L-
glutamine suplementado, e mantidas em estufa incubadora (TECNAL TE-399®) a 37°C
em 5% de CO? e umidade de 95% com trocas de meio até a confluéncia minima de
80%, quando eram novamente avaliada a viabilidade e concentracdo celular, para
marcacdo com nanocristais intracitoplasmaitcos (Q-Tracker® 655 CellLabeling Kit),
realizada segundo protocolo descrito por Costa et al. (2017). O pellet foi ressuspendido
em PBS na concentracio de 10%células/0,2 ml de PBS e transportado em seringa estéril

de 1 mL para aplicagdo subconjuntival nos animais dos grupos G1.

Inducédo da ulcera de cérnea e aplicacdo de CTMMO-co
Os animais foram pré-anestesiados com Cloridrato de Xilazina (20mg/ml),

3mg/kg e Cloridrato de Tramadol (50mg/ml), 2mg/kg pela via intramuscular apés
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exame clinico e oftalmico. Decorridos 15 minutos foram anestesiados com maleato de
midazolan (5mg/ml), 1mg/kg, associado a cloridrato de quetamina (25mg/ml) na dose
de 35mg/kg, pela via intramuscular. Confirmado o plano anestésico 0s animais eram
posicionados em decubito lateral direito, com a cdrnea paralela a superficie da mesa,
realizada antissepsia com iodopovidona a 10% da regido periocular, protecdo do campo
operatorio com pano de campo fenestrado estéril e antissepsia com iodopovidona a 1%,
seguida de lavagem com solucdo fisiologica a 0,9% estéril da conjuntiva bulbar,
palpebral, e da cornea.

A fixacdo do globo ocular esquerdo de cada coelha foi realizada com uso de
blesfarostato. As corneas eram anestesiadas com instilacdo de uma gota de solugéo
oftdlmica a base de cloridrato de tetracaina 1% e cloridrato de fenilefrina a 0,1%
(Alergan). Apos 2 minutos da anestesia topica, com auxilio de microscopio cirurgico
(DF Vasconcelos), em objetiva 16, foi posicionado o trépano na regido central da cornea
e perpendicular a mesma. Na sequéncia foi realizada leve pressdo seguida de
movimentos circulares até que a face cortante do trépano penetrasse na cornea,
atingindo o estroma profundo. Apds este procedimento, com auxilio de pinga colibri,
bisturi crescente e tesoura de cornea, foi retirado o botéo corneal e em cada coelha do
tratamento G1 foi aplicado1x10° CTMMO diluidas em 0,2ml de PBS pela via

subconjuntival.

Procedimento cirdrgico de enxerto corneoconjuntival
Ap0os inducdo das ulceras de cdrnea profundas, nos dois tratamentos (G1 e G2),

os animais do grupo enxerto (G2), foram submetidos a cirurgia utilizando a técnica de
enxerto corneoconjuntival conforme Gelatt (2003). Primeiramente transformou-se as
Glceras de formato circular para quadrado com auxilio de lamina n°® 10, com a finalidade
de receber, em seu leito, 0 enxerto constituido de cornea e conjuntiva. Em seguida
foram realizadas duas incisdes divergentes que se estendeu da periferia da Ulcera até o
limbo, e em seguida para a conjuntiva bulbar. Com uso de bisturi angulado crescente de
2,0 mm de didmetro, a cérnea foi dissecada até o limbo, e, em seguida para a
conjuntiva, de tal forma que o enxerto pudesse ser deslizado preenchendo todo o leito
da ulcera sem oferecer resisténcia. O enxerto, entdo, foi fixado a cornea com fio de

sutura oftdmico mononylon 9-0 com pontos separados simples.
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Tratamento p6s-operatorio
A terapia pés-cirdrgica dos animais dos dois tratamentos consistiu em instilacdo

de uma gota de colirio antiinflamatorio diclofenaco sodico (Still) 3 vezes ao dia, durante
5 dias, uma gota de antibiético gatifloxacino (Zymar 0,3%) 4 vezes ao dia, no periodo
de 7 dias, terapia sisttmica com antiinflamatorio ndo esterdidemeloxican (0,2%),
0,1mg/kg ao dia pela via subcutanea durante 3 dias; opididecloridrato de tramadol(50
mg/ml), 3 mg/kg de 12 em 12 horas durante trés dias pela via intramuscular; e
antibidtico enrofloxacina 10%, 5 mg/kg de 12 em 12 horas, durante 7 dias pela via
subcutanea. Todos os animais submetidos a cirurgia receberam colar elisabetano

durante a pesquisa.

