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RESUMO
Dissertação de Mestrado

Programa de Pós-Graduação em Medicina Veterinária
Universidade Federal de Santa Maria

AUTOTRANSPLANTE DA FRAÇÃO MONONUCLEAR DAMEDULA
ÓSSEA EM ÚLCERA CORNEANA POR HIDRÓXIDO DE SÓDIO

EXPERIMENTAL EM CÃES
Autor: Guilherme Kanciukaitis Tognoli

Orientador: Ney Luis Pippi
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 26 de fevereiro de 2008.

As células-tronco adulta da medula óssea (MO), em particular a fração de células

mononucleares (CM), despertam grande interesse nas pesquisas que visam regeneração

tecidual na medicina veterinária, dentre elas, estudos com úlceras de córnea experimentais.

Atualmente, acredita-se que o limbo representa a fonte de células-tronco para a reposição

de células corneanas lesadas, no entanto, o número de animais que apresentam deficiência

límbica com conjuntivalização subseqüente aumenta a cada dia. Essa condição pode ser

desenvolvida por diversas afecções, em que a queimadura por base é a mais comum.

Visando realizar um estudo sobre a confirmação da presença das CM da MO

transplantadas, da ocorrência de quimiotaxia (homing) das mesmas e comparar

histopatologicamente os grupos tratados e controles, utilizou-se um modelo experimental de

úlcera de córnea associado ao autotransplante de CM. Dezesseis cães machos ou fêmeas,
sem raça definida, com peso ao redor de 10kg foram submetidos à ulceração experimental

de córnea, em que o modelo de queimadura ocular por álcali com papel filtro embebido em

hidróxido de sódio foi utilizado. Após a realização das lesões, os animais foram submetidos

ao transplante subconjuntival de CM da MO, previamente isoladas. A fração mononuclear foi

separada por centrifugação da MO com gradiente de densidade a 678G por 30 minutos e

marcada com nanocristais para posterior acompanhamento dos processos de pega e

quimiotaxia. A avaliação pós-operatória foi realizada por exames de imunofluorescência no

sexto dia após o transplante e por histopatologia passados 15 dias do mesmo procedimento,

quando pode se notar que as CM fixaram-se na região lesionada, não sofreram quimiotaxia

e, apesar de diminuírem a inflamação do local, não auxiliaram no processo de cicatrização

do epitélio corneano em curto prazo. Assim, sugere-se estudos adicionais no transplante de

CM da MO na cicatrização da córnea .

Palavras-chave: célula-tronco, medula óssea, fração mononuclear, úlcera de córnea, cão



ABSTRACT

BONE MARROW MONONUCLEAR FRACTION AUTOTRANSPLANT
ON EXPERIMENTAL SODIUM HYDROXIDE CORNEAL ULCER IN
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Author: Guilherme Kanciukaitis Tognoli

Advisor: Ney Luis Pippi
Presentation Place and Date: Santa Maria, february, 26th, 2008.

The bone marrow (BM)adult stem cell, mainly the mononuclear cell (MC) fraction, calls great

interest in tissue regeneration researches in veterinary medicine, among those, works with

experimental corneal ulcers. It is believed that the limbus represents the main stem cell
source to replace damaged corneal cells, however, the number of animals showing limbal

deficiency with subsequent conjunctivalization increases every day. This condition can be

developed for several reasons, where the alkali burn is the most common. Aiming to conduct

a study about transplanted BM MC presence confirmation, the homing process and to

histopathologically compare the treated and sham groups, an experimental alkali corneal

ulcer model, associated with the autologous MC transplant was used. Sixteen male or

female, stray dogs, weithing around 10kg were submitted to experimental corneal ulcer,

where the sodium hydroxide soaked filter discs alkali burn model was used. After the lesions,

the animal were then submitted to subonjunctival autologous BM MC transplantation. The

mononuclear fraction was isolated by density gradient centrifugation at 678G for 30 minutes

and marked with nanocrystals to engrafment and homing follow-up. The pos-operatory

evaluation was made with imunofluorescence exams in the sixth day after the transplant and

for histopathology after 15 days of the same procedure where it could be noticed that the MC

fixed in the damaged area, there was no homing phenomenom and despite they reduce the

local inflamation, the MC did not help the corneal epithelium cicatrization process in this short

term evaluation. Thus BM MC transplant studies in corneal wounds are indicated.

Key words: stem cell, bone marrow, mononuclear fraction, corneal ulcer, dog
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1. INTRODUÇÃO

A ulceração de córnea é a doença ocular mais comum em cães, sendo que as

de caráter superficial resolvem-se rapidamente e com mínima formação de tecido

cicatricial (STADES et al., 1999); por outro lado, úlceras profundas e complicadas

podem levar a sérios déficits visuais devido à cicatriz ou formação de sinéquia

anterior, se houver perfuração corneal ou ceratite ulcerativa severa, o que pode

acarretar em perda ocular como resultado de endoftalmite, glaucoma ou Pthisis bulbi

(GELATT, 1991).

As úlceras estromais profundas progressivas requerem terapia agressiva, pois

são potencialmente perigosas para a visão e para o bulbo (GONÇALVES, 2000;

GELATT, 2003). Para o tratamento dessa condição, os seguintes procedimentos

cirúrgicos são preconizados: retalho de terceira pálpebra com pálpebra superior;

sutura da terceira pálpebra na conjuntiva dorsolateral; tarsorrafia; recobrimento com

tecido conjuntival pediculado ou não; recobrimento com faixa conjuntival; com

conjuntiva bulbar; técnicas de sutura corneana; transplante conjuntival livre;

recobrimento com enxerto corneano lamelar; transplante livre de córnea a fresco

(JENSEN, 1973; GELLAT, 1991; SLATTER & HÅKANSON, 1998; STADES et al.,

1999; GELLAT 2003; SLATTER, 2005) ou preservada (GONÇALVES, 2000) e a

ceratoplastia com fixação do enxerto por cola de cianoacrilato (BRAGA et al., 2004);

no entanto, todas as alternativas existentes apresentam algum tipo de complicação

no período pós-operatório.

Nos últimos anos uma nova área da ciência vem sendo desenvolvida, a qual abre

perspectivas para a terapia regenerativa potencialmente capaz de alterar o futuro do

tratamento das doenças. Essa área é a pesquisa com células-tronco (CT), também

denominadas células mãe, que desperta um grande interesse por parte da área

médica (NEIVA, 2005), pois constituem a fonte mais promissora da terapia celular

para proliferação e diferenciação (HUANG & TSENG, 1991). Essas descobertas no

campo da medicina regenerativa levam a crer que, além de originar as células

sangüíneas, as CT têm potencial e plasticidade para se transformar em várias outras

linhagens celulares (LAKSHMIPATHY et al., 2004), como cardiomiócitos (FUKUDA,

2003), células pancreáticas produtoras de insulina (HESS et al., 2003), hepatócitos
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(WANG et al., 2003), pele ou células nervosas do epitélio olfativo (RICE et al., 2003),

gordura, polpa dentária, mucosa intestinal, retina, limbo e córnea (DEL CARLO et

al., 1999; TOMITA et al., 2002; ZAGO & COVAS, 2004).

No momento, a fonte mais acessível para a terapia com CT é a fração total de

células mononucleares (CM) obtidas da medula óssea (MO). A experimentação

laboratorial envolvendo essas células evolui rapidamente, mas ainda faltam estudos

sobre as diferentes fontes de CT e métodos de purificação e expansão em cultura

(ZAGO & COVAS, 2004). O atual estágio de pesquisas com células progenitoras

aponta múltiplas possibilidades para reparação tecidual e aceleração dos processos

regenerativos (RODRIGUES et al., 2006).

