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RESUMO

Terapia celular regenerativa injetavel no tratamento da ceratoconjuntivite seca

em caes

A ceratoconjuntivite seca (CCS) é uma doencga inflamatodria, principalmente
imunomediada, que acomete as glandulas lacrimais e a superficie ocular, podendo
ser uni ou bilateral, provocando a diminuicdo da por¢ao aquosa do filme lacrimal
e/ou excessiva evaporagdo. O objetivo do estudo foi comparar a eficacia dos
tratamentos de medicina regenerativa injetavel, em caes diagnosticados com CCS,
utilizando células-tronco mesenquimal (CTM) e plasma rico em plaquetas homaologo
(PRPH) com o tratamento topico convencional com o imunossupressor tacrolimus
0,03%, além do uso de CTM associado ou ndo com édmega 3 oral. Foram avaliados
durante 6 meses, 50 cdes com CCS bilateral, que foram distribuidos em 2 estudos:
estudo 1 com 30 caes, distribuidos em 3 grupos: Grupo tacrolimus 0,03% (GT)
tépico, Grupo CTM (GCTM) injetavel e Grupo PRPH (GPRPH) injetavel; e estudo 2
com 20 caes distribuidos em 2 grupos: Grupo CTM (GCTM) injetavel e Grupo CTM
injetavel associado ao uso de 6mega 3 oral (GCTMO). Os grupos que utilizaram os
tratamentos GCTM, GCTMO e GPRPH foram injetados 1 vez ao més na glandula da
terceira palpebra (0,1 ml), conjuntiva palpebral superior (0,1 ml) e inferior (0,1 ml),
totalizando até 3 aplicacdes, conforme a necessidade com base na melhora dos
exames oftalmicos e GCTMO teve a suplementacgéo diaria do dmega 3 e o GT fez
uso do colirio 2 vezes ao dia, em todos os grupos utilizou o lubrificante artificial 2
vezes ao dia. Foram feitos exames oftdlmicos uma vez ao més Teste Lacrimal de
Schirmer 1 (TLS-1), Teste de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL) e coleta de citologia
aspirativa no M0, M3 e M6 e biopsia da conjuntiva do MO e M6. Os estudos foram
aprovados pelo CEUA n. 6412 (estudo 1) e n. 6484 (estudo 2). Todos os grupos
apresentaram melhora na producao lacrimal, na qualidade do filme lacrimal e na
saude da superficie ocular, além da diminuicdo do processo inflamatério e aumento
das células caliciformes. O grupo com CTM demonstrou uma melhor eficacia em
comparagao aos grupos GT e GPRPH, sendo que a suplementagdo com dmega 3
levou a um amento da eficacia da CTM injetavel. Os estudos destacam a eficacia no
tratamento da CCS em caes com a medicina regenerativa injetavel mensal com CTM

e PRPH, sendo uma alternativa ao tratamento convencional com o imunossupressor



tacrolimus 0,03% topico com instilagdo diaria e continua, e que pode ser inviavel em
algumas situagcdes como em caes agressivos ou ndo cooperativos, tutores idosos ou
com trabalho com horarios que nao possibilitam a instilagao diaria dos colirios, ou

ainda em caes alérgicos ou refratarios ao colirio imunossupressor.

Palavra-chave: Olho Seco. Mesenquimal. Acido Graxo Tacrolimos. Caes.



ABSTRACT

Injectable regenerative cell therapy in the treatment of keratoconjunctivitis

sicca in dogs

Keratoconjunctivitis sicca (KCS) is an inflammatory disease, mainly immune-
mediated, that affects the lacrimal glands and the ocular surface, which can be
unilateral or bilateral, causing a decrease in the aqueous portion of the tear film
and/or excessive evaporation. The objective of the study was to compare the
effectiveness of injectable regenerative medicine treatments in dogs diagnosed with
KCS, using mesenchymal stem cells (MSC) and homologous platelet-rich plasma
(HPRP) with conventional topical treatment with the immunosuppressant tacrolimus
0.03%, in addition to the use of MSC associated or not with oral omega 3. Fifty dogs
with bilateral KCS were evaluated over a period of 6 months, which were divided into
2 studies: study 1 with 30 dogs, distributed into 3 groups: Topical 0.03% tacrolimus
(GT) Group, injectable MSC (GMSC) Group and HPRP Group (GHPRP) injectable;
and study 2 with 20 dogs divided into 2 groups: injectable MSC Group (GMSC) and
injectable MSC Group associated with the use of oral omega 3 (GMSCO). The
groups that used the GMSC, GMSCO and GHPRP treatments were injected once a
month into the gland of the third eyelid (0.1 ml), upper palpebral conjunctiva (0.1 ml)
and lower (0.1 ml), totaling up to 3 applications, as needed based on improvement in
ophthalmic exams and GMSCO had daily omega 3 supplementation and GT used
eye drops twice a day, in all groups they used artificial lubricant twice a day.
Ophthalmic exams were performed once a month Schirmer Tear Test 1 (STT-1),
Tear Breakup Film Rupture Test (TBUT) and collection of aspiration cytology in MO,
M3 and M6 and biopsy of the conjunctiva of MO and M6. The studies were approved
by CEUA n. 6412 (study 1) and n. 6484 (study 2). All groups showed improvements
in tear production, tear film quality and ocular surface health, in addition to a
reduction in the inflammatory process and an increase in goblet cells. The MSC
group demonstrated better efficacy compared to the T and GHPRP groups, with
omega 3 supplementation leading to an increase in the effectiveness of injectable
MSC. The studies highlight the effectiveness in the treatment of KCS in dogs with
monthly injectable regenerative medicine with MSC and HPRP, being an alternative

to conventional treatment with the immunosuppressant tacrolimus 0.03% topical with



daily and continuous instillation, and which may be unfeasible in some situations
such as aggressive or uncooperative dogs, elderly owners or those with work
schedules that do not allow daily instillation of eye drops, or even in dogs allergic or

refractory to immunosuppressive eye drops.

Keywords: Keratoconjunctivitis sicca. Mesenchymal. Tacrolimo. Fatty Acid . Dogs.
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1 ARTIGO 1 (REVISTA VETERINARY OPHTALMOLOGY)

Comparaciao entre tacrolimus, células tronco mesenquimais e plasma rico em plaquetas no
tratamento de ceratoconjuntivite seca em caes

Resumo

Introducdo e Objetivo: A ceratoconjuntivite seca (CCS) é uma doenga inflamatdria cronica que
provoca a diminui¢do da porgao aquosa do filme lacrimal e/ou excessiva evaporacdo. O objetivo do
estudo foi comparar a eficacia do tratamento de medicina celular regenerativa injetavel, células tronco
mesenquimal (CTM) e do plasma rico em plaquetas homologo (PRPH), com o tratamento
convencional de imunossupressor topico tacrolimus 0,03% (T), em caes com CCS.

Materiais e Métodos: Foram avaliados 30 cées, por 6 meses, divididos em 3 grupos, com 10 animais
cada, GCTM, GPRPH e GT. O GT foi utilizado o colirio a 0,03%, 2x/dia, 0o GCTM e o GPRPH, foram
utilizados por via injetavel na glandula da terceira palpebra, na conjuntiva palpebral superior e
inferior, 0,1 ml em cada localizagdo. Foram realizados os exames oftalmicos, 1 vez ao més, Teste
Lacrimal de Schirmer 1 (TLS-1), Teste de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL) e Teste de Fluoresceina
(TF). Citologia aspirativa da Glandula da terceira palpebra na admissdo do animal no projeto, no 3 ¢ 6
meses ¢ a biopsia da conjuntiva na admissdo e no 6 meés.

Resultados: Os grupos apresentaram melhora, na produgdo, qualidade do filme lacrimal e da
superficie ocular. A média e desvio padrdo dos valores do TLS do GCTM foi 16,2+4,6 mm/min, do
GPRPH foi 11,845,0 mm/min e do GT 18,1+6,0 mm/min. No TRFL, o GCTM apresentou média e
desvio padrao de 15,7 &+ 3,9 s, o GPRPH foi de 8,70+ 2,81 s e o GT foi 9,39+ 2,99 s. Houve aumento
significativo (p <0,05) no TLS-1 nos grupos GT e GCTM ao final do estudo, sendo que o aumento foi
maior com o GT. No TRFL houve diferenca estatistica (p < 0,05) entres os grupos CTM com GT e
GCTM, sendo maior os valores aferidos do GCTM. Na citologia aspirativa mostrou que a melhora do
processo inflamatorio apds os tratamentos no GCTM ocorreu mais precoce, seguida do GT e por
ultimo o GPRPH. No histopatolégico revelou que o grupo que apresentou um aumento das células

caliciformes foi o GCTM, seguido do GT e o GPRH.
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Conclusdo: Conclui-se que o tratamento com medicina regenerativa celular, com CTM e PRPH
injetavel com aplicacdo mensal, é eficaz, sendo a CTM com eficacia superior ao PPRPH, ¢ ambos
promovendo diminui¢do da inflamagdo, melhora na quantidade e qualidade da lagrima, como ocorre
no tratamento convencional com tacrolimus topico didrio, podendo ser uma alternativa viavel no
tratamento da CCS em cdes que ndo possam fazer o tratamento tradicional com imunossupressor
continuo.

Palavras-chave: Injetavel, Sindrome do olho seco, Medicina regenerativa, Terapia Celular, Células

Caliciformes, Glandula Lacrimal

1 INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS) é uma doenca inflamatdria cronica, que ocorre devido a
deficiéncia de producdo da porg¢do aquosa do filme lacrimal (deficiéncia quantitativa) e/ou pela
evaporagao excessiva da lagrima (deficiéncia qualitativa) devido a producdo inadequada da camada
lipidica, que afeta estruturas da cdérnea e conjuntiva podendo evoluir para destruigdo tecidual e
cegueira [1, 2, 3]. A CCS ¢ uma das doengas mais diagnosticadas na oftalmologia veterinaria, sendo
uma oftalmopatia grave e progressiva [4, 5]. E a maior causa de morbidade ocular no homem e no cio
[6, 7]. De maior incidéncia ¢ a imunomediada, mas outras etiologias também podem causar a
diminui¢do da produgdo lacrimal como predisposigdo racial, hipotireoidismo, paralisia do nervo facial,
medicamentos, excisdo cirtrgica da glandula da terceira palpebra, cinomose e leishmaniose, entre

outras [4-8].

O tratamento atualmente preconizado para CCS é o uso de imunossupressores topicos
(ciclosporina, tacrolimus e pimecrolimus) associados com substitutos da lagrima. Outras drogas
podem ser utilizadas como anti-inflamatérios ndo esteroides e esteroides (se ndo houver ulceras),
controle de infecgdes secundarias com o uso de antibidticos, além de outros firmacos como a

pilocarpina (droga parassimpatomimética lacrimomimética) e acetilcisteina (mucolitico) [7, 9, 10].
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A medicina celular regenerativa vem crescendo no tratamento de doengas cronicas degenerativas ou
que envolvam um déficit cicatricial dos tecidos, utilizando por exemplo células tronco mesenquimais
(CTM) ou plasma rico em plaquetas homologo (PRPH) [11, 12, 13]. A medicina celular regenerativa é
um processo de substituir ou regenerar células, tecidos ou o6rgios para restaurar as fun¢des normais.
Esse campo é muito promissor, em relacdo a regeneracdo de tecidos e orgdos danificados
no organismo, pela troca de tecidos danificados e/ou simulando os mecanismos corporeos de reparo
para curar o que anteriormente era irreparavel [14].