Eutanasia e coleta de cornea
A eutanasia foi realizada segundo as Normas do Conselho Nacional de Controle

de Experimentacdo Animal — CONCEA. Apds anestesia com a combinacdo de
cloridrato de quetamina (25 mg/ml), 50 mg/kg, cloridrato de xilazina 2%, 3 mg/kg e
midazolan (5 mg/ml), 2mg/kg, via intramuscular e confirmacdo do plano anestésico, 0s
animais receberam infusdo intravenosa de cloreto de potassio 10%, 4ml/kg , confirmado
0 Obito, foi realizada a enucleagdo do globo ocular, tratado e fixado em solugdo de
formol tamponada (pH 7,2) a 10% por 24 horas para processamento histologico.

Analise histopatoldgica e rastreamento celular
As corneas foram seccionadas ao meio, processadas por técnicas histologicas de

rotina e coradas com Hematoxilina-Eosina (H-E). As lesbes observadas no exame
histopatologico foram avaliadas de forma semi-quantitativa, mensurando-se a
intensidade das lesdes no local da Ulcera em escala de 0 a 4 onde: 0 = ausente, 1 = leve;
2 = media (leve); 3 = moderada; 4 = intensa.

Para o rastreamento das células-tronco, apds processamento histoldgico, foram
preparadas l&minas com cortes de cdrneas dos animais tratados com CTMMO-co, as
quais foram desparafinadas e observadas em microscopio de fluorescéncia (modelo
BX41 OLYMPUS) para visualizacdo das CTMMO-co.

Anélise imunoistoquimica
Cortes de tecido corneal embebidos em parafina foram incluidos em laminas

previamente silanizada. Apds 24 horas foram desparafinados em xilol, hidratados em

concentracOes decrescentes de alcool etilico e seguiu-se as demais etapas intercaldas por
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lavagens de PBS. A recuperacdo antigénica foi realizada com tampao citrato pH 6,0 em
banho maria a 96° por 20 minutos e esfriamento por 20 minutos em temperatura
ambiente. O bloqueio de peroxidase endogena com Peréxido de Hidrogénio (H202) 3%
por 15 minutos, seguida de bloqueio com solucdo de 5% de soro caprino diluido em
solucdo de 1% de Albumina Bovina Sérica (BSA) e 0,5% de Tween; Incubacdo dos
cortes overnight a 4°C em atmosfera imida com anticorpo priméario monoclonal VEGF
JH121 (cat. MA5-13182, TermoFisherScientific®) na diluicdo de 1:50; Incubagdo com
0 anticorpo secundario GoatAnti-Mouselgg (H+L), HRP Conjugated - KPL (Cat. 074-
1806 SeroCare); Revelagdo com 3,3’-diaminobenzidina (Dako®), contra coloragdo com
hematoxilina de Harrys e montagens das laminas para pesquisa de imunomarcacao por
VEGF em microscopia de luz. Foi utilizado corte de retina como controle positivo e 0s
cortes de cdrnea com leséo suprimindo o anticorpo primario como controle negativo da

reacao.

Avaliagao Estatistica
Para a anéalise dos dados histopatoldgicos e de imunoistoquimica entre 0s grupos

de tratamentos, os resultados foram analisados pelo teste ANOVA twoway, seguido de
Boferroni, utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 6 demo statistical software
(Califérnia, Estados Unidos). Foram consideradas diferencas significantes quando P
<0,05.

Resultados e discussao

A via de aplicagdo de CTMMO utilizada em nosso estudo, demonstrou ser
pratica e rapida, a diluicdo das células em um volume de apenas 0,2 mL evitou perdas
por extravasamento e ndo foi observado lesdo no tecido conjuntival bulbar, podendo
esta técnica ser facilmente realizada em ambiente adequado por profissional habilitado.
Esses resultados corroboram com Orbay et al. (2012), que sugere que os métodos de
administracdo de CTM devem ser melhores estudados, pela possibilidade remota de se
obter resultados clinicos satisfatorios apdés a administracdo sisttmica sem alvo
especifico.