Nesse trabalho, discutir-se-á o transplante autólogo, a implantação e a

eficiência da fração de CM de MO em técnica de ulceração corneana experimental

com hidróxido de sódio (NaOH) em cães, possibilitando a criação de novas

alternativas para auxiliar no tempo e qualidade de cicatrização.

Esta dissertação tem como objetivos avaliar a eficácia do modelo de lesão

corneana com discos de papel filtro embebido por hidróxido de sódio, verificar a

presença das CM marcadas por nanomarcadores na região límbica e corneana seis

dias após a lesão com NaOH a 2M, avaliar a eficiência de marcação celular com

nanocristais (NC) e se as células marcadas injetadas por via subconjuntival sofrerão

processo de migração (homing) para o olho contra lateral seis dias após o

transplante nos animais do grupo tratado e ainda, comparar de maneira descritiva o

padrão cicatricial dos grupos controle e tratado por histopatologia no período pós-

operatório de 15 dias.
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

A túnica mais externa do olho é constituída por esclera opaca e córnea anterior

transparente. A zona de transição entre essas duas estruturas é denominada limbo

(SLATTER, 2005, BRUNELLI et al., 2006), o qual atua como uma barreira contra o

avanço de células conjuntivais (SANGWAN, 2001). A principal função corneana é

proporcionar refração ocular e manter barreira física entre o olho e o ambiente

(GALERA et al., 2000; GUAIMÁS MOYA et al., 2003). Essa estrutura consiste de

epitélio externo, membrana basal, estroma, o qual representa 90% da espessura

corneana, membrana de Descemet e endotélio (GELLAT, 2003; HERING, 2003).

O epitélio transparente é altamente especializado com presença de células

epiteliais pavimentosas sobre uma camada de células basais uniformes e

hexagonais, que são renovadas por toda a vida a partir de uma população de

células-tronco límbicas (CTL) (AHMAD et al., 2006). De acordo com SLATTER

(2005), a transparência corneana depende de cinco fatores: 1) ausência de vasos e

células sanguíneas, 2) ausência de pigmento, 3) controle do conteúdo aquoso, 4)

superfície óptica lisa e 5) disposição regular e altamente organizada das fibras

colágenas, a qual elimina a interferência destrutiva pela dispersão luminosa. Alguns

desses fatores impedem o avanço da conjuntiva sobre a córnea (fenômeno

denominado conjuntivalização), os quais são garantidos pelas CTL (HUANG &

TSENG, 1991; DUA, 1998; SANGWAN, 2001).

A diferença morfológica do limbo para a córnea reside na presença de células de

Langerhans e melanócitos no primeiro, enquanto que entre a córnea e conjuntiva

ocorre a presença de células globosas nesta última (CHEN & TSENG, 1990). A

diferenciação funcional das células pode ser realizada pois as células da lâmina

basal da córnea apresentam células amplificadoras transitórias, as quais possuem

um período de vida definido, enquanto que as da mesma camada das CTL não

exibem essa limitação (SANGWAN, 2001), promovendo um suporte ilimitado para as

células amplificadoras transitórias (HUANG & TSENG, 1991).

O estudo das CT corneanas, ou CTL, tem sido tópico de grande interesse nos

últimos anos, em que o foco é quase que exclusivamente voltado para a

regeneração do epitélio corneano por meio das CTL (SOSNOVÁ et al., 2005). O
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limbo é a zona de transição entre a córnea e a esclera e é considerado um tecido

conjuntivo especializado, composto por mais de 10 camadas celulares (BRUNELLI

et al., 2006), onde em sua porção mais basal, localizam-se as CTL (COTSARELIS et

al., 1999; HAAMANN et al., 1998; HUANG & TSENG, 1991; NAKAMURA et al.,

2005), as quais são mantidas por uma variedade de fatores intrínsecos e extrínsecos

tais como o ambiente focal, fatores de sobrevivência e citocinas (PROCKOP, 1997;

PITTENGER et al., 1999; DANIELS et al., 2001, SANGWAN, 2001).

As CTL representam a grande fonte de renovação do epitélio corneano (TI et al.,

2002), ou seja, constituem uma reserva proliferativa e são responsáveis por uma re-

epitelização corneana adequada (OFICJALSKA-MLYNCZAK et al., 1998;

PAJOOHESH-GANJI & STEPP, 2005).

Estudos adicionais para comprovação da localização dessas células foram

realizados por Kenyon & Tseng (1989), em que os autores procederam a remoção

cirúrgica do limbo, que resultou em uma regeneração deficiente do epitélio

corneano. Já Huang & Tseng (1991) demonstraram que com a limbectomia total,

houve maior demora na cicatrização das erosões corneanas e maior incidência de

vascularização e conjuntivalização, a qual ocorre por invasão de células globosas

sobre a córnea.

A visão é provavelmente o sentido mais importante, pois obtém-se mais de 80%

da informação do mundo externo por meio dela. Para que o animal tenha uma boa

acuidade visual, é necessário que a córnea, superfície corporal mais especializada,

e a lente, apresentem boa capacidade refrativa, uma retina funcional, que a

transmissão dos sinais nervosos pelo nervo óptico seja efetuada de maneira correta

e que a funcionalidade do córtex visual esteja preservada (SANGWAN, 2001).

Atualmente sabe-se que o epitélio corneano é bem diferenciado e possui uma

grande capacidade de auto-renovação em situações normais (HUANG & TSENG,

1991). As células da camada mais externa sofrem constante descamação e são

repostas por células basais que proliferam quando em contato com membrana basal

(SCHOENAU & PIPPI, 1993), caracterizando desta maneira uma rápida renovação

(turnover) celular (FORTIER, 2005), o que garante uma substituição do epitélio num

período de 7 a 10 dias em condições normais. Nas afecções corneanas com defeitos

do epitélio, em pacientes sistemicamente saudáveis, podem ser observadas figuras

de mitose na região límbica dentro de um período de 24 horas (WILCOCK, 2005).
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Essa reposição celular constante foi estudada por Lauweryns et al. (1993), os

quais propuseram a hipótese X, Y, Z, a qual explica como ocorre a manutenção e a

integridade da superfície epitelial. As células epiteliais descamadas (componente Z)

são continuamente renovadas pela proliferação de células basais (componente X) e

pela proliferação e migração centrípeta das células-tronco límbicas (componente Y).

Esta hipótese afirma então que, numa situação normal, X+Y=Z.

Como a córnea é a porta de entrada para todas as imagens externas e

proporciona mais de dois terços de todo o poder refrativo do olho, seu requisito

principal é a manutenção da transparência (SANGWAN, 2001). No entanto, devido à

sua localização externa, juntamente com o limbo, estas estruturas estão sujeitas a

traumas e processos lesivos como lacerações, perfurações, ulcerações (BRAGA et

al., 2004) decorrentes ou não de defeitos palpebrais ou ciliares, disfunção nervosa

(KERN, 1990; STARTUP, 1984) e queimaduras por agentes térmicos ou químicos

(YANLING et al., 2006). Neste último grupo, encontram-se as lesões por álcali, as

quais são as lesões oculares mais devastadoras (CONNERS et al., 1997; CYPEL et

al., 2004).

As queimaduras oculares, especialmente por substâncias básicas, podem

acarretar em danos às CTL, afecção esta, denominada deficiência límbica

(NISHIWAKI-DANTAS et al., 2001). Outras condições que podem ocorrer

concomitantemente à destruição parcial ou total destas células são a síndrome de

Stevens-Johnson, cicatriz ocular penfigóide, pterígio extenso recorrente (TI et al.,

2002) neoplasias de superfície ocular, condições imunológicas e lesões por radiação

(SANGWAN, 2001).