As células tronco (hematopoiéticas e mesenquimais) sdo extraidas de tecido adiposo [15],
mucosa oral, conjuntiva, cérebro, retina, células embrionarias, epitélio ciliar, olhos de recém-nascido,
corddo umbilical [16] e principalmente provenientes da medula o6ssea [11, 16, 17, 18, 19]. As células
tronco t€m capacidade de se diferenciar em uma variedade de tipos de células como osteogénicas,
adipogénicas, condrogénicas, miogénicas ¢ muitas outras células secretoras [15,18] dependendo das
condi¢des fisioldgicas ou experimentais [17]. Sua utilizacdo € viadvel devido ao fato de poder cultivar e
isolar essas células tronco, mantendo sua potencialidade [11, 15, 18, 19]. Existem estudos que

mostram o uso de células-tronco no tratamento de doengas oculares degenerativas [15,17,18 ,19].

A utilizagdo dessas células tronco em doengas imunomediadas ¢ devido a sua capacidade
regenerativa que restaura os tecidos destruidos pela acdo dos autoanticorpos e por sua agdo
imunomoduladora causado pela liberagdo de moléculas bioativas. Essas moléculas sdo
imunossupressoras, especialmente para linfocitos T helper CD4, linfocitos B, inibindo assim a
liberagdo de interleucinas como a IL-6 presentes na ceratoconjuntivite seca (CCS) [11, 15,19] além de
estimular a angiogénese ¢ a mitose celular, inibir a apoptose e a liberagdo de mediadores pro
inflamatérios [11]. Em um estudo os autores revelaram que o uso de células-tronco mesenquimais
topicas no saco conjuntival foi uma terapia promissora, demonstrando melhora nos sinais clinicos e
melhora quantitativa e qualitativa da lagrima, além do aumento das células caliciformes e redugdo na

inflamacao causada pela ceratoconjuntivite seca em caes [20].

Outra terapia celular importante é o uso do plasma rico em plaquetas (PRP) e o plasma rico

em fatores de crescimento (PRFC) tem sido sugerido para o tratamento nos casos de olho seco


https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%93rg%C3%A3o_(anatomia)
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classificados de moderado a severo [21]. O PRP consiste num derivado sanguineo que possui alta
concentracdo de plaquetas obtidas através de um simples processo, que requer minima manipulagdo e
sem necessidade de acréscimo de alguma outra substancia [12], possuindo a¢do imunomoduladora,

baixo custo e resultados significativos no tratamento para tal enfermidade em seres humanos [12, 22].

O PRP ¢ um hemoderivado rico em fatores de crescimento e proteinas bioativas que estdo
presentes ¢ sdo sintetizadas no sangue, principalmente em atividade dos alfa-granulos de plaquetas
com agdo a nivel de regeneracdo tecidual [12]. Alguns estudos apontam sucesso no tratamento
oftalmoldgico em humanos com doenga da superficie ocular e sindrome do olho seco severa com
diferentes etiologias, persistentes defeitos epiteliais e tlceras de cérnea com a utilizagdo do plasma
rico em plaquetas [21, 23]. Um estudo mostrou melhora também na superficie ocular e na acuidade
visual em 368 pacientes com olho seco classificados de moderado a grave utilizando apenas PRP em

forma de colirio [12].

O objetivo do estudo foi comparar a eficicia do tratamento no ambulatoério de medicina
celular regenerativa injetavel, células-tronco mesenquimal (CTM) e do plasma rico em plaquetas
homologo (PRPH), com o tratamento convencional de imunossupressor topico tacrolimus 0,03% (T),

em caes com CCS.
Materiais e Métodos
Aprovacio ética

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Comissio de Uso Animal (CEUA) da
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE - Protocolo n° 6412) (Anexo 1) e conduzido conforme as
normas do CEUA e da ARVO (Association for Research in Vision and Ophthalmology — Statement

for the use of animals in ophthalmic and visual research).
Periodo de Estudo e Local

O estudo foi realizado de setembro de 2020 a fevereiro de 2023 Hospital Veterinario da

Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE em Presidente Prudente — SP.



18

Animais

Foram avaliados 30 cdes diagnosticados com CCS durante um periodo de tratamento de seis
meses, sem distin¢do racial, faixa etaria ou sexo. Os cdes foram incluidos no estudo mediante
observagdo de sinais clinicos oftalmicos utilizando lampada de fenda (Kowa SL-15, Japdo), que
incluiram secre¢do ocular, conjuntivite, opacidade corneana e pigmentacdo, além de critérios como
TLS < 15 mm/min e/ou TRFL < 20 segundos. Os critérios de exclusdo do estudo foram cées com TLS
< 5 mm/min, comportamento agressivo ou hiperativo, presenca de patologias pré-existentes ou
historico de tumores. Todos os animais entraram apds consentimento formal dos proprietarios através

de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Grupos
Os cées foram separados aleatoriamente em 3 grupos com 10 animais cada:

Grupo T: Tacrolimus 0,03% colirio (Laboratério Centro Paulista Laboratorio, Sdo Paulo,
Brasil), 1 gota, 2x/dia, topico, em ambos os olhos, durante 6 meses e¢ Tears® colirio (Laboratério

Labyes, Sdo Paulo, Brasil), 1 gota, 2x/dia, topico, em ambos os olhos, durante 6 meses.

Grupo PRPH: Aplicacdo injetavel de 0,3 ml de plasma rico em plaquetas, sendo 0,1 ml na
glandula da terceira palpebra, 0,1 ml na conjuntiva palpebral inferior ¢ 0,1 ml na conjuntiva palpebral
superior de ambos os olhos, sendo uma tnica aplicacio a cada 30 dias sendo até 3 aplicagdes e Tears”
colirio (Laboratorio Labyes, Sao Paulo, Brasil), 1 gota, 2x/dia, topico, em ambos os olhos, durante 6
meses. A metodologia para a obtengdo do plasma rico em plaquetas ¢ fundamentada na seguinte
técnica [20], utilizou apenas um cdo doador e era coletado 20 ml de sangue total pelo sistema a vacuo,
de maneira estéril, através da pungdo da veia jugular em tubos estéreis contendo citrato de sodio 3,2%.
A técnica consiste em dois processos de centrifugagdo. Na primeira etapa, o sangue foi centrifugado a
200 gravidades (g), graduada em 1.100 rotacdes por minuto (rpm) durante 10 minutos, em uma
centrifuga laboratorial comum (Sislab/Basic®). A seguir, descartou 30% do plasma superficial com
objetivo de utilizar um plasma com uma maior concentracdo de plaquetas na segunda etapa da

centrifugacdo, portanto o conteido remanescente era transferido para um tubo de Falcon seco e estéril.
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Na segunda etapa, a parte remanescente era centrifugada a 400 g numa rotagdo de 1.500 rpm, por 10
minutos. Nessa etapa, o plasma foi dividido em duas porgdes, sendo uma delas a porg¢do de plasma
pobre em plaquetas ¢ a outra parte o plasma rico em plaquetas. Dois tercos do material sobrenadante
era descartados (plasma pobre em plaquetas) e um terco restante foi classificado como plasma rico em
plaqueta. Desse material foi obtido um volume de 0,6 mililitros (ml), que foi aplicado

instantaneamente na glandula da terceira palpebra e conjuntiva palpebral superior e inferior.

Grupo CTM: Os animais receberam as células tronco mesenquimais em ambos os olhos,
onde foi a aplicagdo injetavel de 0,3 ml de célula tronco mesenquimal (1x10%) com agulha calibre 25
mm % 7 mm (Becton Dickinson, Sdo Paulo, SP, Brasil) , sendo 0,1 ml na glandula da terceira palpebra,
0,1 ml na conjuntiva palpebral inferior ¢ 0,1 ml na conjuntiva palpebral superior de ambos os olhos,
sendo uma tnica aplicagdo a cada 30 dias, durante 3 meses, e Tears” colirio (Labyes, Sdo Paulo,

Brasil), 1 gota, 2x/dia, topico, em ambos os olhos, durante 6 meses.

Quando diagnosticado infec¢do secundaria e/ou inflamacdo ocular (conjuntivite e/ou
ceratite) foi utilizado colirio antibidtico a base de ciprofloxacina (Ciprovet”® - Labyes) (1 gota 4x/dia),
e em caso de inflamagdo ocular colirio anti-inflamatério a base de diclofenaco de sédio (Still colirio®-

Allergan) (1 gota 3x/dia) durante 15 dias.
Processamento das Células-tronco Mesenquimal (CTM)

Para o processamento das CTM seguiu o protocolo da Regenera, o criotubo contendo a
CTM, que estava armazenado em botijdo de nitrogénio a -196°C, foi descongelado por 2 minutos em
banho-maria a 37°C. Apds, transferido imediatamente o conteido do criotubo para a solugdo de
descongelamento centrifugado em baixa rota¢do (1100 rpm; for¢a centrifuga relativa (FCR) = 216g)
(Centrifuga Marca Fanem, Modelo 206BL) durante 5 minutos. Apds a centrifugagao, foi desprezado o
sobrenadante e adicionado a solu¢do de lavagem 1. Foi homogenecizado delicadamente até que o
precipitado se dissolvesse. Centrifugou novamente a 216g, 1100 RPM durante 5 minutos. Apos a
centrifugacdo, desprezou o sobrenadante e adicionou a solucdo de lavagem 2. Homogeneizou

delicadamente até que o precipitado de dissolva. Centrifugou novamente a 216g, 1100 RPM durante 5
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minutos. Desprezou o sobrenadante e adicionou 600ul de soro fisioldégico para aplicacdo.
Homogeneizou delicadamente com a pipeta de Pasteur até que o precipitado se dissolvesse. As células
ndo podem permanecer mais de 10 minutos na solugdo fisiologica, pois apds este tempo elas ficam

enviaveis para uso, entdo a aplicagdo era imediata apds o término do preparo.
Avaliacao dos sinais clinicos

As avaliacdes dos sinais oftalmicos foram realizadas mensalmente durante 6 meses de
tratamento, desde o0 MO (momento de diagndstico da CCS) até o M6 (momento final do tratamento e
avaliacdo da CCS). Os sinais oftalmicos de cada animal, foram avaliados com auxilio da lampada de
fenda portatil (SL-15, Kowa, Japao) e preenchida uma ficha especifica, avaliando a pigmentagdo e
neovascularizacdo da cornea, presenca de secrecdo ocular, hiperemia conjuntival e tlcera de coérnea.

Os escores adotados para a avaliacdo foram: (0) sem alteragdo; (1) leve; (2) moderado e (3) severo [5].
Testes oftalmicos

Teste Lacrimal de Schirmer-1 TLS-1, sem anestésico, foi realizado uma limpeza ocular com
algodao seco para retirada de sujidades locais e depois introduzindo no saco conjuntival medial 0,5 cm
da ponta do papel filtro (Teste de Schirmer”™, Ophthalmos, SP), permanecendo por um tempo de 1
minuto e assim que retirado a leitura foi feita imediatamente de acordo com a quantidade umedecida
do papel filtro. Foram considerados olhos positivos para CCS aqueles que apresentaram valores de

TLS-1 < 15 mm/min [5].