Na avaliacdo histopatologica foram observadas alteragdes comuns e com
intensidade variavel em ambos os grupos, tais como hiperplasia e hipertrofia e discreta

degeneracdo do epitélio corneal, marcada fibroplasia (Figuras 1D e 2A, E, G e H) e
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espessamento do estroma (Figuras 1D e 2C), comparadas a um corte de cornea sem
lesdo (Fig. 1B), evidenciando apenas as camadas estruturais. No entanto, infiltrado
inflamatorio e neovascularizacdo, sdo as duas alteracdes discutidas nesse experimento,

por terem diferido significativamente entre os tratamentos (p<0,05) e por interferirem

substancialmente no reparo corneal.

e n

Figura 1. Fotomicrografia de corneas de coelhas. G1-30: Cornea ndo corada. Células marcadas com
nanocristais intracitoplasmaticos fluorescentes (—), microscopia de fluorescéncia (A); Estrutura da cornea
normal. HE (B); Retina: Controle positivo para marcac¢do de VEGF. IMH (C); G1-7: Fibroplasia e area focal
de hiperplasia epitelial (—> ).HE (D;, Imumomarca¢do de VEGF na camada basal do epitélio.IMH (E) e
controle da reagdo, corte sem VEGF, auséncia de marcacdo (F); G2-7: Infiltrado inflamat6rio difuso e
neovascularizagdo no estroma. HE (G); Imunomarcagdo moderada de VEGF no epitélio e estroma corneal.
IMH (H) e auséncia de marcagdo no corte controle da reacao (1).
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A rapida restauracdo da integridade da camada epitelial é imprescindivel para
prevenir a inflamacdo da cornea, que pode causar perda permanente da visdo ou até
mesmo a perda do préprio olho (Bukowiecki et al., 2017). Desta forma, ap6s uma
injaria corneana, uma cascata de eventos mediada por citocinas e receptores,
quimiocinas, fatores de crescimentos, células epiteliais, estromais, derivadas da medula
6ssea, lacrimal, nervos, e do sistema imunoldgico é desencadeada com a finalidade de
restaurar a homeostasia corneana, (Wilson et al., 2001; Torricelli et al., 2014).

Nesse processo complexo, participam uma diversidade de citocinas
inflamatorias, e tanto estas, quanto seus receptores estdo presentes nas células, sendo
que quase sua totalidade é produzida por células inflamatorias tais como
polimorfonucleares, linfocitos, mondcitos/macrofagos,  basofilos/mastcitos e
eosinofilos (Pontes et al., 2011). Dentre elas os neutréfilos em condicdes inflamatorias
produzem VEGF, que contribui para a perpetuacdodo ciclo de angiogénese da cornea
(Saraiva et al., 2009).

Nossos resultados evidenciaram que infiltrado inflamatério discreto foi
observado em uma Unica amostra aos 7 dias, de um animal tratado com CTMMO,
enquanto dos grupos G2, 66,67% apresentam infiltrado inflamatério polimorfonuclear,
com predominancia de eosindfilos (Fig. 1G e 2C), sendo que aos 30 dias, em 50% dos
animais ainda havia infiltrado de moderado a intenso. No processo de reparo corneal,
apos as celulas inflamatorias terem retirado restos de tecido lesado e detritos, 0s
ceratocitos, que sdo células especializadas, ativados, comecam a produzir colageno de
reposi¢cdo, e componentes da matriz extracelular (Wong et al.,2002; Plummer, 2017).
Sendo, observado neste estudo, demonstrando a precocidade de reparacdo da lesdo nos
animais tratados com CTM, nos quais a fibroplasia era evidente, ja desde a avaliacao
aos sete dias (Fig.1D), e sem processo inflamatorio, que provavelmente regrediu aos
primeiros dias pos-tratamento. Contrario aos animais tratados com enxerto, nos quais