A apresentação clínica da deficiência límbica cursa com cicatrização córneo-

conjuntival anormal, neovascularização periférica, defeito epitelial crônico, severa

inflamação do estroma corneano, conjuntivalização (OFICJALSKA-MLYNCZAK et

al., 1998; NISHIWAKI-DANTAS et al., 2001, TI et al., 2002). Podem ocorrer, ainda,

inflamação crônica, fotofobia (VAJPAYEE et al., 2000), redução da capacidade

proliferativa, anormalidades na superfície ocular, calcificação, ulceração, perfuração

corneana (SWIFT et al., 1996; DUA & AZUARA-BLANCO, 1999; DUA & AZUARA-

BLANCO, 2000), instabilidade do epitélio corneano (SANGWAN, 2001), dor (AHMAD

et al., 2006) e perda da visão (PAJOOHESH-GANJI & STEPP, 2005; YANLING et

al., 2006).
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Como as queimaduras oculares por álcali em humanos são freqüentes e por

apresentarem potencial de comprometer permanentemente a acuidade visual, o

modelo animal de queimadura pontual por NaOH é bem conceituado (LEVINSON et

al., 1976; BOLKOVÁ & CEJKOVÁ, 1984; ORMEROD et al., 1989b; JUAN et al.,

2003; FECHINE-JAMACARU et al., 2005). As lesões por substâncias básicas

encontram-se no grupo de urgências oftalmológicas, em que seu pronto

reconhecimento e adequado tratamento são vitais na evolução e controle das

complicações precoces ou tardias (CYPEL et al., 2004), pois os tecidos ópticos são

sensíveis a diversos processos da reparação, como por exemplo, a fibrose, a qual

pode complicar o retorno de uma função e culminar com cegueira (WILCOCK, 2005).

Dentre os achados intraoculares o hipópio, hifema, Phtisis bulbi, sinéquia anterior,

irite, infiltrações inflamatórias do corpo ciliar e edema e opacificação do epitélio da

lente são os mais comumente encontrados (WAGONER, 1997).

O tratamento dessa condição é baseado na remoção da causa e na

potencialização e estimulação da regeneração corneana espontânea, prevenção de

infecções e supressão do espasmo ciliar (GELATT, 1991; STADES et al., 1999). A

literatura descreve várias formas de tratamento para queimadura ocular por álcali,

tais como lubrificantes artificiais, inibidores de colagenase, lentes de contato

terapêuticas, aplicação tópica de fibronectina, transplante de conjuntiva (WAGONER

et al., 1997), vitamina C e citrato (BECHARA et al., 1986), soro autógeno (CYPEL et

al., 2004). São citados também, o recobrimento com membrana amniótica humana

(JOSEPH et al., 2002), a qual pode ser associada com ceratoplastia lamelar ou

penetrante (TI et al., 2002), células-tronco mesenquimais (CTM) (YANLING et al.,

2006) ou com o transplante de limbo, em que os dois últimos consistem fontes

autólogas ou heterólogas de transplante de CT (NISHIWAKI-DANTAS et al., 2001).

No entanto, essa última modalidade terapêutica ainda não possui eficácia

comprovada a longo prazo (CHARUKAMNOETKANOK, 2006).

O uso das CT nas terapias regenerativas e reparativas é uma nova modalidade

terapêutica, a qual desperta crescente interesse na pesquisa destas células na área

cirúrgica, mas a grande promessa esbarra nas dificuldades de isolar, expandir e

identificar as CT no tecido lesado após o ato cirúrgico (FORTIER, 2005). CT são

células indiferenciadas, que possuem a capacidade de diferenciação em outros tipos

celulares, o que permite que ajam como um sistema de reparo do organismo,

substituindo células lesadas durante a vida do indivíduo (STRAUER &
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KORNOWSKI, 2003; McCULLOCH & TILL, 2005), sendo ainda capazes de auto-

renovação (BRYDER et al., 2006). As CT dividem-se em embrionárias e adultas;

sendo essas últimas, por sua vez encontradas nos tecidos de organismos adultos,

responsáveis pela substituição de tecidos e regeneração (KRUSE et al., 1990;

AKPED & FOSTER, 1999; JIANG et al., 2002). Por não apresentarem barreiras

éticas (KÖRBLING et al., 2003; STRAUER & KORNOWSKI, 2003; HOWS, 2005),

pela facilidade de obtenção e por propiciarem o transplante autólogo, a MO

representa o local de maior fonte para obtenção destas células. Vários estudos

estão sendo realizados visando aprofundar o conhecimento do comportamento

destas células após transplantadas (HUANG et al., 2004; SERAKINCI & KEITH,

2006; TANG et al., 2006), pois nelas deposita-se a esperança de inúmeros pacientes

portadores de deficiências incuráveis como as doenças severas da superfície

corneana devido à deficiência de CTL (CHARUKAMNOETKANOK, 2006).

A MO produz cerca de seis bilhões de células por quilograma de peso

corporal por dia, as quais são divididas em duas categorias, que podem sofrer dois

processos distintos de diferenciação (KÖRBLING et al., 2003), transformando-se em

células mono ou multinucleares (ROMANOV et al., 2003). Dentre as células

mononucleares da MO incluem-se as células-tronco hematopoéticas (CTH) e CTM

(MINGUELL et al., 2001), as quais apresentam multi e pluripotencialidade

respectivamente (JIANG et al., 2002; FUKUDA, 2003; NAGAYA et al., 2004).

As CTH foram as primeiras CT isoladas e apresentam grande capacidade de

auto-renovação e proliferação, o que possibilita sua diferenciação em células

progenitoras de linhagem sangüínea e seus derivados a partir de uma única célula.

Por essas propriedades, são amplamente utilizadas no tratamento de doenças como

leucemia e doenças auto-imunes (CANTLEY, 2005; BRYDER et al., 2006). Em cães

estas células podem ser localizadas na MO (BRUNO et al., 1999) e no cordão

umbilical (NAKAGE et al., 2003; NAKAGE et al., 2005).

Já as CTM, além da capacidade de auto-renovação, apresentam a característica

de diferenciação em várias linhagens de tecido conjuntivo, como o tecido ósseo,

cartilaginoso, muscular, tendíneo, adiposo (BLACK & WOODBURY, 2001; FUKUDA,

2003), pulmonar (THEISE et al., 2002), hepático (ALISON et al., 2000) e nervoso

(MEZEY et al., 2000). Apesar do transplante de CTH para o tratamento de doenças

hematológicas ser universalmente aceito, o uso das CT derivadas da MO na terapia

regenerativa encontra-se nos estágios iniciais de pesquisa (HOWS, 2005).



17

O aumento da possibilidade de realização de auto-transplantes colabora com a

geração de novos tecidos na medicina regenerativa, sendo que esta afirmação

baseia-se na propriedade da plasticidade das CT adultas, já que estas células

podem cruzar a barreira das linhagens celulares do endo, meso e ectoderma

(TEMPLE, 2001; HOWS, 2005). A plasticidade, ou potencial de diferenciação é a

sua habilidade em produzir uma progênie que expresse vários fenótipos maduros

(SERAKINCI & KEITH, 2006).

Ainda não é claro qual a fração celular, CTH ou CTM, apresenta a maior

plasticidade (HOWS, 2005). Por essa razão, autores propuseram que a utilização de

um conjunto de células que possam dar suporte à proliferação e à manutenção das

CT, como a fração de células mononucleares (FCM) da MO, é melhor do que o uso

de um único tipo celular (GOWDAK et al., 2004; VILAS-BOAS et al., 2004. Estudos

recentes demonstram uma grande potencialidade dessas células no tecido

conjuntivo em vários modelos animais (RICE et al., 2003; FAGOT-LARGEAULT,

2004).