Teste de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL), foi instilada 1 gota de fluoresceina 1% colirio
(Fludiag”®, Oftalmopharma) sobre a cornea. Apés duas piscadas manuais, as palpebras foram
seguradas, e com auxilio de um cronémetro foi avaliado o tempo de ruptura do filme lacrimal, através
da luz de cobalto da lampada de fenda portatil, com observagdo de pequenas manchas. Foram
efetuadas duas repeticdes e a média calculada através desses resultados. Valores de TRFL < 20

segundos foram considerados positivos para CCS [5].
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Teste de Fluoresceina (TF) utilizando um corante vital a base de fluoresceina sddica que
marca o estroma da cornea. Foi instilado 1 gota do colirio de fluoresceina 1% (Fludiag®
(Oftalmopharma®™) sobre a cornea e em seguida, o olho foi lavado com solugdo fisiologica e
examinado através da lampada de fenda portatil para verificar se houve ou ndo a presenca de ulcera de

cornea, utilizando os escores 0 (negativo) e 1(positivo) para classificacao.
Analises citologica

Para analise das células da glandula da terceira palpebra, realizados no M0, M3 e M6, foram
colhidas amostras através da técnica de aspirag@o por agulha fina calibre 0,45x13 e seringa 3ml. Para a
coleta, foi instilado 1 gota de colirio Anestalcon” (cloridrato de proximetacaina 5mg/ml - Alcon) para
0o GCTM e GPRPHO, para a dessensibilizacdo na glandula do olho coletado. Com a exposi¢do da
glandula da terceira palpebra com auxilio de uma pinga oftdlmica, foram coletadas as amostras destas
glandulas ap6s foi instilado 1 gota de Still® colirio (diclofenaco sodico, Allergan). O contetudo colhido
foi inserido em lamina de vidro e realizado o esfregaco. Para a fixacdo das amostras foi utilizado
metanol e a coloragdo pela técnica de MGG (May-Grunwald-Giemsa). Foram avaliados a quantidade
de neutrofilos, linfocitos e células glandulares. A contagem das células, em cada lamina, foi realizada
em 5 campos de grande aumento, utilizando a objetiva de 40x, através do microscopio optico (Nikon

Eclipse E200, Téquio, Japdo).
Analise histopatolégica

Para a analise histopatologica da conjuntiva, realizada no M0 e M6 do estudo, foi instilado 1
gota de colirio Anestalcon” (cloridrato de proximetacaina Smg/ml - Alcon) em cada olho e realizados
cortes, com auxilio de uma tesoura de conjuntiva (HR, Sdo Paulo, Brasil) de 1,0 milimetro,
aproximadamente, da conjuntiva palpebral inferior medial e colocado sobre fragmento de papel (1x1
cm). Em seguida, foi instilada 1 gota do colirio Still® (diclofenaco sodico, Allergan) na conjuntiva. Os
fragmentos coletados foram fixados em formalina e corados pelas técnicas de hematoxilina eosina
(HE) (Dolles, Sao Paulo, Brasil) e acido periodico de Schiff (PAS) (Merck, EUA). Na técnica de

coloracdo com HE, foram avaliadas quantidades de neutrofilos, leucocitos polimorfonucleares e
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mononucleares, e a técnica de PAS, foi utilizada para contagem das células caliciformes. A contagem
das células, em cada lamina, foi realizada em 5 campos de grande aumento utilizando a objetiva de
40x (Nikon Eclipse E200, Toquio, Japdo) e para exame de microscopia de luz e registro de imagens,

foi utilizado Leica ICC50HD (Wetzlar, Alemanha).
Anailise Estatistica

A andlise de variancia bidirecional (ANOVA) para pares de amostras com teste post-hoc de
Tukey foram usadas para analisar as variaveis TLS-1 e TRFL, incluindo células caliciformes,
linfocitos e neutrofilos. Com relacgdo a variavel TF, o teste ndo paramétrico de Friedman foi usado para
comparar varios momentos no tempo, enquanto o Kruskal-Wallis teste com o teste post-hoc de Dunn
foi usado para comparar as varidveis entre grupos. A significancia estatistica foi estabelecida em p
<0.05. Todas as analises foram realizadas com o programa estatistico R (R Development Core Team

2020).
Resultados

No GPRPH, em rela¢do a média inicial da contagem de plaquetas foi 249.154 (160.000 -
350.000/mm’) e apés o processo de preparacdo, a média final foi de 1.124.192/mm’ (459.000 -

1.771.000/mm’) plaquetas.

Houve aumento significativo (p <0,05) no TLS-1 (Figura 2a) e nos grupos GT ¢ GCTM de
M1 a M6, e no GPRPH somente nos momentos M1, M5 e M6. Houve diferenca estatistica (p < 0,05)
entres os grupos GT ¢ GCTM em relagdo ao GPRPH de M1 a M6, e entre os grupos também houve
diferenca estatistica entre 0 GCTM e os grupos GT ¢ GPRPH, sendo o que GCTM apresentou valores
maiores. Houve aumento significativo (p <0,05) no TRFL (Figura 2b) do M1 ao M6 do GCTM. Nio
houve diferenca estatistica (P>0,05) entre os grupos GT ¢ GPRPH de M1 a M6 com excecdo do M4,

onde o GPRPH apresentou valores significativamente menores (p< 0,05).

O numero de aplica¢des dos grupos GCTM e GPRPH para melhorar os sinais da CCS, no

GCTM (10 caes) foram 3 aplicagdes (20%/2 cdo), 2 aplicagdes (50%/5 cdes), e uma aplicagdo (30%/3
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cdes) e no GPRPH (10 caes) foram 3 aplicagdes (30%/3 caes), 2 aplicagdes (60%/6 cdes), e uma
aplicacdo (10%/1 cdo). Com relagdo a reacdo adversa da aplicacdo das células-tronco mesenquimal,
em ambos os grupos, do total de 20 cdes, 1 animal do GPRPH (10%) teve reacdo adversa a aplicagdo e
do GCTM naio teve reacdo, ja em relacdo ao GT por ser via topica ndo foi feito a relagdo e comparacdo

das aplicacdes.

Nos resultados das medianas do escores de avaliagdo dos sinais oculares (Tabela 1), apenas o
GCTM apresentou melhora dos sinais clinicos e remissao total dos sinais no M3, ja o GT e GPRPH
apresentou melhora no M5. A pigmentacdo da cornea nos grupos GT e GPRPH apresentaram
melhoras no M2, ja o GCTM no M3, a neovascularizagdo da cornea no GCTM houve remissao a partir
o M1, enquanto que no GT ¢ GPRPH foi no M5. A secregdo no GCTM apresentou remissao total a
partir do M1 enquanto que nos GT foi no M3 ¢ GPRPH a remissédo total da secrecdo foi no M5 em
ambos os grupo foi um grau severo no M0. A hiperemia conjuntival apresentou remissao total no
GCTM no M1, GT no M2 e o GPRPH teve uma melhora no M2 mas voltou a apresentar um grau leve

no M4..

Os resultados observados do TF estdo descritos na Figura 3, sendo que ndo houve mais
marcagdo por fluoresceina no GCTM a partir do M4, no GT foi no M5 ¢ o GPRPH no M6. Nos
resultados do TF (Figura 3), todos os grupos apresentaram inicialmente olhos corados positivamente

no MO, sendo que o GCTM foi o primeiro a ndo ter mais marcagao.

No exame histopatologico da conjuntiva palpebral inferior. Observou-se uma redugdo
significativa (p<0,05) do numero de linfécitos em relagdo ao M3 ao M6 em todos os grupos, sendo
que ndo houve diferenga estatistica (p>0,05) entre o GT e o GPRP nesses momentos, porém o grupo
CTM essa reducdo foi mais acentuada quando comparada com GT ¢ GPRP. Houve um aumento
significativo (p<0,05) do nimero de células caliciformes em todos os grupos do M3 ao M6, ndo
havendo diferenga estatistica (p>0,05) entre GT ¢ GCTM nesses momentos, porém esse aumento foi

menor com GPRP (Figura 4).
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Na Figura 5 estdo demonstrados os resultados observados em ldminas oriundas da citologia
aspirativa da glandula da terceira palpebra. Na Fig. 5a (GT), Fig. 5b (GCTM) e Fig. 5¢ (GPRPH) no
MO, ha um grande numero linfocitos na submucosa da conjuntiva palpebral. Na Fig. 6d (GT), Fig. 6¢
(GCTM) e Fig. 6f (GPRPH) no M3, h4d um moderado ntimero de linfocitos e raras células glandulares.
Ja no M6 na Fig. 6g (GT), Fig. 6h (GCTM) e Fig. 61 (GPRPH) sdo visualizadas um pequeno nimero

de linfocitos e neutrofilos e raras células glandulares.

Na Fig. 6 estdo demonstradas biopsias do estudo histopatolégico da conjuntiva palpebral
inferior, no momento inicial (M0) e 6 meses pds-tratamento (M6). As laminas de biopsia (coradas com
HE) a Fig. 7a (GT), Fig. 7b (GCTM) e Fig. 7c (GPRPH) no M0, apresenta um infiltrado inflamatoério
em mucosas. Na Fig. 7d (GT), Fig.7e (GCTM) e Fig. 7f (GPRPH) apresentam auséncia de infiltrado
inflamatério no M6. Nas Fig. 7g, Fig.7h e Fig. 7i as laminas de biopsia (coradas com PAS),
apresentam auséncia de células caliciformes, com presenca de infiltrado inflamatério em submucosa

no MO; ja nas Fig. 7j, Fig. 7k e Fig. 71 ha a presenca elevada de células caliciformes (M6).

Os trés grupos apresentaram melhora clinica ao final da pesquisa no M6. Em ambos os
grupos se observou a redugdo de secrec@o ocular, hiperemia conjuntival e a cicatrizagdo de tlcera de

cornea. No GCTM houve uma melhora importante na pigmentacdo da cornea no Mo.

DISCUSSAO

O uso dos tratamentos injetaveis melhorou significativamente os sinais clinicos e quantidade
e qualidade da lagrima, o que levando a reducdo dos processos inflamatoérios e subsequente agressao
tecidual a superficie ocular e as glandulas lacrimais, corroborando com o trabalho que comparou o uso

de Tacrolimus topico e o tratamento com o PRPH injetavel em cdes com ceratoconjuntivite seca [24].

A atividade biologica das CTM tem como fungdo a capacidade de auto renovagdo,
diferenciando em distintos tipos de células com capacidade de influenciar e estimular a agdo celular de
outros tecidos, tendo atividade paracrina devido a secrecdo de moléculas bioativas com propriedades
antiapoptotica, angiogénica, antifibrdtica, anti-inflamatoéria e imunomoduladora, que estimula e

recrutam cé¢lulas tronco de outros tecidos, permitindo um efeito restaurador endogeno [11,25].
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Em um estudo mostrou melhoras significantes, os sinais clinicos oculares foram observados
em 44 olhos apos tratamento com CTM topica, desde o inicio até o final do tratamento com CTM, a
ocorréncia de secre¢do conjuntival, conjuntivite, neovascularizagdo corneana ¢ a pigmentacdo da
cornea. No MO, 8 olhos foram positivos no FT, indicando a presenga de tulceras de cornea, mas ao

final do estudo, M6, todas foram negativas [20]. Corroborando com o nosso trabalho.

Para o uso ambulatorial do PRPH ¢é necessario pratica e sincronizagdo entre o tempo de
preparo e a aplicagdo, pois o hemoderivado deve ser aplicado instantaneamente. Os métodos de
aplica¢do adjacentes aos olhos podem causar desconforto local momentdneo ao paciente, mesmo
quando se utiliza colirio anestésico. Portanto, as aplicagcdes foram realizadas com intervalo de 30 dias

[26].

No nosso estudo, apenas um animal teve reacdo de hipersensibilidade local causada pela
aplicagdo do PRPH, apresentando hiperemia, edema ¢ quemose, que foi rapidamente tratado com
compressas de gelo durante 15 minutos e os sinais de hipersensibilidade controlados. Fontes de PRP
homologas ¢ heterdlogas podem causar reagdes adversas devido a diferengas imunogénicas entre
organismos individuais [27]. As reagdes adversas com o uso de PRP autélogo, podem ocorrer também
por causa da substancia adicionada na preparagdo [28]. O teste de compatibilidade sanguinea ndo
identifica a incompatibilidade do receptor para terapia com PRP de fonte homologa ou heterdloga,

pois identifica apenas se ha presenga de anticorpos contra as hemacias do doador [29].