aos 30 dias, ainda havia processo inflamatorio intenso (Fig. 2G).
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Figura 2. G1-15: Fibroplasia e degeneracdo da camada basal do epitélio (=) (A). e Imumomarcagdo
leve de VEGF na camada basal do epitélio.IMH (B); G2-15: Infiltrado inflamatério difuso intenso e
neovascularizacdo no estroma. HE (C) e imunomarcacdo intensa de VEGF no epitélio e estroma
corneal. IMH (D); G1-30; Fibroplasia estromal e hipertrofia da camada basal do epitélio. HE (). (E),
imumomarcacdo leve de VEGF na camada basal do epitélio. IMH (F); G2-30: Neovascularizacdo e
infiltrado inflamatorio difuso. HE (G), mesmo corte de G evidenciando a diferenca de coloragéo na area
de formacao no novo colageno (= ). Tricomico de Massom (H) e imumomarca¢do moderada de VEGF
na camada basal do epitélio e no estroma. IMH (I).
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A cornea é avascularizada, permitindo a entrada maxima de luz e,
consequentemente, estimulo visual. Esta condi¢do avascular da cérnea é conseguida
pela presenca do privilégio angiogénico, sendo que qualquer alteracdo neste equilibrio,
por lesBes quimicas, mecanicas, degenerativas ou infecciosas, podem levar ao
desenvolvimento de neovascularizagdo da cdrnea, comprometendo o desempenho
Optico da mesma (Maddula et al., 2011). De fato, nossos resultados histopatoldgicos
comprovaram a formacdo de novos vasos no estroma corneal dos animais submetidos a
enxerto corneoconjuntival, sendo moderada a intensa em 50% do G2-7 (Fig. 1G), média
a intensa em 75% do G2-15 (Figura 2C), e média a moderada em 100% do G2-30 (Fig.
2G). Neovascularizagdo macica em estroma superficial e profundo, com maior
prevaléncia neste, também foi evidenciada em botdes de cdrneas com diversas
patologias (Tshinoyi et al., 2012), bem como em coelhos infectados experimentalmente
que desenvolveram lesdes no estroma corneano caracterizadas por angiogénese,
inflamacdo e opacidade (Saraiva et al., 2009).

A maioria das doencas que ocorrem no epitélio, estroma e endotélio da cornea
sdo acompanhadas por inflamacdo e defeito de cicatrizacdo (Oie e Nishida, 2013; OH
et al., 2014), culminando com desorganizacdo da estrutura da matriz estromal corneana,
comum nas doengas e traumas da cornea, resultando em opacidades (Du et al., 2009;
Pascolini e Mariotti, 2012). Nexte contexto, em grande parte dos casos de
vascularizacdo corneana ha necessidade de intervencao cirurgica, e o transplante é uma
estratégia terapéutica comum, podendo ser de toda a cornea ou de certas partes, € um
método de tratamento comum em todo 0 mundo. Atinge até 95% de sucesso em cornea
avascular, no entanto, em cdrneas com leitos j& neovascularizados, a taxa de sucesso
diminui para 50%. Depara-se ainda, com uma escassez de tecidos da cornea de doadores
na maioria dos paises, tornando o transplante de cérnea um método caro e dificil, além
da necessidade de imunossupresséo (Ghazaryan et al., 2016).

Neste sentido, a técnica de enxerto cdrneoconjuntival descarta a necessidade de
doadores e pode ser uma alternativa. No entanto, o fato de os animais que receberam
esse tratamento apresentarem neovascularizacao e infiltrado inflamatorio aos 30 dias de
avaliacdo, impossibilita inferir o tempo necessario para reparo completo. Por outro lado,
a auséncia de vascularizagcdo nos grupos tratados com CTM j& a partir do sétimo dia de
avaliacdo demonstra a efetividade desse tratamento em Ulceras de cdrnea, apesar de
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também ndo podermos inferir o tempo de reparo corneal, pois aos 30 dias na area da
lesdo ainda foi observado desorganizacdo estromal na nas areas de fibroplasia, embora
sem infiltrado e neovascularizacao.