A FCM de cães pode ser facilmente isolada através da colheita da MO, a qual

posteriormente deve ser submetida à filtração e centrifugação em um gradiente de

densidade de 1.077g.ml-1 a 678G por 30 minutos, obtendo-se viabilidade e número

celular acima de 90% e 0,63 a 1,24.108 células respectivamente (TOGNOLI et al.,

2007). No cão, 0,001 a 0,01% destas células correspondem a CTM (FORTIER,

2005), números estes que tornam o estudo de autotransplante com cães possíveis,

pois é recomendado que para o sucesso do procedimento, obtenha-se 2x106 células

(GENGOZIAN, 2000).

O tratamento com a MO autóloga elimina a possibilidade da rejeição alogênica

(VOLLWEILER et al., 2003; RICE et al., 2003; HOWS, 2005), evitando complicações

como a ceratoconjuntivite seca (OGAWA et al., 1999), a conjuntivite

pseudomembranosa e a retinopatia microvascular (ANDERSON & REGILLO, 2004),

no entanto, são necessários mais experimentos in vivo para que pontos duvidosos

possam ser esclarecidos.

As melhores vias de administração (ANDERSON et al., 2005), as maneiras de

prevenir a quimiotaxia (homing) (VERFAILLIE, 2002) e aumentar as concentrações

de CT no local de interesse (STRAUER & KORNOWSKI, 2003) e ainda, quais os

processos celulares e moleculares envolvidos na cicatrização dos tecidos (HOWS,
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2005), são respostas a serem buscadas para que futuramente as CT possam ser

transplantadas na rotina clínica (VAQUERO et al., 2006).

Com relação à via de administração, a intravenosa é a de mais fácil execução,

porém suas principais desvantagens são o efeito de primeira passagem trans-

pulmonar e a necessidade de várias passagens circulatórias até que as células

entrem em contato com a área lesada, o que diminui a quantidade celular no tecido

alvo (STRAUER & KORNOWSKI, 2003). Assim, é sugerido que a administração

sistêmica tem pouca eficácia e que a via intra-lesional deve ser a de eleição

(TOMITA et al., 2004; STRAUER & KORNOWSKI, 2003; VILAS-BOAS et al., 2004;

VAQUERO et al., 2006).

Na tentativa de solucionar essas lacunas, os modelos experimentais de

transplante de CT em cães desde o trabalho de APPELBAUM et al. (1986) propiciam

informações relevantes para terapias com essas células em humanos. Por permitir

melhor avaliação clínica, assim como, maiores facilidades na colheita e transporte,

por apresentarem a capacidade de reconstituição hematopoética e da plasticidade

das CT o modelo provê informações pré-clínicas ao homem de extrema importância

(SUTER et al., 2004; NAKAGE & SANTANA, 2006); no entanto, permanece o

problema científico acerca da implantação das CT nos tecidos-alvo, levantado por

Gowdak et al. (2004) por ainda não existirem marcadores celulares específicos.

Esse impasse começou a ser resolvido com o avanço da nanotecnologia, a qual

tornou possível o desenvolvimento de nanocristais (NC), que revolucionaram a

marcação celular (DUBERTRET et al., 2002). Os NC, também denominados

quantum dots (QD), são materiais semi-condutores, resistentes, emissores de luz

brilhante, que foram adotados recentemente como uma classe de marcadores

fluorescentes (ALIVISATOS et al., 2005), pois mesmo medindo cerca de 2 a 6nm,

podem ser facilmente detectados por microscopia de fluorescência ou citometria de

fluxo (PARAK et al., 2002; MATTHEAKIS et al., 2004).

Este novo marcador celular é constituído de um núcleo, uma camada

intermediária e cobertura, em que o primeiro possui poucas centenas de átomos de

materiais semicondutores (geralmente cádmio associado ao selênio ou telúrio). A

camada intermediária semicondutora, estabiliza o núcleo melhorando suas

propriedades ópticas e físicas. A camada mais externa, polimérica, recobre as duas

outras camadas, promovendo uma superfície hidrossolúvel (INVITROGEN, 2007).
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Dentre as propriedades interessantes dos NC, inclui-se sua resistência à perda

de brilho, o que os torna especialmente úteis na marcação de células e tecidos vivos

por longo período de tempo (MATTHEAKIS et al., 2004). Outra característica de

grande valia é a manutenção de sua fluorescência por até quatro meses in vivo

(ALIVISATOS et al., 2005), o que é uma vantagem frente aos fluoróforos

convencionais (MICHALET et al., 2005) e moléculas de corante orgânico

anteriormente utilizados (ALIVISATOS et al., 2005). Ainda, é advogado que esses

materiais não apresentam toxicidade celular em ensaios experimentais com

embriões (DUBERTRET et al., 2002), diferenciação celular, tráfego de proteínas e

fixação dos ligantes ou anticorpos a alvos intracelulares e de membrana

(MATTHEAKIS et al., 2004; ALIVISATOS et al., 2005).

A marcação celular ocorre pela internalização destas nanopartículas através de

reações mediadas por receptor ou endocitose não-específica e, após a entrada na

célula, os QD localizam-se em vesículas no citoplasma, mais precisamente na região

perinuclear (MATTHEAKIS et al., 2004; ALIVISATOS et al., 2005) e são passados às

células-filhas por até seis gerações e não são transferidas à células adjacentes da

população tecidual (INVITROGEN, 2007).
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

Para a realização do experimento foram utilizados 16 cães machos ou fêmeas,

sem raça definida, com peso ao redor de 10kg cedidos pelo Biotério Central da

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Os animais foram submetidos a

tratamento anti-helmíntico com pomoato de pirantel (14,4mg.kg-1), praziquantel

(5mg.kg-1) e febantel1 (15mg.kg-1) administrados por via oral, e a um período de 30

dias de adaptação às condições locais, com consumo de ração e água ad libitum

durante o período do experimento. Após a adaptação, os animais foram separados

em dois grupos (H e F), com dez e seis indivíduos respectivamente e submetidos à

lesão por NaOH em ambos os olhos. Para avaliação e comparação da cicatrização

corneana entre os indivíduos do grupo H, os mesmo foram submetidos a exame

histopatológico. Já dos animais do grupo F foram realizadas impressões sobre

lâminas de imunofluorescência a fim de detectar a presença de células marcadas

com NC (Figura 1).

Figura 1- Organograma demonstrando a separação dos animais nos diferentes grupos. Os
animais dos grupos HC (histopatologia-controle) e HT (histopatologia-tratado) foram
submetidos a exame de histopatologia e os dos grupos FC (imunofluorescência-controle) e FT
(imunofluorescência-tratado) a exame de imunofluorescência. OE = olho esquerdo, OD = olho
direito, NaCl = cloreto de sódio 0,9%, NC = nanocristais, CM = células mononucleares, 0 = sem
administração.

1 Canex plus 3 –Vetbrands Saúde Animal – Paulínia, SP.
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Ainda no período pré-cirúrgico foi realizado exame clínico rotineiro a fim de

descartar quaisquer doenças que contra-indicassem o procedimento anestésico-

cirúrgico. Com relação à avaliação laboratorial os testes de hemograma, urinálise,

perfil bioquímico e pesquisa de hematozoários foram conduzidos no Laboratório de

Análises Clínicas do Hospital Veterinário da UFSM. Após a avaliação inicial

conduziu-se um exame oftalmológico pelo qual avaliou se a superfície externa do

bulbo e anexos, o teste lacrimal de Schirmer tipo I2, teste com fluoresceína3 (apenas

nos animais do grupo H), tonometria de aplanação e oftalmoscopia direta. Como

todos os animais se mostraram hígidos, estes foram admitidos no experimento.

Três dias previamente ao ato operatório (dia 0), foi colhido 10ml.kg-1 de

sangue periférico da veia jugular de todos os animais, volume este que foi

conservado em bolsa de sangue contendo citrato de sódio, adenina, fosfato e

dextrose (CPDA)4 e refrigerado em geladeira comum a 4°C, para a reposição

volêmica no período trans-operatório.