Os efeitos adversos relatados sobre o uso topico de tacrolimus incluem irritagdo ocular,
ardor, vermelhiddo e sensagdo de queimagdo, que podem ser apenas sinais transitorios. Isso foi
observado em nosso estudo, no qual um cdo apresentou reagdo adversa ao medicamento apresentando
hiperemia, edema e quemose, que foi prontamente tratado e retirado do estudo. Esses sinais, irritacdo
ocular, ardor e coceira imediatamente apos o uso do colirio de tacrolimus 0,03% estdo de acordo com

relatos da literatura [25, 30].

O método de aplicagdo subconjuntival é uma via eficaz para substituir a instilagdo diaria

de colirios [31]. A aplicagao de PRP autologo por esta via em caes com CCS moderada também foi
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estudado, que utilizaram aplicagdes semanais apenas para conjuntiva da palpebra inferior [30]. Os
espacos subconjuntivais inferior e superior também foram utilizados neste estudo para estimular as
glandulas meibomianas ¢ as células caliciformes, responsaveis pela produgdo de lipidios lacrimais e
mucina, respectivamente [32]. Além disso, a escolha da aplicagdo na conjuntiva da palpebra superior

baseou-se na sua proximidade com a glandula perilacrimal.

No processo de obtengdo do PRPH, a concentragdo média de plaquetas obtida no presente
estudo ficou acima de um milhdo de plaquetas, o que esta de acordo com um estudo que a contagem
de plaquetas deveria ser, em média, cinco vezes maior que a contagem de plaquetas sanguineas basais.

Isto é necessario para garantir a eficacia do PRP [26, 33].

Houve melhora nos sinais clinicos observados na superficie ocular em todos os grupos,
como diminuic¢do da hiperemia, secre¢do conjuntival, opacidade e pigmentacdo da cornea. No geral, o
GCTM exibiu remissdo dos sinais mais precocemente do que os GT ¢ GPRPH. Alguns sinais clinicos
do grupo tratado com tacrolimus apresentaram melhora precoce, enquanto outros estabilizaram apenas
em M5. Em um estudo observaram a remissdo completa de todos os sinais clinicos apds dois meses de
tratamento com tacrolimus [34], ja nosso estudo foi com 3 meses no GCTM. Os sinais clinicos de
pigmentagdo e hiperemia foram os primeiros a melhorar. Em outro estudo relataram a melhora da
neovascularizacdo e opacificacdo apenas 15 dias apds o inicio do tratamento [7], 0 que em nosso

estudo ocorreu apos 2 meses de tratamento.

O GT normalizou a produgdo lacrimal no TLS (=15 mm/min) ap6s o primeiro més de
tratamento e permaneceu superior a0 GPRPH durante todo o estudo, ja em relagdo ao GCTM cele ficou
abaixo no M2 e ap6s voltou a ficar acima em todos os momentos [35,36,37]. O uso de tacrolimus
0,03% no presente estudo apresentou resultado inferior aos observados, porém, o uso de
imunossupressores nos estudos citados acima também ndo atingiu os parametros de normalidade
[35,36]. Porém no nosso estudo todos os grupos obtiveram uma melhora da qualidade da lagrima, que
pode estar de acordo com a melhoras dos sinais clinicos e resolu¢cdo mais precoce das ulceras de

cornea [7,10,12].
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Houve diminui¢ao consideravel no numero total de células inflamatérias em todos os grupos,
devido aos efeitos imunomoduladores dos agentes estudados, isso ocorre pela natureza cronica e
progressiva da etiopatogenia da CCS, onde o objetivo do tratamento € reduzir a inflama¢do e melhora

dos sinais clinicos da doenca.

Estanho et al. [24] comparou em seu estudo o uso do tratamento convencional com o
imunossupressor Tacrolimus 0,03% comparado ao uso de PRPH injetavel no tratamento da
ceratoconjuntivite seca mostrou diminui¢do significativa de neutrofilos e linfocitos em ambos os
grupos, mas sem diferenga estatistica entre os grupos; no momento final (M6) a contagem de
neutr6filos no GT foi menor do que no GPRPH devido ao potencial imunossupressor do tacrolimus
que atua na inibigdo da calcineurina e ativagao de linfécitos T, reduzindo o processo inflamatério. Ja
em nosso trabalho houve a diminuigdo de neutréfilos em relagdo ao M3 ao M6 em todos os grupos,
sendo que nao houve diferencga estatistica (p>0,05) entre o0 GT e o GPRP nesses momentos, porém no

GCTM essa reducao foi mais acentuada quando comparada com GT ¢ GPRPH.

Sgrignolli et al [20] em seu estudou utilizou as células tronco mesenquimal, por via topica, e
obteve diminui¢do significativa de neutrofilos e linfocitos e aumento na contagem de células
caliciformes o que corrobora com o grupo que utilizou as células-tronco mesenquimal injetavel onde
houve uma diminuigdo significativa da inflamacdo ¢ aumento da contagem das células caliciformes o

que confirma as fung¢des autdcrina e paracrina das células tronco [21 ¢ 27].

Em nosso estudo a andlise das células inflamatorias mostrou diminuicdo do processo
inflamatério em todos os grupos, o que esta de acordo com trabalhos que compararam o tratamento

convencional com o uso de medicina regenerativa [26, 28 ¢ 34].

Os trés grupos de tratamento da CCS em caes foram eficazes na melhoria dos sinais clinicos
e cicatrizagao das ulceras de cornea. Em relag@o a quantidade de lagrima a eficacia foi melhor o GT e
GCTM e o desempenho foi menor do GPRPH. Em relagdo a qualidade da lagrima a eficacia melhor

foi do GCTM e o desempenho foi inferior em GT e GPRPH. O estudo mostrou que os tratamentos
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com o uso de medicina regenerativa, CTM e PRPH, com aplicagdes injetaveis mensais variaram de 1 a
3 aplicagGes para normalizagdo dos sinais clinicos.

CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento com medicina regenerativa celular, com CTM e PRPH injetavel
com aplicag@o mensal, ¢ eficaz, sendo que a CTM tem eficacia superior ao PPRPH. Ambas as terapias
regenerativas promovem diminui¢do da inflamagdo, melhora na quantidade e qualidade da lagrima,
como ocorre no tratamento convencional com tacrolimus topico didrio, podendo ser uma alternativa
viavel no tratamento da CCS em cdes que ndo possam fazer o tratamento tradicional com

imunossupressor topico diario continuo.
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Tabela 1. Mediana do escores de avaliagdo* dos sinais clinicos dos grupos de tratamento GT, GCTM

e GPRPH.

Sinais Clinicos Grupos MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
Pigmentagao GT 1 1 0 0 0 0 0
da cornea GCT™M | 1 1 0 0 0 0
GPRPH 1 1 0 0 0 0 0
Neovascularizacdo GT 1 1 1 1 1 0 0
da cornea GCT™M 1 0 0 0 0 0 0
GPRPH 1 1 1 1 1 0 0
Secrecao GT 3 1 1 0 0 0 0
GCTM 1 0 0 0 0 0 0
GPRPH 3 1 1 1 1 0 0
Hiperemia GT 2 1 0 0 0 0 0
conjuntival GCTM 1 0 0 0 0 0 0
GPRPH 2 1 0 0 1 0 0

*Escores de avaliagao para pigmentacdo da cornea, neovascularizagdo da cornea, secregdo e hiperemia

conjuntival: (0) sem alteracdo, (1) leve, (2) moderado e (3) severo.
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Figura 1. Pontos de aplicacdes do CTM e PRPH. A — Glandula da terceira palpebra, B — Conjuntiva
palpebral superior, C — Conjuntiva palpebral inferior, D — Glandula da terceira palpebra, E —

Conjuntiva palpebral superior e F — Conjuntiva palpebral inferior.
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BGT BGCTM zGPRPH

BGT BGCTM zGPRPH

Figura 2. Média e desvio padrdo dos testes oculares: (A) teste lacrimal de Schirmer-1 (TLS-1) em

mm/min, (B) teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL) em segundos dos grupos Tacrolimus 0,03%

(GT) Células tronco Mesenquimal (GCTM) e do grupo Plasma Rico em Plaquetas Homologo

(GPRPH) nos momentos inicial (M0), ¢ a cada 30 dias, do momento 1 (M1) ao momento 6 (M6).

*p <0,05 (teste de Tukey para comparar momentos)
> 1 <0,05 (teste de Kruskal-Wallis para comparar grupos)
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Figura 3. Percentual de ces com CCS (n=30) nos grupos Tacrolimus (GT), Células tronco
Mesenquimal (GCTM) e Plasma Rico em Plaquetas Homologo (GPRPH) que tiveram os olhos

corados no teste de fluoresceina (TF) nos momentos M0 a M6.
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Figura 4. Média e desvio padrio da contagem de (A) linfocitos, (B) neutrofilos e (C) células
caliciformes, no exame histopatologico da conjuntiva bulbar inferior, realizado nos momentos M0
(inicio) e M6 (6 meses).

*p <0,05 (teste de Tukey para comparar momentos)
> 1 <0,05 (teste de Kruskal-Wallis para comparar grupos)
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Figura 5. Fotomicroscopia da citologia aspirativa da glandula da 3? palpebra: a) Grupo Tacrolimus:
pequeno numero de neutrdfilos e moderado numero de linfocitos. b) Grupo Células tronco: pequeno
numero de neutréfilos e moderado numero de linfécitos. ¢) Grupo PRPH: grande numero de linfocitos.
d) Grupo Tacrolimus: grande ntimero de neutréfilos e pequeno nimero de linfocitos. ) Grupo Células
tronco: moderado numero de neutrdfilos € pequeno numero de linfocitos. f) M3 PRPH: pequeno
numero linfocitos e pequeno numero de neutrdfilos. g) Grupo Tacrolimus: pequeno nimero de
neutréfilos e raros linfocitos. h) Grupo Células tronco: moderado niimero de neutrofilos e pequeno
numero de linfocitos. i) Grupo PRPH: raros linfocitos. Coloragdo de Giemsa, aumento de 100x. setas

grossas: linfocito.
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Figura 6. Fotomicroscopia da biopsia de conjuntiva: a) Grupo Tacrolimus: auséncia de células
caliciformes. b) Grupo C¢lulas tronco: auséncia de células caliciformes. c) Grupo PRPH: auséncia de
células caliciformes. d) Grupo Tacrolimus: pequeno niimero de células caliciformes. €) Grupo Células
tronco: grande numero de células caliciformes. f) Grupo PRPH: pequeno nimero de células
caliciformes. g) Grupo Tacrolimus: auséncia de células caliciformes. h) Grupo Células tronco auséncia
de células caliciformes e moderado numero de linfocitos. i) Grupo PRPH: pequeno ntimero de células
caliciformes. j) Grupo Tacrolimus: grande nimero de células caliciformes. k) Grupo Células tronco:
grande niimero de células caliciformes. 1) Grupo PRPH: grande numero de células caliciformes. A, B,

C, D, E e F: Hematoxilina-eosina, aumento de 100x; G, H, I e J: Colorac¢do de PAS, aumento de 100x.
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2 ARTIGO 2 (REVISTA VETERINARY WORLD)

Uso de células tronco mesenquimal injetavel associado ou nio com dmega 3 oral no tratamento
de ceratoconjuntivite seca em caes

Resumo

Introducao e Objetivo: A ceratoconjuntivite seca (CCS) é uma doenga inflamatdria cronica que afeta
tanto a produgdo quanto a qualidade do filme lacrimal, causando danos a superficie ocular, conjuntiva
e glandulas lacrimais, podendo levar a cegueira. A célula tronco mesenquimal (CTM) é uma terapia
celular regenerativa com agdes anti-inflamatdrias e imunomoduladoras, assim como o 6mega 3 (®-3)
que € um acido graxo essencial que também possui agdo anti-inflamatoria e imunomoduladora natural.
O objetivo do estudo foi comparar o tratamento da CCS em cdes com aplicagoes injetaveis de CTM,
suplementado ou ndo com -3 oral e verificar qual tratamento apresentou maior eficacia.