A recuperacdo precoce pela atuacdo das CTMMO-co, aplicadas, via
subconjuntival nos coelhos, pode ser confirmada pela diferenca entre 0 processo
inflamatorio e neovascularizacdo nas cdrneas deste grupo, comparado as do grupo
enxerto. Neste contexto, segundo Krafts (2010), a capacidade regenerativa dos tecidos
ndo reside em suas células parenquimatosas, mas em células-tronco localizadas
profundamente dentro do tecido. Além disso, a participacdo de células-tronco do limbo
para cobrir a lesdo corneal tem sido demonstrada nas Ulceras superficiais, sem que haja
comprometimento da membrana basal, sendo que este processo pode durar de 4 a 7 dias,
e, geralmente, sem produzir opacidades significantes (Herrera, 2008; Torricell e Wilson,
2014). No entanto, considerando que neste experimento, foram realizadas Ulceras
profundas, atingindo o estroma e mesmo assim houve reepitelizagdo, resolucdo de
infiltrado e auséncia de neovascularizacdo nos animais tratados com CTMMO-co, estes
resultados nos levam a inferir que se devem a atuacdo das CTMMO-co aplicadas, pela
capacidade de regulacdo dessas células na resposta inflamatdria e inibicdo de
angiogénese, tanto local quando possivelmente paracrina, tendo em vista que a
avaliacdo do rastreamento intracitoplasméatico das CTMMO-co, aplicadas confirmou a
presenca discreta destas no estroma local da lesdo (Fig.1A) e em maior quantidade no
tecido conjuntival, provavelmente onde foram aplicadas as CTMMO-co.

Quantos a expressdo de VEGF-A por imunoistoquimica, um corte da regido da
retina foi incluido (Fig.1C) como controle positivo de marcacéo por VEGF, por ser uma
area vascularizada. Os resultados exibiram expressdo de VEGF tanto no epitélio quanto
no estroma (Fig. 3), com diferenca significativa entre os tratamentos (P<0,01). Sendo
que houve marcacgéo discreta no estroma em apenas um animal tratado com CTM no
grupo G1-30. No entanto, todas as coelhas tratadas com enxerto, expressaram VEGF-A
no estroma, com intensidade variando de leve a intensa, como no G2-7 (Fig. 1H), com
50% das cdrneas com marcacdo de forma leve, 25% media e 25% de forma intensa. No
G2-15, 75 % apresentaram intensidade na marcacéo intensa (Fig.2D), e 25% intensidade
média, no G2-30, 75% apresentaram intensidade para marca¢do pelo VEGF-A de forma
média, e 25% moderada ( Fig. 2l ), com diferenca significativa (p<0,01) entre os
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tratamentos. Cortes onde foi suprimido o anticorpo VEGF, foram incluidos como

controles das reacdes de imunoistoquimica (Figuras 1F e I).
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Figura 3. Imunomarca¢do de VEGF-A em estroma e epitélio corneal de coelhas submetidas a tilcera de comnea induzida
profunda, tratadas com CTMMO e pela técnica de enxerto corneconjuntival

Essa expressdao discreta de VEGF-A nos animais tratados com CTMMO-co,
reflete uma precocidade na resposta de cicatrizacdo ndo vascular (Slatter, 2005), Por
outro lado, a expressdao acentuada nos animais do G2 denota lesdo ainda nao curada,
com presenca de processo inflamatdrio e angiogénico ativos (Gan et al., 2004). Para
Cursiefen (2004), o recrutamento de células inflamatorias promovidas por VEGF-A
desempenha papel importante e aparentemente predominante na promocdo da
neovascularizacdo patologica. De fato, segundo Saraiva et al. (2009), o VEGF induz a
resposta de quimiotaxia de macrdfagos e neutréfilos através do receptor VEGF-R1, e
como descrito anteriormente, os neutrdfilos em condigfes inflamatorias produzem
VEGF, que perpetua o ciclo de angiogénese da cdrnea.

Pesquisas revelaram que VEGF-A esta presente em cdrneas normais ou feridas,
sendo que em coOrneas normais, este fator de crescimento encontra-se aprisionado ao
receptor soltvel SVEGFR-1, fator este produzido pelas células epiteliais da cornea, no
entanto, também é secretado por CTM em nivel suficiente para inibir a angiogénese
(Ambati et al., 2006; Eslani et al., 2017). As CTMs expressam, ainda, positivamente a
trombospondina-1(TSP1), fator antiagiogénico, que promove a apoptose das células
endoteliais, e inibe a migracdo, proliferacdo, e formacdo de tubo no processo de
angiogénese (Armstrong et al., 2003) fato este, que provavelmente ocorreu nos animais
tratados com CTMMO-co deste estudo, haja visto, que mesmo expressando VEGF, ndo

desenvolveram angiogénese.