Para a realização do procedimento cirúrgico os animais receberam banho 24

horas antes da intervenção (dia 02) e submetidos à tricotomia dos membros pélvicos

desde a linha média da coluna vertebral até o terço distal da tíbia e próximo às veias

jugular e cefálica e artéria metatarsiana. O jejum hídrico e alimentar foi de duas e 12

horas respectivamente.

3.1- Coleta de medula óssea e preparação da lesão

Para a indução anestésica (dia 03), utilizou-se propofol5 na dose de 5mg.kg-1

de peso vivo, pela via intravenosa sendo o acesso venoso mantido pela

administração da solução de cloreto de sódio (NaCl) 0,9%6 na dose de 10ml.kg-1.h-1.

Após a indução anestésica assegurou-se a patência de via aérea por intubação oro-

traqueal, sendo este conectado a sistema anestésico semi-fechado para

2 Teste de Schirmer Ophthalmos – Ophthalmos – São Paulo, SP
3 Fluoresceína Strips Ophthalmos – Ophthalmos – São Paulo, SP
4 Bolsa para coleta de sangue 500ml CPDA-1 – JP Indústria Farmacêutica – Ribeirão Preto, SP
5 Diprivan 1% - AstraZeneca do Brasil – Cotia, SP
6 Solução de cloreto de sódio 0,9% - Hiplex Laboratório – Campinas, SP
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administração de uma mistura de isofluorano7 e oxigênio a 100%. A monitoração

anestésica consistiu de avaliação dos parâmetros vitais tais como freqüência

cardíaca, tempo de reperfusão capilar, traçado eletrocardiográfico, auscultação das

bulhas cardíacas por estetoscopia convencional e esofágica, ventilometria, pressão

arterial invasiva (sistólica, diastólica e média), oximetria de pulso e temperatura

corporal.

Com o animal posicionado na mesa cirúrgica em decúbito lateral direito, a

anti-sepsia do campo operatório foi realizada através da utilização do protocolo

álcool-iodo-álcool e os panos de campo posicionados e fixados de maneira rotineira,

a fim de manter a técnica asséptica para a região de colheita de MO.

Iniciadas as punções ósseas percutâneas e aspirações na fossa trocantérica

do fêmur esquerdo, com o objetivo de colher 15ml.kg-1 de MO, utilizou-se uma

agulha do tipo Steis8 e seringas de 20ml previamente heparinizadas9 (Figura 2). A

MO foi acondicionada em bolsas de transplante de MO10 previamente heparinizada

com 0,1ml de heparina associado a 10ml de NaCl 0,9% para cada 100ml de MO a

ser colhida.

O primeiro mililitro de MO colhido foi encaminhado para exame laboratorial,

em que com 0,5ml da amostra foi avaliada a porcentagem de células nucleadas e a

viabilidade celular com o corante azul de trypan11 em câmara de Neubauer, sendo

considerado aceitável uma viabilidade superior a 70%; com o volume restante

(0,5ml) foi realizado esfregaço para avaliação morfológica das células

A determinação da viabilidade das células nucleadas foi realizada pela

utilização de um tubo de hemólise individual, no qual 50µl de sangue de MO e

volume igual de corante azul de trypan 1% foram homogeneizados. Após

transferência de uma gota desta mistura para lâmina de microscopia foi realizada a

leitura em microscopia de luz, onde as células viáveis se apresentaram sem

coloração e as células mortas coradas em azul.

7 Isoflurane – Cristália – Itapira, SP
8 Agullha Steis - Tucumedy – Marthan Med Tec –Popper – PBN- M.D. Tech- Porto Alegra- RS
9 Liquemine® – heparina sódica –(5000 UI/mL=25000UI)- Roche do Brasil – Rio de Janeiro, RJ
10 Bone Marrow Collection Kit – Baxter Hospitalar – São Paulo, SP
11 Trypan blue – Comercial Química Americana Ltda – Paulínia, SP
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Figura 2- Fotografia demonstrando a técnica de colheita da medula óssea a partir de inserção
intramedular percutânea de agulha do tipo Steis no fêmur esquerdo de um cão.

Para a avaliação morfológica das células da MO, foram confeccionados

esfregaços sobre lâmina de microscopia, as quais foram coradas com kit panótico

rápido12 e avaliadas conforme a relação mielóide e eritróide de normo, hiper ou

hipocelularidade da MO, excluindo-se do experimento os animais que apresentavam

esta última condição.

Após a colheita da metade do volume desejado o sangue autólogo

previamente armazenado foi administrado pela via intravenosa. À obtenção do

volume total de MO a ser colhido, a solução de MO e NaCl heparinizada foi filtrada

pelos filtros em linha de 850µm, 500µm e 200µm da bolsa de transplante de MO

para remoção de espículas ósseas e êmbolos gordurosos. Após a passagem pelo

primeiro filtro, MO heparinizada foi coletada para quantificação de células nucleadas,

onde esperava-se obter número superior a 2X108 células. A solução resultante foi

acondicionada em bolsa de transplante de MO estéril, a fim possibilitar o transporte

até o Laboratório de Separação de Células Mononucleares do Laboratório de

Cirurgia Experimental da UFSM, onde a FCM da MO foi isolada, incubada e

marcarda com nanocristais como descrito no item 3.1.1.

12 Kit panótico – Comercial Química Americana Ltda – Paulínia, SP
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Concomitantemente ao isolamento e marcação das células mononucleares,

as lesões corneanas foram realizadas. Para este procedimento, os animais foram

reposicionados em decúbito esternal e tiveram as regiões ocular e periocular

bilaterais preparadas para cirurgia asséptica com solução aquosa contendo 1% de

iodo ativo13 e a colocação de panos de campo foi procedida de maneira rotineira.

Com o objetivo de centralização do bulbo após a colocação de blefarostato de

Castroviejo, um bloqueio neuro-muscular foi conduzido com atracúrio14 na dose de

50µg.kg-1 pela via intravenosa.

Para a realização das lesões corneanas experimentais, foi utilizada a técnica

de discos circulares de papel filtro Whatman número 4215 preconizada por Levinson

et al. (1976), Ormerod et al. (1989)b, Juan et al. (2003), Fechine-Jamacaru et al.

(2005) e Campos et al. (2003). Os discos de 6mm foram embebidos em solução de

NaOH a 2M, por um período de 2 minutos. O excesso do líquido foi removido

tocando-se o disco em gaze estéril para então serem posicionados na região dorso-

lateral da transição córneo-escleral em ambos os olhos por 2 minutos (Figura 3).

Figura 3- Fotografia mostrando o posicionamento do disco de papel filtro embebido com NaOH
na região córneo escleral do olho direito de um cão.

13 Riodeine – Rioquímica – São José do Rio Preto, SP
14 Tracrium – GlaxoSmithKline – Rio de Janeiro, RJ
15 Quanty 9cm, JP 42 – Jprolab – Curitiba, PR
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Decorrido o tempo preconizado, ambos os olhos foram lavados com 20ml de

NaCl 0,9% e secos com cotonete esterilizado por meio de formalina. Os animais do

grupo H foram submetidos ao teste de fluoresceína (Figura 4) para certificação da

eficiência do modelo e extensão da lesão. Os cães pertencentes ao grupo F, no

entanto, não foram submetidos a este procedimento para não haver falsos-positivos

no exame de imunofluorescência realizado no período pós-operatório.

Figura 4- Fotografia de olho esquerdo de um cão, onde é observada lesão do epitélio corneano
pelo teste com fluoresceína.