Materiais e Métodos: Foram avaliados 20 cdes com CCS bilateral (40 olhos), divididos em 2 grupos
de tratamento com 20 olhos cada: Grupo Células-tronco Mesenquimal (GCTM) e Grupo Células-
tronco Mesenquimal + Omega 3 (GCTMO). Os animais foram avaliados os sinais clinicos por meio do
Teste Lacrimal de Schirmer-1 (TLS-1), Teste de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL), Teste de
Fluoresceina (TF). E andlise citologica da glandula da terceira palpebra e histopatologica mucosa
palpebral.

Resultados: Em ambos os grupos de tratamento, os sinais oculares apresentaram melhora até o final
do estudo, assim como a resolucdo das tlceras de corneas. Houve aumento significativo (p < 0,05) no
TLS-1 e TRFL em ambos os grupos de M0 a M6, sem diferenga estatistica (p > 0,05) entre os grupos
no TLS-1, mas no TRFL houve aumento mais significativo (p < 0,05) no GCTMO comparado ao
GCTM. Na citologia aspirativa mostrou que ocorreu diminui¢ao do processo inflamatorio do M0 para
M6 sendo no grupo suplementado com dmega3 a melhora foi mais precoce e maior, ja na biopsio
observou que ambos os grupos mostraram um aumento das células caliciformes no M6 em relacdo ao
MO e no grupo que recebeu o ®-3 a melhora foi mais significante.

Conclusao: Conclui-se que ambos os grupos de tratamento da CCS em cdes foram eficazes na

melhora dos sinais clinicos, na por¢do quantitativa e qualitativa da lagrima e na resolug@o das tlceras
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de cornea. Porém, o GCTMO foi mais eficaz na melhora da qualidade da lagrima em relagdo ao
GCTM, o que mostra a importdncia da associacdo da suplementagdo oral de Omega 3 para
potencializar a agdo anti-inflamatoria e imunomoduladora da terapia celular regenerativa com CTM
injetavel no tratamento da CCS em caes.

Palavras-chave: cies, sindrome do olho seco, acido graxo, células, 6mega 3.

1 INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS) é uma oftalmopatia que afeta principalmente cdes e
humanos, de carater inflamatério cronico das glandulas lacrimais leva ao desequilibrio do filme
lacrimal, ocorrendo a deficiéncia de produgdo da porg¢do aquosa do filme lacrimal (deficiéncia
quantitativa) e/ou pela evaporagdo excessiva da lagrima (deficiéncia qualitativa) devido produgdo
inadequada da camada lipidica, sendo em cées é imunomediada com maior incidéncia [1].

Desencadeada por uma infiltragdo de células T, ocorre a liberagdo de citocinas inflamatorias
e consequentemente a inflamacdo da glandula lacrimal. O resultando na instabilidade do filme
lacrimal, hiperosmolaridade da lagrima e diminui¢do na quantidade de lagrima produzida [2]. O
tratamento convencional é baseado em uma combinagdo de farmacos de uso topico, sendo utilizados
lagrimas artificiais e inibidores da calcineurina que possuem efeitos lacrimoestimulatorio e
imunomoduladores, como a ciclosporina A e Tacrolimus [3,4]. Essas drogas atuam restaurando a

saude da cornea interferindo na transcri¢ao de interleucinas-2 e reduzindo a inflamagéo [3,5].

Algumas tecnologias estdo sendo estudadas na medicina humana como alternativa de
tratamento para CCS e é comum o uso da forma injetavel de drogas no tratamento de doencas
cronicas, estimulando a proliferagdo celular e assim a regeneragdo tecidual [6,7]. O uso de células
tronco (CT) no tratamento de doengas oculares degenerativas [8,9,10,11,12]. Sendo extraidas de tecido
adiposo, mucosa oral, conjuntiva, cérebro, retina, células embrionarias, epitélio ciliar, olhos de recém-

nascido, corddo umbilical [13,14] e principalmente provenientes da medula 6ssea [9,10,11,14,15].

As células tronco mononucleares sdo classificadas como multipotenciais, hematopoiéticas

e/ou pluripotentes sendo as células tronco mesenquimais (CTM) [9]. Se diferenciando em varios tipos
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de células como osteogénicas, adipogénicas, condrogé€nicas, miogé€nicas e muitas outras cé¢lulas
secretoras [9, 10]. Sua utilizagao ¢ viavel devido ao fato de poder cultivar ¢ isolar essas células tronco

e mantendo sua potencialidade [10, 11,15].

A utilizag@o dessas células tronco em doengas imunomediadas ¢ devido a sua capacidade
regenerativa que restaura os tecidos destruidos pela agdo dos autoanticorpos e por sua acao
imunomoduladora causado pela liberagdo de moléculas bioativas. Essas moléculas sdo
imunossupressoras, especialmente para linfocitos T helper CD4, linfocitos B, inibindo assim a
liberagdo de interleucinas como a IL-6 presentes na ceratoconjuntivite seca (CCS) [11, 16], além de
estimular a angiogénese e a mitose celular, inibir a apoptose e a liberagdo de mediadores pro

inflamatoérios [17].

Um estudo mostrou que o uso de CTM topicas no saco conjuntival é uma terapia com bons
resultados, como melhora nos sinais clinicos € melhora quantitativa e qualitativa da lagrima em 68,2%
de cdes com CCS, além do aumento das células caliciformes e redugdo na inflamagdo causada pela
ceratoconjuntivite seca. Porém, 6 meses apds o inicio do tratamento com CTM tdpico 1x/semana
durante 1 més, houve retorno da secre¢do ocular e conjuntivite em 31,8% dos cdes, que posteriormente
foram direcionados ao tratamento convencional com 0,03% de uso topico tacrolimus e lubrificante

ocular [13].

O oleo de peixe (OP) é uma fonte importante de ®-3, além de possuir elementos essenciais
tais como selénio, iodo e vitaminas A, B, D e E. E obtido de peixes de agua fria (ex: salmao, atum e
arenque [18]; o ®-3 apresenta como vantagem possuir o acido eicosapentaecnoico (EPA) e
docosaexaenoico (DHA) pré-formados. O EPA tem um importante papel anti-inflamatdrio, enquanto o
DHA tem importante fun¢@o no funcionamento e desenvolvimento da retina e cérebro Além do EPA e
DHA, o ®-3 ¢ precursor de mediadores lipidicos como resolvinas e protectinas, que possuem acao

anti-inflamatoria e imunomoduladora [19].

Estudos [20, 21, 22] mostraram bons resultados no controle do olho seco com a utiliza¢do de

acido s graxos essenciais (AGE), ©-3 e 0mega-6 (®0-6), devido a sua capacidade de produzir
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mediadores anti-inflamatorios. O uso dos ®-3 e w-6, por via oral, demonstrou ser uma terapéutica
alternativa para portadores das variadas formas de deficiéncia lacrimal como em pacientes com

sindrome de Sjogren, ou em pacientes com CCS [23,24].

Os principais AGP da familia ®-3 s@o os acidos 0-linolénico (ALA), eicosapentacnoico
(EPA) e docosahexaendico (DHA), sendo o EPA e DHA os principais AGPs ®-3 que apresentam
efeitos terapéuticos em caes, gatos e seres humanos. O ALA ¢ precursor do EPA ¢ DHA. As enzimas
A-6-desaturase, elongase e A-5-desaturase sdo responsaveis pela conversio do ALA em EPA e a
elongase e A-4- desaturase pela conversdo do EPA em DHA [25]. Os cédes e os humanos podem
converter o ALA em DHA, mas a taxa de conversdo ¢ baixa (<10%), portanto, a ingestdo de EPA e

DHA ¢ necessaria para se atingir concentragoes adequadas de AGPs -3 [26].

Este é o primeiro estudo que compara o uso do injetavel a nivel ambulatorial de caes
diagnosticados com CCS, com o CTM injetavel associado & suplementagdo oral de -3, no intuito de

melhorar ou potencializar a terapia celular regenerativa.

O objetivo deste projeto foi comparar o tratamento com o uso de células tronco
mesenquimais heterologas injetavel, suplementado ou ndo com dmega 3 oral, no tratamento da CCS

em caes.
Materiais e Métodos
Aprovaciao ética

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Comissdo de Uso Animal (CEUA) (Anexo 2) da
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE - Protocolo n° 6484) ¢ conduzido conforme as normas do
CEUA e da Association for Research in Vision and Ophthalmology — Statement for the use of animals

in ophthalmic and visual research (ARVO).
Periodo de Estudo e Local

O estudo foi realizado de fevereiro de 2021 a outubro de 2023 toda a pesquisa foi realizada

no Hospital Veterinario da Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE em Presidente Prudente — SP.
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|O estudo avaliou 20 cées (40 olhos), diagnosticados com CCS ndo houve predilecdo racial,
de idade ou de sexo que foram atendidos e avaliados no periodo de seis meses no setor de oftalmologia
do HV da Unoeste. A participacdo dos animais no estudo foi autorizada através do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) por seus respectivos proprietarios ¢ responsaveis pelo
projeto. Os animais foram incluidos no experimento com base na observagdo de sinais clinicos
oftdlmicos utilizando uma ldmpada de fenda (Kowa SL-15, Japdo), que incluiram avaliacdo de
secre¢do ocular, conjuntivite, opacidade corneana e pigmentagdo, bem como TLS < 15 mm/min e/ou
TRFL < 20 segundos. Os critérios de exclusdo de animais foram definidos com TLS < 5 mm/min,

comportamento agressivo ou hiperatividade, patologia pré-existente, presenga ou historico de tumores.
Grupos
Os caes foram separados aleatoriamente em 2 grupos com 10 animais cada:

Grupo CTM (20 olhos positivos CCS): 10 cées (5 machos e 5 fémeas), idade de 8,5 + 2,1
(5,0 = 11,0) anos, pesando 7,5 + 1,4 (5,2 — 9,8) kg, cinco Shih Tzu, dois York Shire, um Pug, um sem
raca definida e um Bulldog inglé€s. Os animais receberam a aplicagdo das células tronco mesenquimais
em ambos os olhos, onde foi injetado 0,3 ml de célula tronco mesenquimal (1x10°) com agulha calibre
25 mm x 7 mm (Becton Dickinson, Sdo Paulo, SP, Brasil), sendo 0,1 ml na glandula da terceira
palpebra, 0,1 ml na conjuntiva palpebral inferior ¢ 0,1 ml na conjuntiva palpebral superior de ambos
os olhos, sendo uma tnica aplicagdo a cada 30 dias, durante trés meses. Fizeram o uso de Tears®
colirio (Labyes, Sao Paulo, Brasil), 1 gota, 2x/dia, topico, em ambos os olhos, durante 6 meses. Todas
as CTM foram testadas para confirmar a sua capacidade para se diferenciarem em osteoblastos,
adipocitos, condrocitos e linhagens de inducao adequada sob condigdes de meio. Foram avaliadas para
a expressdao do CD44, CD73, CD90 ¢ CD29 ¢ a auséncia do marcador hematopoiético CD45, através
do ensaio de citometria de fluxo. As células também foram avaliadas quanto a presenca de agentes
patogénicos e contaminantes (por exemplo, bactérias, fungos, virus, micoplasma e endotoxina). As
CTM foram fornecidas em frascos criotubos pela Regenera® (Campinas-SP), com doses unitarias

(2x10° CTM) por animal juntamente com um Kit de Descongelamento, composto por solugdo de
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descongelamento, solucdo de lavagem 1 e 2 e as 4 pipetas Pasteur que serdo necessarias no
procedimento de preparo das CTM. O transporte foi realizado em caixa de isopor térmico contendo
gelo seco. Ao chegar ao Hospital Veterinario, os frascos foram acondicionados em botijdo de

nitrogénio liquido (-180°C).