58

G1
e



396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427

Quanto a presencga de VEGF-A, no epitélio corneal, tanto os animais dos grupos
tratados com CTMMO-co, quanto os dos grupos tratados com enxerto, apresentaram
imunomarcacdo de VEGF-A na camada epitelial da cdérnea, sendo mais discreta nos
animais que receberam CTMMO-co, como visto no G1-7, com 75% das cérneas
apresentando imunomarcacgdo com intensidade média (Fig. 2E), no G1-15, 25%, com
forma leve, e 50% com forma média (Fig. 2B), e no G1-30, com 50% com intensidade
leve (Fig. 2F), e 50% media. J& nos grupos tratados com enxerto corneoconjuntival, o
VEGF foi expresso de forma bem mais evidente em todas as amostras no epitélio
corneano, sendo 75% em intensidade moderada no G2-7 (Fig.1H), 75% com
imunomarcacdo intensa no G2-15 (Fig. 2D), e em intensidade moderada em 100% das
corneas no G2-30 (Fig. 21). Esse aumento da intensidade de vascularizagdo nas corneas
do G2 pode influenciar na qualidade Optica da cornea pela presenca de opacidade
causada por células sanguineas circulantes nos canais vasculares, alteracdes no
espacamento do colédgeno estromal entre os vasos sanguineos, vazamento de fluido
causando edema e deposicdo de lipidios no tecido em torno dos vasos sanguineos
permeaveis, (Azar, 2006).

Foi constatado, que ao contrario da atenuagdo da imunomarcacéo verificada nos
grupos tratados com CTMMO-co ao longo da pesquisa, nos grupos tratados com
enxerto houve exacerbagcdo na intensidade da imunomarcacdo, corroborando com
pesquisa que apresentou maior expressdo de VEGF-A na camada epitelial comparado
ao estroma (Gan et al., 2004 ), em trabalho com tratamento de lesdo corneal com CTM,
onde se verificou expressdo reduzida de VEGF, particularmente, naquele grupo com
injecdo de células-troco pela via subconjuntival (Ghazaryan et al., 2016), e em pesquisa
com CTM ministrado por via tdpica, em que verificou-se baixos niveis de expressdo de
VEGF-A (Oh et al., 2008).

Em nossa pesquisa, embora tenhamos avaliado apenas um dos fatores que
influenciam o reparo corneal, os resultados comparativos entre os tratamentos nos
levam a inferir que a atuacdo das CTMMO-co é realmente por imunomodulacéo,
permitindo um equilibrio entre os fatores, de modo a inibir a formacdo de novos vasos
da cornea. Tendo em vista que, em outros tipos de lesdes, como na isquemia renal, a
atuacdo de células tronco mesenquimais é entre outros fatores, por reduzir o processo de

inflamacdo e promover o suprimento vascular (Franquesa et al., 2013; Souidi et al.,
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2013), enquanto na cornea, nossos resultados sugerem que as CTMMO-co atuaram
contrariamente, inibindo a expressdo de VEGF-A e consequentemente a angiogénese,

condicdo necessaria para preservar a transparéncia das cornea.

Conclusdo

Conclui-se que, a terapia com células-tronco mesenquimais da medula dssea
promoveu reparagao precoce e satisfatoria da cérnea, uma vez que, nao foi observado
processo inflamatério aos 15 dias e vascularizacdo a partir do sétimo dia pos-
tratamento. Ainda, pela evidente diferenca na expressdo de VEGF-A neste grupo,
quando comparado aos animais submetidos a enxerto corneoconjuntival, sugerindo

papel imunomodulador das CTM no reparo corneal por inibir a angiogénese.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa demostrou que o tratamento com células-tronco mesenquimais
aplicadas via subconjuntival pode ser instituido em Ulcera de cérnea profunda em coelhos e
mostrou-se mais eficaz que a técnica enxerto corneoconjuntival no que se refere a
aplicabilidade e rapidez de execucdo, podendo ser realizado em ambiente ambulatorial, por
profissional devidamente treinado. Além de ter evidenciado melhora nos sinais clinicos,
precocidade do reparo corneal observado na avaliacdo histopatol6gica e imunoistoquimica.
No entanto, faz necessarios estudos mais detalhados que possam incluir um maior nimero de
amostras, estender os tempos de avaliacdo até completa reparacdo corneal e avaliar outros
fatores de crescimento que auxiliam a elucidar o papel imunomodulador das CTMs na

reparacao de lesdo corneal.
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