Ao término da criação das lesões oculares com os papéis-filtro umedecidos

com NaOH, foi administrado meloxicam16 na dose de 0,2mg.kg-1 pela via subcutânea

e sulfato de morfina17 na dose de 0,1mg.kg-1 pela via epidural a fim de proporcionar

analgesia pós-operatória imediata e maior conforto e bem estar aos animais

submetidos aos procedimentos experimentais. Com o objetivo de prevenir lesões por

auto-mutilação, em todos os indivíduos de ambos os grupos foram colocados

16 Maxicam 0,2% injetável – Ourofino – Ribeirão Preto, SP.
17 Dimorf® - Cristália – Itapera – São Paulo, SP.



26

colares elizabetanos, os quais foram mantidos por todo o período pós-operatório do

experimento.

3.1.1- Isolamento das CM

Para o isolamento da fração total de células mononucleares foi utilizada a

técnica de Boyum (1968) modificada por Tognoli et al. (2007) pela qual, no interior

de uma capela de fluxo laminar previamente desinfetada com álcool 70% e luz ultra-

violeta, a MO colhida foi disposta em tubos Falcon de 50ml contendo um gradiente

de densidade18 de 1,077g.dl-1, respeitando-se a proporção 1:1 de sangue:gradiente.

A amostra foi centrifugada a 678G por 30 minutos à temperatura ambiente, processo

esse que proporciona a separação das células mononucleares, visíveis na forma de

um halo na suspensão (Figura 5).

Figura 5- Fotografia de um tubo Falcon de 50ml após a centrifugação da suspensão de medula
óssea com gradiente de densidade de 1077g.dl-1. Na figura, encontra-se em destaque o halo
contendo a fração de células mononucleares da MO.

18 Histopaque 1077 – Sigma – São Paulo, SP.

{
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Após este procedimento, com o auxílio de uma pipeta manual, o halo

contendo a FCM foi aspirado e submetido a três lavagens e centrifugações

consecutivas com soro fetal bovino e DMEM a 678G por 10 minutos, com o objetivo

de remover o gradiente de densidade da solução.

Ao término das lavagens, foi obtido na porção final do tubo, um botão (pellet)

uniforme de 1000µl contendo a FCM da MO, o qual foi re-suspendido em NaCl 0,9%,

totalizando um volume de aproximadamente 3ml (Figura 6). Essa suspensão foi

então incubada com 1µl de nanocristal (Qtracker® 655 Cell labeling kit19) para cada

1,5ml de FCM a ser administrada, agitada por 30 segundos no vórtex e levada à

estufa a temperatura de 37°C por 45 minutos, a fim de que as células

mononucleares fossem marcadas (por endocitose dos marcadores) para posterior

avaliação da presença nos tecidos estudados por meio imunofluorescência em um

microscópio de epifluorescência20 com aumento de 40 vezes. Após a incubação,

utilizando uma pipeta automática, foi retirada uma alíquota de 50µl da amostra para

quantificação celular e para o teste de viabilidade celular utilizando o corante azul de

trypan 1%, para certificação que fossem transplantadas no mínimo 2x10-6 células no

local da lesão (Figura 7).

Figura 6- Fotografia de um Eppendorf contendo a suspensão da FCM com NaCl a 0,9%.

19 Qtracker 655® - Invitrogen – Porto Alegre, RS
20 Microscópio Epifluorescência Zeiss Axioplan® - USA



28

Uma segunda alíquota de 30µl foi colhida para certificação da marcação da FCM

pelos nanocristais por microscopia epifluorescente (Figura 8). Para essa avaliação,

os 10µl da fração celular foram colocados em um poço de lâmina para microscopia

multispot, a qual foi submetida à secagem em temperatura ambiente.

Posteriormente, as lâminas foram preparadas com solução salina tamponada com

fosfato (PBS), glicerol e lamínula para posteriormente serem avaliadas por

microscopia epifluorescente.

Figura 7- Fotomicrografia da FCM submetida ao teste de viabilidade com o azul de trypan. As
células incolores são consideradas viáveis, enquanto que as coradas em azul, são as
inviáveis. Aumento de 40X em microscópio de luz.

3.2- Inoculações e cuidados pós-implantação

Após a separação da FCM e incubação com marcadores, os animais dos grupos

HT e FT foram submetidos à anestesia tópica com colírio a base de cloridrato de

tetracaína a 1% associado a cloridrato de fenilefrina a 0,1%21 e à administração das

CM pela via subconjuntival no olho esquerdo, após um período de aproximadamente

50 minutos após as confecções das lesões (Figura 9).

21 Colírio anestésico – Allergan – Guarulhos, SP
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Os animais dos grupos HC e FC foram submetidos à anestesia tópica como

descrito anteriormente e à injeção subconjuntival de 3ml de NaCl 0,9% incubados

com a mesma substância marcadora e suas células separadas foram enviadas a

outros laboratórios da UFSM para pesquisas adicionais.

Figura 8- Fotomicrografia da FCM corada com os nanocristais submetida à microscopia
epifluorescente em aumento de 40X. Os pontos verdes são as células-tronco marcadas em
contraste com o fundo vermelho (controle-negativo dos nanocristais).

Figura 9- Fotografia mostrando a aplicação da FCM por via subconjuntival do olho esquerdo
de um cão do grupo HC.

Para analgesia pós-operatória utilizou-se meloxicam na dose de 0,1mg.kg-1 a

cada 24 horas pela via subcutânea por quatro dias consecutivos e sulfato de morfina
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0,5mg.kg-1 pela via intramuscular a cada 8 horas por três dias consecutivos. Como

terapia analgésica adicional, administrou-se colírio de atropina 1%22 três vezes ao

dia durante todo o período de avaliação.

3.2.1- Avaliação por imunofluorescência

Seis dias após a administração subconjuntival, foi conduzida a avaliação da

implantação da FCM marcadas com NC na região límbica de ambos os olhos dos

animais do grupo FT e FC. Essa análise constou da realização de anestesia tópica e

impressão em lâmina de microscopia dos locais lesionados, as quais foram

posteriormente contra-coradas com Evans blue por um período de 4 minutos. As

lâminas foram então submetidas a procedimento de lavagem com PBS e água

destilada, realizada a secagem e a montagem foi procedida com uma gota de PBS e

glicerol na proporção 1:1, com a colocação posterior de lamínula sobre a impressão.

As avaliações foram conduzidas no Laboratório de Virologia do Departamento de

Medicina Veterinária Preventiva da UFSM. Nesta etapa um único avaliador valendo-

se de um microscópio de epifluorescência no aumento de 40 vezes, verificou a

presença de células marcadas.

3.2.2- Avaliação histopatológica

Passados 15 dias da administração das CM marcadas, os animais dos grupos

HC e HT foram submetidos à eutanásia através de pré-medicação com

acepromazina (0,1mg.kg-1) e morfina (1mg.kg-1) pela via intra-muscular, indução

anestésica com tiopental sódico (12,5mg.kg-1) pela via intravenosa (IV) e após a

confirmação da entrada do animal em plano anestésico profundo, foi administrado

rapidamente uma ampola de 10ml cloreto de potássio a 10% pela mesma via. As

regiões córneo esclerais lesionadas foram colhidas e fixadas em formol tamponado

22 Colírio de atropina 1% - Allergan – Guarulhos, SP
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a 10% por um período mínimo de 10 dias e emblocadas em parafina para a

realização dos cortes de microscopia com auxílio de um micrótomo. Os cortes

histológicos das amostras foram dispostos sobre lâminas de microscopia e então

coradas com hematoxilina-eosina para avaliação histopatológica. A leitura das

lâminas foi executada no Laboratório de Patologia Veterinária da Universidade de

Brasília, quando foi utilizado um quadro para o agrupamento de dados sobre a

avaliação da córnea (inflamação, presença de reepitelização, espessura,

angiogênese e presença de pigmentação) e limbo (inflamação e angiogênese) por

um único avaliador, dispondo de um microscópio óptico conectado a um sistema de

captura de imagens.