Grupo CTMO (20 olhos positivos CCS): 10 caes (quatro machos e seis fémeas), idade de 9,7
+ 2,1 (5,0 — 12,0) anos, pesando 7,1 £ 1,4 (3,6 — 12,5) kg, quatro Shih Tzu, dois York Shire, dois
Lhasa Apso, um sem raga definida e um Pequines. Os animais receberam as células tronco
mesenquimais em ambos os olhos, onde foi feita a aplica¢do injetavel de 0,3 ml de célula tronco
mesenquimal ( 1x10°%) com agulha calibre 25 mm % 7 mm (Becton Dickinson, Sdo Paulo, SP, Brasil) ,
sendo 0,1 ml na glandula da terceira palpebra, 0,1 ml na conjuntiva palpebral inferior e 0,1 ml na
conjuntiva palpebral superior de ambos os olhos, sendo uma tnica aplicacdo a cada 30 dias, durante 3
meses, e Tears® colirio (Labyes, Sdo Paulo, Brasil), 1 gota, 2x/dia, topico, em ambos os olhos, durante
6 meses, ¢ administracio oral de 6mega 3 (Ograx”-3 500/Laboratério Avert, 1 capsula de 500

mg/7kg/dia ou Ograx®-3 1000/Laboratéorio Avert, 1 capsula de 1000 mg/14kg/dia), durante 6 meses.

Quando detectada a presenga de infeccdo secundaria e/ou inflamagdo ocular (conjuntivite
e/ou ceratite) foi utilizado colirio antibidtico a base de ciprofloxacina (Ciprovet® - Labyes) (1 gota
4x/dia), e em caso de inflamagdo ocular colirio anti-inflamatério a base de diclofenaco de sdédio (Still

colirio®- Allergan) (1 gota 3x/dia) durante 15 dias.
Processamento da CTM

O criotubo contendo a CTM foi fornecido pela Regenera® (Campinas-SP) e armazenado em
botijdo de nitrogénio a -196°C. O preparo foi conforme o protocolo da Regenera®, o criotubo foi
descongelado por 2 minutos em banho-maria a 37°C. Ap6s, transferido imediatamente o contetido do
criotubo para a solu¢do de descongelamento centrifugado em baixa rotacdo (1100 rpm; forga
centrifuga relativa (FCR) = 216g) (Centrifuga Marca Fanem, Modelo 206BL) durante 5 minutos. Apos
a centrifugagdo, foi desprezado o sobrenadante e adicionado a solu¢do de lavagem 1. Foi

homogeneizado delicadamente até que o precipitado se dissolvesse. Centrifugou novamente a 216g,
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1100 RPM durante 5 minutos. Apos a centrifugacio, desprezou o sobrenadante e adicionou a solugao
de lavagem 2. Homogeneizou delicadamente até que o precipitado de dissolva. Centrifugou
novamente a 216g, 1100 RPM durante 5 minutos. Desprezou o sobrenadante ¢ adicionou 600ul de
soro fisiologico para aplicacdo. Homogeneizou delicadamente com a pipeta de Pasteur até que o
precipitado se dissolvesse. As células ndo podem permanecer mais de 10 minutos na solucdo
fisiologica, pois apos este tempo elas ficam enviaveis para uso, entdo a aplicacdo era imediata apds o

término do preparo.
Avaliacio dos sinais clinicos

As avaliages dos sinais oftalmicos foram realizadas mensalmente durante 6 meses de
tratamento, comeg¢ando no momento do diagnostico da CCS (MO) até o final do tratamento (M6).
Cada animal foi avaliado auxilio da lampada de fenda portatil (SL-15, Kowa, Japao) e os resultados
foram registrados em uma ficha especifica. Os parametros avaliados incluiram pigmentacdo e
neovascularizacdo da cornea, presenca de secrecdo ocular, hiperemia conjuntival e tlcera de coérnea.

Os escores adotados para a avaliacao foram: (0) sem alteragdo; (1) leve; (2) moderado e (3) severo.
Testes oftalmicos

Teste Lacrimal de Schirmer-1 TLS-1, realizado sem anestésico, realizo a limpeza ocular
utilizando um algoddo seco para remover qualquer sujidade local e depois introduziu no saco
conjuntival medial 0,5 cm da ponta do papel filtro (Teste de Schirmer®, Ophthalmos, SP),
permanecendo por um tempo de 1 minuto e assim que retirado a leitura foi feita imediatamente de
acordo com a quantidade umedecida do papel filtro. Foram considerados olhos positivos para CCS

aqueles que apresentaram valores de TLS-1 < 15 mm/min [5].

Teste de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL), instilou 1 gota de fluoresceina 1% colirio
(Fludiag®, Oftalmopharma) sobre a cérnea. Apds duas piscadas manuais, as palpebras foram
seguradas, e com auxilio de um cronémetro foi avaliado o tempo de ruptura do filme lacrimal, através

da luz de cobalto da lampada de fenda portatil, com observagdo de pequenas manchas. Foram
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efetuadas duas repeticdes e a média calculada através desses resultados. Valores de TRFL < 20

segundos foram considerados positivos para CCS [5].

Teste de Fluoresceina (TF) utilizando um corante vital a base de fluoresceina sodica que
marca o estroma da coérnea. Foi instilado 1 gota do colirio de fluoresceina 1% (Fludiag®
(Oftalmopharma®™) sobre a cornea do animal. Apés a instilagdo, o olho foi lavado com solugio
fisioldgica e examinado através da lampada de fenda portatil para verificar se houve ou ndo a presenga

de ulcera de cornea, utilizando os escores 0 (negativo) e 1(positivo) para classificacdo.
Analises citolégica

Amostras foram coletadas para analise das células da glandula da terceira palpebra,
nos momentos M0, M3 e M6, através da técnica de aspiragdo por agulha fina calibre 0,45x13 e seringa
3ml. Para a coleta, foi instilado 1 gota de colirio Anestalcon” (cloridrato de proximetacaina Smg/ml -
Alcon) para o GCTM e GCTMO, para a dessensibilizagdo na glandula do olho coletado. Com a
exposi¢do da glandula da terceira palpebra com auxilio de uma pinga oftalmica, foram coletadas as
amostras destas glandulas, apés foi instilado 1 gota de Still® colirio (diclofenaco sodico, Allergan). O
contetido colhido foi inserido em lamina de vidro e realizado o esfregaco. Para a fixa¢do das amostras
foi utilizado metanol e a coloragao pela técnica de MGG (May-Grunwald-Giemsa). Foram avaliados a
quantidade de neutrofiloslinfocitos. A contagem das células, em cada lamina, foi realizada em 5
campos de grande aumento, utilizando a objetiva de 40x, através do microscopio optico (Nikon

Eclipse E200, Téquio, Japao).
Analise histopatologica

Para a analise histopatologica da conjuntiva, realizada no MO e M6 do estudo, os animais
foram submetidos a anestesia local com o colirio Anestalcon® (cloridrato de proximetacaina Smg/ml -
Alcon) em cada olho e realizados cortes, com auxilio de uma tesoura de conjuntiva (HR, Sdo Paulo,
Brasil) de 1,0 milimetro, aproximadamente, da conjuntiva palpebral inferior medial e colocado sobre
fragmento de papel (1x1 cm). Em seguida, foi instilada 1 gota do colirio Still® (diclofenaco sodico,

Allergan) na conjuntiva. Os fragmentos coletados foram fixados em formalina e corados pelas técnicas
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de hematoxilina eosina (HE) (Dolles, Sao Paulo, Brasil) e acido periddico de Schiff (PAS) (Merck,
EUA). Na técnica de coloragdo com HE, foram avaliadas quantidades de neutrofilos
polimorfonucleares ¢ mononucleares, ¢ a técnica de PAS, utilizada para contagem das células
caliciformes. A contagem das células, em cada lamina, foi realizada em 5 campos de grande aumento
utilizando a objetiva de 40x (Nikon Eclipse E200, Toquio, Japdo) e para exame de microscopia de luz

e registro de imagens, foi utilizado Leica ICC50HD (Wetzlar, Alemanha).

Analise Estatistica

A andlise de variancia bidirecional (ANOVA) para pares de amostras com teste post-hoc de
Tukey foram usadas para analisar as varidveis TLS-1 e TRFL, incluindo células caliciformes,
linfocitos e neutrofilos. Com relacgdo a variavel TF, o teste ndo paramétrico de Friedman foi usado para
comparar varios momentos no tempo, enquanto o Kruskal-Wallis teste com o teste post-hoc de Dunn
foi usado para comparar as variaveis entre grupos. A significancia estatistica foi estabelecida em p
<0.05. Todas as analises foram realizadas com o programa estatistico R (R Development Core Team

2020).

Resultados

Com relagdo ao ntimero de aplicagdes de células tronco mesenquimal necessarias para
melhorar os sinais da CCS, no GCTM (10 caes) foram 3 aplicagdes (20%/2 cdo), 2 aplicagdes (50%/5
cdes), e uma aplicagdo (30%/3 cédes) e no GCTMO (10 caes) foram 3 aplicacdes (30%/3 caes), 2
aplicagoes (30%/3 caes), e uma aplicagdo (40%/4 caes). Com relacdo a reagdo adversa da aplica¢ao do
células tronco mesenquimal, em ambos os grupos, do total de 20 cdes, 3 cdes do GCTMO (15%)
tiveram reagdes adversa a aplicagdo apresentando hiperemia, edema e quemose, que rapidamente
foram tratados com compressas de gelo durante 15 minutos e os sinais de hipersensibilidade foram

controlados e os animais do GCTM nao teve reagdes adversas.

Nos resultados das medianas do escores de avaliagdo dos sinais oculares (Tabela 1), ambos
os grupos apresentaram melhora dos sinais clinicos, e remissao total dos sinais no M3, a pigmentagdo

da cornea no GCTM apresentou melhora no M3 ja no GCTMO a melhora foi no M2, a
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neovascularizacdo da cornea no GCTM houve remissdo a partir o M1, enquanto que no GCTMO a
remissdo total dos sinais oculares foi a partir do M3, a secre¢do no GCTM apresentou remissao total a
partir do M1 enquanto que no GCTMO a remissdo total da secregdo foi a partir do M3 e hiperemia

conjuntival apresentou remissdo total em ambos os grupos no M1.

Houve aumento significativo (p < 0,05) no TLS-1 (Figura 2a) e TRFL (Figura 2b) em ambos
os grupos de M0 a M6, sem diferenca estatistica (p > 0,05) entre os grupos no TLS-1, mas no TRFL

houve aumento mais significativo (p < 0,05) no GCTMO comparado ao GCTM de M3 a M6.

No TF ndo houve mais marcagado por fluoresceina em ambos os grupos a partir do M3, sendo

que ambos os grupos apresentaram inicialmente olhos corados positivamente no MO.

Ambos os grupos apresentam melhora clinica ao final da pesquisa, M6. Em ambos os grupos
se observou a redugdo de secrecdo ocular, hiperemia conjuntival e a cicatrizagdo de ulcera de cornea

no GCTM houve uma melhora importante na pigmentagdo da cérnea no M6 (figura 4).

Na citologia aspirativa da glandula da terceira palpebra ndo houve diferenga estatistica
(p>0,05) entre os grupos nos diversos momentos, mas houve diferenca estatistica (p>0,05)
significativa em relagdo ao MO até o M6 dos GCTM e GCTMO mostrando a eficacia das CTM e do
Omega 3 em diminuir o nimero de linfocitos. Ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupos
nos diversos momentos M0 e M6, mas houve diferenca estatistica (p<0,05) significativa no M3 entre
GCTM e GCTMO, sendo que o0 GCTMO reduziu mais significativamente a contagem de neutrofilos.

Isto quer dizer que a associagdo de dmega oral reduz mais cedo o processo inflamatodrio (figura5).

A média e desvio padrdo da contagem de neutréfilos, linfocitos e células caliciformes da

conjuntiva estdo descritas na Figura 6 e 7.

Discussao
O uso de CTM injetavel melhorou significativamente os sinais clinicos e quantidade e
qualidade da lagrima, o que levou a reducdo dos processos inflamatérios ¢ subsequente agressdo

tecidual a superficie ocular e as glandulas lacrimais.
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A atividade biologica das CTM esta ligada a sua capacidade de auto renovacdo se
diferenciando em diferentes tipos de células e a capacidade de influenciar e estimular a agdo celular de
outros tecidos, com atividade paracrina devido a secrecdo de moléculas bioativas com propriedades
antiapoptotica, angiogénica, antifibroticas, anti-inflamatorias e imunomoduladoras, que estimula e
recrutam cé€lulas tronco de outros tecidos, permitindo um efeito restaurador endogeno [19, 27].

Um estudo prévio mostrou melhora significativas nos sinais clinicos oculares onde observou
44 olhos apo6s tratamento com CTM topica, apds os seis meses do tratamento com CTM, a ocorréncia
de secregdo conjuntival, conjuntivite, neovasculariza¢do corneana e a pigmentagdo da coérnea. No MO,
8 olhos foram positivos no FT, indicando a presenga de tilceras de cornea, mas ao final do estudo, M6,
todas foram negativas [13]. Corroborando com o nosso trabalho. Ja em relagdo apos o término do
estudo, ou seja, 6 meses apos o inicio do tratamento com células tronco, houve retorno de secre¢ao
ocular e conjuntivite em 7 animais em nosso estudo os animais continuaram sem secrecdo ocular e
conjuntivite, porém 5 animais tiveram que receber o tratamento convencional apds o periodo de
acompanhamento.

Ambos os grupos de tratamento melhoram os sinais clinicos oculares e cicatrizacdo das
ulceras de cornea. O 6mega 3 ¢ rico em EPA e DHA. Com efeito pré-inflamatorio o EPA exerce a¢des
celulares que estimulam a producdo de colagenase e aumentam a expressdo de moléculas de adesdo
necessarias ao extravasamento de leucdcitos, sendo precursor da série E de resolvinas, que inclui a
resolvina E1 (RvEl) e a resolvina E2 (RvE2). As resolvinas foram descritas pela primeira vez na
formagdo de moléculas mediadoras com capacidade anti-inflamatoria e propriedades
imunomoduladoras [17, 28].

O DHA também pode dar origem as resolvinas D1 (RvD1) e D2 (RvD2), uma protectina ou
neuroprotectina, quando produzida pelos tecidos neurais, tendo uma importante funcdo anti-
inflamatdria nos sistemas neuronais ¢ na formagéo, desenvolvimento e funcionamento do cérebro e da
retina [16, 17].

Silva et al. [22] demonstraram que a suplementacdo oral de EPA e DHA em caes com CCS

aumentou a eficacia do uso do colirio imunossupressor tacrolimus, o que corrobora com os resultados
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obtidos no presente estudo com o CTM injetdvel onde demonstrou um sinergismo com a
suplementagao.

No presente estudo, também ha um aumento significativo quando comparado ao inicio,
porém ndo ha diferenca significativa entre os GCTM e GCTMO do TRFL. Mas quando observamos a
qualidade da lagrima aferida pelo TRFL, mostrou um aumento significativo entre os momentos ¢
grupos, sendo maior no grupo suplementado com 6mega 3, o que esta de acordo com o estudo de Silva
et al. [22]. A melhora da qualidade da lagrima pode também esta de acordo com a melhoras dos sinais

clinicos e resolu¢ao mais precoce das ulceras de cornea [7,13,20].

Nos resultados da citologia e da histopatologia houve uma diminuicdo na contagem de
linfocitos e neutrofilos, em ambos os grupos, e houve diferenga estatistica entre os GCTM e GCTMO
do MO a M3, sendo que o GCTMO foi mais significativo essa redugdo, estando de acordo com o
estudo, que mostra que esse efeito pode estar relacionado a acdo do EPA proveniente do dmega 3 [22]
como anti-inflamatério natural devido as resolvinas RvEl que ativa macrofagos e sua atividade
fagocitica potencializando a acdo do CTM que também possui atividade anti-inflamatéria devido a sua

fungdo paracrina [7, 10, 18 e 24].

No presente estudo, houve aumento significativo do niimero de células caliciformes entre o
inicio e o fim do tratamento, corroborando com outros estudos que também demonstraram aumento
das células caliciformes, apos a associagdo do dmega 3 no tratamento da CCS [21,22].

Sgrignolli et al [13] em seu estudo obteve melhora significativa na reducdo de células
inflamatoérias coletadas através de biopsia e citologia aspirativa da conjuntiva palpebral e glandula da
terceira palpebra, o que corrobora com o nosso resultado. Mostrando que o mecanismo de acdo
paracrina e autdcrina reduz o processo inflamatdrio e a substituicdo dessas células danificadas pela
doenga [15,27].

O atual estudo sugere um efeito sinérgico do CTM, com fungdo autdcrina e paracrina, com o
O0mega 3, principalmente com o EPA que ¢ anti-inflamatorio e imunomodulador natural, melhorando a
qualidade da lagrima e favorecendo diminuicdo mais precoce dos sinais clinicos oculares e da

cicatrizagdo da cornea [21-25].
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Conclusao

Conclui-se que ambos os grupos de tratamento da CCS em caes foram eficazes na melhora
dos sinais clinicos, na por¢do quantitativa ¢ qualitativa da lagrima e na resolugdo das ulceras de
cornea. Porém, o GCTMO foi mais eficaz na melhora da qualidade da lagrima em relagdo ao GCTM,
0 que mostra a importancia da associagdo da suplementacdo oral de 6mega 3 para potencializar a agdo
anti-inflamatoria ¢ imunomoduladora da terapia celular regenerativa com CTM injetavel no tratamento

da CCS em cies.
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Tabela 1. Mediana do escores de avaliacao* dos sinais clinicos dos grupos GCTM e GCTMO nos

momentos inicial (M0) e a cada 30 dias, do momento 1 (M10) ao momento 6 (M6).

Sinais Clinicos Grupos Mo M1 M2 M3 M4 MS Me
Pigmentacio da GCTM 1 1 1 0 0 0 0
cornea

GCTMO 1 1 0 0 0 0 0
Neovascularizacio da GCTM 1 0 0 0 0 0 0
cornea

GCTMO 1 1 1 1 0 0 0
Secrecao GCTM 1 0 0 0 0 0 0

GCTMO 1 1 1 0 0 0 0
Hiperemia conjuntival GCTM 1 0 0 0 0 0 0

GCTMO 1 0 0 0 0 0 0

*Escores de avaliagdo para pigmentagdo da cornea, neovascularizagdo da cornea, secregdo e hiperemia

conjuntival: (0) sem alteracao, (1) leve, (2) moderado e (3) severo.
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Figura 1. Pontos de aplicacdes do CTM. A — Glandula da terceira palpebra, B — Conjuntiva palpebral

superior ¢ C — Conjuntiva palpebral inferior.
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Figura 2. Média e desvio padrao dos testes oculares: (A) teste lacrimal de Schirmer-1 (TLS-1) em
mm/min, (B) teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL) em segundos do grupo Células tronco
Mesenquimal (GCTM) e do grupo Células tronco Mesenquimal + Omega 3 oral (GCTMO) nos

momentos inicial (MO0), e a cada 30 dias, do momento 1 (M1) ao momento 6 (M6).
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Figura 3. Percentual de cies com CCS (n=20) nos grupos Células tronco Mesenquimal (GCTM) e
Células tronco Mesenquimal associado a ®-3 oral (GCTMO) que tiveram os olhos corados no teste de

fluoresceina (TF) nos momentos M0 a M6.
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Figura_ 4. G

rupo GCTM (cdo n. 1) (2 aplicagdes de CTM) e grupo GCTMO (cdo n. 10) (2 aplicacdes

de CTM + 6 meses de 6mega 3 oral) nos momentos inicial (M0), 3 meses apds (M3) e no final de 6

meses (M6).
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Figura 5. Média e desvio padrao da contagem de (A) neutrofilos, (B) linfocitos e (C) células
caliciformes, no exame histopatologico da conjuntiva bulbar inferior, realizado nos momentos M0
(inicio) e M6 (6 meses). *p <0,05 (teste de Tukey para comparar momentos)

> 1 <0,05 (teste de Kruskal-Wallis para comparar grupos).
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Figura 6. Fotomicroscopia da citologia aspirativa da glandula da 3* palpebra: a) Grupo Células tronco:
pequeno numero de neutréfilos e grande niimero de linfécitos. b) Grupo Células tronco + Omega 3:
grande nimero de neutréfilos e linfocitos. ¢) Grupo Células tronco: pequeno numero de neutrofilos e
pequeno numero de linfocitos. d) Grupo Células tronco+ Omega 3: pequeno numero de neutréfilos e
grande nimero de linfocitos. e) Grupo Células tronco: moderado ntimero de neutréfilos e pequeno
namero de linfocitos. f) Grupo Células tronco+ Omega 3: moderado niimero de neutréfilos e pequeno
numero de linfécitos. Coloragdo de Giemsa, aumento de 100x. Setas finas: neutrofilos; setas grossas:

leucdcitos.
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Figura 7. Fotomicroscopia da biopsia de conjuntiva: a) Grupo Células tronco: pequeno numero de
células inflamatorias. b) Grupo Células tronco + Omega 3: pequeno numero de células inflamatorias.
¢) Grupo Células tronco: auséncia de células inflamatorias e presenca de células caliciformes. d)
Grupo Células tronco+ Omega 3: auséncia de células inflamatorias e presenga de células caliciformes.
e) Grupo Células tronco: auséncia de células caliciformes. f) Grupo Células tronco+ Omega 3:
pequeno numero de células caliciformes. g) Grupo Células tronco: grande nimero de células
caliciformes. h) Grupo Células tronco+ Omega 3: numero de células caliciformes. A, B, C e D:
hematoxilina-eosina, aumento de 100x; E, F, G e H: Coloracdo de PAS, aumento de 100x. Setas finas:

células caliciformes; setas grossas: leucocitos.
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Vigéncia do projeto: 09/2020 a 03/2023.

ANIMAL VIVO
Espécie/Linhagem N° de Animais Peso Idade Sexo Origem
Canis lupus familiaris 15 10 quilos 4 anos F = Animal da rotina hospitalar.
Canis lupus familiaris 15 10 quilos 4 anos M = Animal da rotina hospitalar.

Presidente Prudente, 7 de Outubro de 2020.
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Coordenadora da CEUA - UNOESTE
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Espécie/Linhagem N° de Animais Peso Idade Sexo
Canis lupus familiaris 10 8 quilos 4 anos M
Canis lupus familiaris 10 8 quilos 4 anos F

Presidente Prudente, 24 de Novembro de 2020.