3.3- Comitê de ética

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa

(CEP) da Universidade Federal de Santa Maria (sob o processo número

23081.007106/2006-81 do dia 05 de junho de 2006) por estar de acordo com os

princípios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). Somado

a isso, foram observadas a preocupação de bem estar dos animais de acordo com a

Lei nº. 5.517 de 23 de outubro de 1968, artigo 5º; Lei nº. 6.638 de 08 de maio de

1979; à resolução nº. 592 de 26 de junho de 1992 e Projeto de Lei nº. 9.605/1998 e

nº. 1. 691/2003.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1- Modelo de lesão corneana com NaOH a 2M

O método de lesão corneana com discos de papel filtro Whatman número 42

embebido em solução de NaOH 2M proposto por Levinson et al. (1976), Ormerod et

al. (1989)b, Juan et al. (2003), Fechine-Jamacaru et al. (2005) e Campos et al.

(2003), demonstrou-se de baixo custo, fácil execução, padronização e reprodução,

pois 100% dos cães apresentaram, à remoção dos discos, opacificação estromal

com margens distintas, verificando-se uniformidades em todas as lesões. Somado a

isto, os animais do grupo submetido à análise histopatológica, foram testados quanto

à impregnação estromal de fluoresceína no período transoperatório para verificar a

presença de lesão corneana e apresentaram-se positivos ao teste. Fato esse

confirmado por recurso complementar incidindo-se luz ultra-violeta (Figura 10). Este

achado isenta a necessidade de realização da mesma prova nos animais dos grupos

FC e FT, com objetivo de evitar interferências na avaliação por imunofluorescência.

Apesar da fácil realização do modelo, nota-se que é de extrema importância a

remoção da umidificação excedente do papel filtro, pois caso este se apresente-se

super-hidratado, pode haver lesões adicionais por escorrimento da solução de

NaOH, complicação esta já citada por Fechine-Jamacaru et al. (2005).

No momento das lesões, não se observou alterações hemodinâmicas como

taquicardia e/ou hipertensão nos animais anestesiados com isofluorano vaporizado

com oxigênio a 100% em sistema anestésico semi-fechado. No período pós-

operatório, nenhum dos animais experimentais apresentou blefarospasmo e

fotofobia, desta maneira a associação da anestesia ocular tópica com hidrocloreto

de proparacaína a 0,5% (ORMEROD et al., 1989) ou cloridrato de tetracaína a 1%

associado a cloridrato de fenilefrina a 0,1% à anestesia inalatória proposta por Braga

et al. (2004) não é necessária, pois pode retardar a epitelização pós-operatória

(STADES et al., 1999).
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Figura 10- Fotografia demonstrando área da lesão córneo-escleral da região dorso-lateral de
olho esquerdo de um cão. O teste de fluoresceína evidencia a região lesada, e ao associar à
incidência de luz ultravioleta, obtém-se um destaque da área lesada, como se observa no local
com aspecto esverdeado brilhante à direita (em destaque).

Seguindo as recomendações de Hering (2003), no período pós-operatório, a

utilização de colar elizabetano foi realizada, com o objetivo de evitar auto-mutilações

que podem culminar com perfuração ocular. Com relação ao modelo experimental,

perfurações oculares são relatadas por CAMPOS et al., 2003, no entanto, tal

condição não foi observada no decorrer do experimento. O que reforça a importância

do modelo experimental, uma vez que as lesões por queimadura além de comuns,

apresentam não raramente déficit na restauração da acuidade visual (CONNERS et

al., 1997).

4.2- Separação e administração da fração de CMda MO

Segundo Covas e Zago (2004), a MO é a fonte celular mais acessível para o

isolamento da fração de CM, a qual, por sua vez, provê um recurso de grande valia

na obtenção de células-tronco em adultos, o que justifica a escolha da técnica de
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Boyum (1968), modificada por Tognoli et al. (2007). Este método permite obtenção

de número celular entre 0,63 a 1,24 x 108 com 90% de células viáveis, valores

estes, que superam o indicado por GENGOZIAN (2000) como ideal para a

implantação (“pega”) do enxerto (2 x 106 células).

Neste procedimento, a MO é colhida e as CM isoladas, quantificadas e

contadas quanto à sua viabilidade como descritas no item 3.1 deste trabalho. Onde

ao final se obteve um número celular entre 1,34 a 9,5 x 107 células (média de 5,7 x

107) e viabilidade entre 88 a 97% (média de 95,3%), números estes já relatados por

Tognoli et al., 2007 e considerados adequados quanto à “pega” do enxerto segundo

Gengozian, 2000.

Após o isolamento e marcação das CM com NC (tempo ao redor de 50

minutos), a fração mononuclear foi administrada pela via subconjuntival, pois

segundo Slatter (2005), essa via promove uma alta concentração da substância

terapêutica no tecido corneano.

4.3- Avaliação da localização celular por imunofluorescência direta

As CT adultas são células indiferenciadas capazes de diferenciação em

outros tipos celulares, o que as permite agir como um sistema de reparo do

organismo (McCULLOCH & TILL, 2005), fato este aceito universalmente na

reposição de células sanguíneas ao longo da vida e nos transplantes de MO.

No entanto, a utilização de CT derivadas da MO em terapias visando

regeneração não é padronizado e requer estudos adicionais, tais como: qual a

fração celular a ser transplantada (HOWS, 2005); qual a via de administração

(STRAUER & KORNOWSKI, 2003; ANDERSON et al., 2005); quais maneiras de

prevenir a quimiotaxia (VERFAILLIE, 2002), como confirmar a presença das células

na lesão por meio de marcadores celulares (GOWDAK et al., 2004); quais os

mecanismos moleculares e celulares envolvidos no processo de diferenciação das

células administradas e da funcionalidade das mesmas (HOWS, 2005) e ainda,

desconhece-se quais os fatores que auxiliam no reparo ou regeneração de tecidos
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lesados. Uemura et al. (2006) sugerem que pode existir uma melhora da condição

tecidual por efeitos parácrinos mediado pelas células transplantadas ao invés de um

processo de transdiferenciação celular.

Quanto à fração celular transplantada, Gowdak et al. (2004) e Vilas-Boas et

al. (2004) afirmam que ao administrar uma fração de células, ao invés de um tipo

celular fornece maior suporte à diferenciação celular, justificando a utilização da

fração de células mononucleares no presente experimento. Com relação à via de

administração, atualmente recomenda-se a via intra-lesional, uma vez que estudos

de ANDERSON et al. (2005) e STRAUER & KORNOWSKI (2003) mostraram

maiores números de células quando administradas por esta via. Assim neste

trabalho, preconizou-se a administração subconjuntival, pois a aplicação da FCM no

interior da córnea poderia prejudicar o paralelismo das lamelas corneanas.

Visando aprimorar as técnicas de marcação celular, Dubertret et al. (2002)

desenvolveram uma técnica no qual partículas nanométricas (nanocristais)

incubadas com células vivas, permitiram o acompanhamento de quimiotaxia celular.

Esse trabalho complementado pelo de Mattheakis et al. (2004) e Alivisatos et al.

(2005) permite afirmar que os NC são substâncias que são fagocitadas pelas

células, o que as torna ideais na marcação de células e tecidos vivos por longos

períodos, pois, em certas condições, podem preservar sua fluorescência por até

quatro meses, propriedade esta que garante sua superioridade aos fluoróforos

convencionais (MICHALET et al., 2005) e corantes orgânicos (ALIVISATOS et al.,

2005).