Prof. Dr. Jair Rodrigues Garcia Jr.
Coordenador Cientifico da CPDI

dceees A AF

Prof* Dra. Adriana Falco de Brito
Coordenadora da CEUA - UNOESTE

Coordenadoria de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagéo — CPDI — 18 3229-2079 — cpdi@unoeste.br
Comité de Etica em Pesquisa — CEP — 18 3229-2079 — cep@unoeste.br
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Online submission of manuscript: https://www.ejmanager.com/my/vetworld/
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journal, nature of the study, originality of the results, quantity and quality of data,

general conclusions, and presentation of the work with a good quality of English
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the submission of manuscripts, the journal's requirements and standards as well
as information concerning the procedure after a manuscript has been accepted

for publication in Veterinary World.

ETHICAL GUIDELINES
Veterinary World adheres to the below ethical guidelines for publication and

research. If your manuscript is based on in vivo experiment, then follow the
guideline of ARRIVE and amend the manuscript wherever necessary as per
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AUTHORSHIP AND ACKNOWLEDGEMENTS:

Authorship
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the conception and design and/or analysis and interpretation of the data and/or
the drafting of the paper and All must have critically reviewed its content and
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International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the
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conception and design of, or acquisition of data or analysis and interpretation of
data, 2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content
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submission of the manuscript. Contributors who do not qualify as authors should

be mentioned under Acknowledgements.

Change in authorship:
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cannot allow any addition, deletion or change in the sequence of the author
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Similarity index

We check the plagiarism with the use of iThenticate. To reduce the similarity,
please give proper citations and use the words/sentences carefully.

ETHICAL APPROVALS

Experimental Subjects: When experimental animals (All live animals considered
experimental when using for the study) are used, the methods section must
clearly indicate that adequate measures were taken to minimize pain or
discomfort. Experiments should be carried out in accordance with the Guidelines
laid down by the International Animal Ethics Committee or Institutional ethics

committee and in accordance with local laws and regulations. All studies using
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human or animal subjects should include an explicit statement in the Material
and Methods section identifying the review and ethics committee approval for
each study, if applicable. Editors reserve the right to reject papers if there is
doubt as to whether appropriate procedures have been used.

PERMISSION

If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be
obtained from the copyright holder concerned. It is the author's responsibility to

obtain these in writing and provide copies to the Publishers.

AUTHOR DECLARATION CERTIFICATE
Authors submitting a paper do so on the understanding that the work and its

essential substance have not been published before and is not being considered
for publication elsewhere. Certificate also includes permission from other
copyright holders if any copyrighted materials used in manuscript. (Download

Author Declaration Certificate).

COMPETING INTERESTS DISCLOSURE CERTIFICATE
Authors submitting a paper to Veterinary World have to disclose competing

interests if any by submission of Competing Interests Disclosure Certificate.

MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED
« Original Research articles

e Review articles

e« There is no page limit but unnecessary text, illustrations, and
tables must not be included.

« We do not accept the submission of Case reports.

MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE
e Refer the latest articles and manuscript template from

www.veterinaryworld.org for format of each section.There is no

page limit for manuscripts. The manuscript must be typed with 11
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point Times New Roman font (Double space line) in MS Word
2010.

Give line no. to whole word document.

Title (should be clear, descriptive and not too long)

PLEASE DO NOT INCLUDE AUTHOR NAME AND
AFFILIATION IN WORD FILE as we follow double blind peer
review process.

Structured Abstract

Keywords (indexing terms), normally 3-6 items.

Introduction (should include recent references)

Materials studied, area descriptions, methods, techniques
(Include permission of Animal Ethics Committee if needed)
Results

Discussion (Discuss the result with support of recent references)
Conclusion

PLEASE DO NOT INCLUDE ACKNOWLEDGMENT IN WORD
FILE BUT |INCLUDE IT IN AUTHOR DECLARATION
CERTIFICATE as we follow double blind peer review process.
Competing interest statement

Authors' Contributions (include in revised manuscript only) as we
follow double blind peer review process.

Research article: 40% references must be of research/review
papers published during past five years. Review article: 40-50%
references must from papers published during past five years.

References in the text should be given by placing in bracket [1],
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[1,2,3]. Reference no. should start from no. 1 onwards from
Introduction section (e.g.: [1],[2]...[1,2]). Reference list must be
prepared accordingly.
o Tables
e Flgure captions
o Figures (seprate file(s)).
Language: The language of publication is English. Authors for whom English is
a second language must have their manuscript professionally edited by an
English speaking person before submission to make sure the English is of high
quality.
Abbreviations, Symbols, and Nomenclature: All specifications must be stated
according to the S.I. system. Concentrations of chemical solutions are to be
given in mol/l. All other concentrations should be given in % (volume or weight).
Any abbreviations of chemical, biological, medical or other terms should only be
employed when it is certain that they are internationally known. The full name
must be stated in brackets when the abbreviation is first used.
All biological, medical, chemical or other terms should be used according to the
most recent recommendations of the respective international nomenclature.
Enzymes should be given in I.U. (International Units), according to Enzyme
Nomenclature (Elsevier Publishing Co., 1965). In the case of commercially
obtained substances or reagents, when they are first mentioned in the text, the
name and address of the manufacturer or supplier should be given as a
footnote. Products (preparations etc.) with a registered trademark should be
marked with.

Bacterial names should be in accordance with the latest edition of Bergey's
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Manual of Determinative Bacteriology (The Williams and Wilkins Co., Baltimore).
Viruses are to be given the classification and names recommended by the
International Committee on the Nomenclature of Viruses.
Names of micro-organisms and zoological names should be in italics in the
manuscript.

Figures/Graphs: The manuscript comprises the text and a list of all figures and
tables with their captions and titles in a separate file. We ask that you convey
the essential information within the first 60 characters of the captions to
accommodate the online edition. Each figure, table, and bibliographic entry must
have a reference in the text. All figures/graphs etc. must be in JPG format.
References: Each paper should include bibliographical references. The name of
the journal in which the paper cited appears should be listed in the form of the
abbreviated title from the cover of the journal concerned, otherwise use the
abbreviations contained in a Bibliographic Guide for Editors & Authors from
Chemical Abstracts, which is available in all major libraries, or the World List of
Scientific Periodicals, 4th ed., London 1963-65, or www.journalseek.net, or from
other authenticated list. Name of the journal must be in ltalic letter. Please
ensure that references in the text exactly match those in the manuscript's
reference list. If editing sections of text please ensure that any references that
are affected are amended accordingly in the reference list. Reference to
personal communications and unpublished result should be in the text only.

Examples:
e Maheshwari M., Nelapati K. and Bindu B. (2011) Vibrio cholerae

- A Review, Vet. World, 4(9): 423-428.
e« Sani N. A, Oladele S. B., Raji M. A. and Ibrahim D. G. (2011)

Seroprevalence of Avian Leukosis Virus Antigen Using ELISA
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Technique in Exotic Broilers and Nigerian Local Chickens in
Zaria, Nigeria, Vet. World, 4(8): 345-348.

e Albert, J. and Morris, J.G. (1999) Cholera and other vibrios. In:
Strictland, G.T., editor. Hunters Tropical Medicine. 8th edition.
Philadelphia: Saunders, W.B. 323- 334.

o Garate- Lizarranga, I., Bustillos- Guzman, J.J., Lopez- Cortes,
D.J., Hernandez-Sandoval, F., Erler, K. and Luckas, B. (2006)
Paralytic shellfish toxin profiles in netphyto- plankton samples
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Bull., 52: 800- 806

e Gholami, P., Lew, S.Q. and Klontz K.C. (1998) Raw shellfish
consumption among renal disease patients. A risk factor for
severe Vibrio vulnificus infection. Am. J. Prev. Med.,15:243-245.

e Lin, W., Fullner, K.J., Clayton, R., Sexton, J.A., Rogers, M.B.,
Calia, K.E., Calderwood, S.B., Fraser, C. and Mekalanos,
J.J.(1999). Identification of a Vibrio cholerae RTX toxin gene
cluster that is tightly linked to the cholera toxin prophage. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA., 96: 1071- 1076.

» In case of web references, write the date of accession.

ONLINE SUBMISSION OF MANUSCRIPTS
Manuscripts should be submitted Online via the online submission site

www.ejmanager.com or click the submit your manuscript link from
www.veterinaryworld.org. The use of an online submission and peer review site
speeds up the decision-making process, enables immediate distribution, and
allows authors to track the status of their own manuscripts. If assistance is

needed, Editorial Office can be contacted and will readily provide any help users
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need to upload their manuscripts. But please refer tutorial for online submission

from www.veterinaryworld.org before contacting the editorial office.

Editorial

Office contact person: Dr. Anjum Sherasiya, e-mail:

editorveterinaryworld@amail.com

Online Submission:

To submit a manuscript, please follow the instructions below:

Launch your web browser and go to www.ejmanager.com or
cick on the link submit your manuscript at
www.veterinaryworld.org and choose author login from upper
right corner. Select Veterinary World from the list. If you are not
registered as an author then register yourself as an author. The
system will generate username and password for you after
registration. You have to use this username and password to
login as an author.

After login with your username and password, click on the tutorial
link from upper menu. The tutorial will guide you procedure
regarding submission of manuscript step by step.

Please be patience during the final step of conversion to PDF.
Sometimes conversion takes a long time (up to 2-3 min
according to system speed and your network speed).

Please do not forget to send the submission after conversion to
PDF.

After successful confirmation, you will receive the system
generated acknowledgment by an email for your submission.

Please upload:
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e Your manuscript with title page under the file designation 'main
document' (compulsory).

« Figure files under the file designation 'figures' (optional).

e« You must have to upload 'author declaration certificate'
(compulsory).

« Upload competing interests/conflict of interests certificate if
applicable (optional).

MANUSCRIPT TRACKING

Sender author can track the progress of the submitted manuscript from his/her
author account. However, sender author will receive a system generated email
each time; at the time of submission, article revision letter, submission of the
revised manuscript, provisional acceptance, payment request, acceptance/reject
etc.

MANUSCRIPT REVISION

Sender author will receive an email once reviewers submit the comments to
Veterinary World. Editor will check the comments and forward it to the sender
author with or without further comments. Sender author has to submit the
revised manuscript as per editorial and reviewers comments within 4 weeks. If
sender author needs more time then he/she must have to get the approval from
the editor. Editor-in-Chief will make the final decision for each manuscript.
ARTICLE PUBLISHING CHARGE

For each accepted article: Category-1: USD 800 for developing or
underdeveloped countries (Low income countries). Category-2: USD 1000 for
developed countries (High income countries). Category will be determined as

per World Bank category. Minor English language editing will be done by journal



copyeditor without any cost to the authors. However, we will ask for external
copyediting if manuscript English is not acceptable.

AFTER PROVISIONAL ACCEPTANCE

Upon provisional acceptance of a paper for publication, corresponding author
will receive the email regarding payment of Article processing charge. Charges
must be paid within 10 days as per instructions given in the email. Signed
acceptance letter will be provided to all author after payment. Acceptance will be

final after the payment of publication charge.

Proof corrections: The corresponding author will receive an e-mail containing
PDF. A working e-mail address must therefore, be provided for the
corresponding author. The proof can be downloaded as a PDF (portable
document format).
Proofs must be returned to the Editor within five days of receipt with corrections
if any. If there is no correction then corresponding author must have to reply
accordingly. We ask that you only correct typesetting errors and grammatical
errors if any. Please note that the author is responsible for all statements made
in their work, including changes made.

Online publication: Online articles are complete and final. They have been fully
reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final corrections
have been incorporated. We do assign DOI to each newly published article. We
will send the email to all authors once article will be published.

Publication certificate: We will provide publication certificate to all author with
the detail of published article by an email after online publication.
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