Outros pontos de destaque são a ausência de toxicicidade celular destas

partículas, como descrito no estudo de Dubertret et al. (2002), os quais realizaram

ensaios experimentais com embriões, e a passagem destas substâncias para às

células-filhas por seis gerações, sem que haja essa transferências para as células

vizinhas (INVITROGEN, 2007). Valendo-se destas informações, os estudos da

presença das células mononucleares marcadas com nanocristais foram realizados

seis dias após o transplante das mesmas, pois segundo WILCOCK (2005), as

primeiras figuras mitóticas límbicas são encontradas 24 horas após a lesão na

região perilímbica.

Para a confirmação da presença das CM injetadas pela via subconjuntival,

utilizou-se a avaliação de impressões sobre lâminas das regiões de transição

cónero-escleral dos cães dos grupos FC e FT. Por serem detectados por meio de
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microscopia de fluorescência (PARAK et al., 2002; MATTHEAKIS et al., 2004), as

amostras foram submetidas à análise realizadas por um único avaliador em

microscópio de epifluorescência Zeiss Axioplan e os resultados obtidos encontram-

se agrupados no Quadro 2.

Olho Esquedo Olho Direito

Cão 13

Grupo FC
- -

Cão 14

Grupo FT
+ -

Cão 15

Grupo FT
+ -

Cão 16

Grupo FT
+ -

Cão 17

Grupo FC
- -

Cão 18

Grupo FC
- -

Quadro 2- Agrupamento dos resultados obtidos pela verificação da presença das células-

tronco marcadas com nanocristal por microscopia epifluorescente em aumento de 40X. Onde
FC= animal do grupo controle, FT= animal do grupo tratado, + = positivo quanto à presença de
células marcadas, - = negativo quanto à presença de células marcadas.

Analisando as informações acima agrupadas, observou-se que 100% (n=3)

dos animais do grupo FT apresentaram resultados positivos com relação à presença

de células mononucleares marcadas no olho lesado submetido à ulceração

experimental com transplante de CT (olho esquerdo [OE]) (Figura 11a). No entanto,

nos olhos contra-laterais, não foram encontradas células marcadas, o que sugere

que o procedimento de quimiotaxia (homing) não ocorreu.

Nos animais do grupo FC (controle) que receberam apenas solução de NaCl

0,9% incubadas com nanocristais pela via subconjuntival no OE, não foram

observados eventos de fluorescência em ambos os olhos (esquerdo e direito [OD]),
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sugerindo que os NC, por não serem fagocitados pelas células mononucleares não

promoveram artefato de técnica (falso-positivos) (Figura 11b).

Figura 11- a) Fotomicrografia de impressão da região córneo-escleral de cão do grupo FT
submetido à ulceração experimental de córnea e autotransplante de célula mononuclear.

Observar a presença de célula marcada com nanocristais (azul-esverdeado) vistas em
microscópio de epifluorescência em aumento de 40X. b) Fotomicrografia de impressão da
região córneo-escleral de cão do grupo FC submetido à ulceração experimental de córnea.
Observar a ausência de células marcadas (controle negativo) vistas em microscópio de

epifluorescência em aumento de 40X.

4.4- Avaliação histopatológica

A córnea é uma superfície ocular e é delimitada pelo limbo (SLATTER, 2005).

Sua função é atuar como barreira contra o avanço da conjuntiva, proporcionar

refração ocular e manter uma barreira física entre o bulbo e o ambiente (SANGWAN,

2001; GUAIMÁS MOYA et al., 2003), para isso, suas cinco camadas devem ser

preservadas (HERING, 2003).

Em casos de destruição límbica, como nas queimaduras por bases

(CONNERS et al., 1997; NISHIWAKI-DANTAS; CYPEL et al., 2004), ocorre

regeneração deficiente do epitélio corneano, demora na cicatrização de erosões

corneanas e maior incidência de vascularização e conjuntivalização sobre a córnea

(HUANG & TSENG, 1989).

a b
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Visando comparar descritivamente os grupos HT e HC, criou-se uma tabela

para avaliação dos tecidos lesados, obtendo-se os resultados agrupados no Quadro

3.

Córnea LimboAnimal Infl Reepit Espess Angio Pigment Infl Angio
01 – OE
NaCl+NC

++
PMN

P ++ - - - -

01 – OD
S/A

+
raros

P +++ + - +
MC

-

02 – OE
NaCl+NC

+
raros

P
fibrose

+++ + - - -

02 – OD
S/A

++
PMN

P +
delgada

+++ - + -

03 – OE
NaCl+NC

+
raros

P
fibrose

++ ++ - + ++

03 – OD
S/A

+
raros

P
fibrose ++

+ ++ - + -

04 – OE
NaCl+NC

+ P + ++ - +++
PMN+MC

++

04 – OD
S/A

+ P +
delgada

++ - + -

05 – OE
NaCl+NC

++ P +++ ++ - + -

05 – OD
S/A

+ P
fibrose ++

+
delgada

++ - + -

06 – OE
CM+NC

+ P +
delgada

+ - + ++

06 – OD
S/A

- P + - - - -

07 – OE
CM+NC

+ P +
delgada

+ - - -

07 – OD
S/A

++ P ++ + - + -

08 – OE
CM+NC

- P ++ - - + ++

08 – OD
S/A

+ P +++ ++ - - -

09 – OE
CM+NC

+ P
vacuolização

+
delgada

+++ - + -

09 – OD
S/A

+ P +++ + - + -

10 – OE
CM+NC

+ P + - - - -

10 – OD
S/A

+ P +++ + - + -

Quadro 3- Agrupamento dos resultados obtidos na avaliação histopatológica. Onde Infl =
Inflamação, Reepit = Reepitelização, Espess = Espessura, Angio = Angiogênese, Pigment =
Pigmentação, OE = olho esquerdo, OD = olho direito, NaCl+NC = administração de solução de

cloreto de sódio incubada com nanocristais por via subconjuntival, S/A = sem administração,
CM+NC = administração de células mononucleares incubadas com nanocristais pela via
subconjuntival, - = ausente, + = leve, ++ = moderada, +++ = acentuada, PMN =
polimorfonucleares, MC = monócitos, P = presente 01-10 = número do cão.
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Ao analisar o quadro acima quanto à resposta inflamatória dos diferentes

grupos, nota-se que dos cinco animais que receberam administração de NaCl 0,9%

incubado com nanocristais, 60% (n=3) apresentaram inflamação leve e 40% (n=2)

inflamação moderada do local. Dos cinco animais que foram submetidos ao

tratamento com células mononucleares, 20% (n=1) não apresentaram inflamação e

80% (n=4) demonstraram inflamação ocular leve (Figura 12). Já nos olhos

contralaterais (olhos direitos dos animais de ambos os grupos), observou-se que

10% (n=1) não apresentavam inflamação, contra 70% (n=7) com inflamação leve e

20% (n=2) com inflamação moderada. Assim, sugere-se que as células

mononucleares colaboram como mediadores da inflamação ocular por diminuição

deste processo nos animais tratados.

Figura 12- Fotomicrografia realizada sob microscopia óptica convencional. Em destaque
encontra-se a área lesada, onde observa-se ausência de processo inflamatório no olho

esquerdo do animal número 08 (HE, 40X).

Com relação à reepitelização, 100% dos animais (n=10, ou 20 olhos

avaliados) apresentaram esta condição com diferentes graus de resposta, pois dos

*
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cinco bulbos oculares que receberam administração subconjuntival de NaCl 0,9%

incubados com nanocristais, 20% (n=1) apresentaram epitélio corneano delgado,

40% (n=2) moderado e 40% (n=2) espesso. Os cinco olhos submetidos ao

transplante subconjuntival de células mononucleares incubadas com NC,

apresentaram-se da seguinte forma: 80% (n=4) com epitélio corneano de espessura

delgada e 20% (n=1) moderada e 0% (n=0) espessa. Já os dez olhos que não

receberam administrações subconjuntivais, 50% (n=5) demonstraram fino epitélio

corneano, 10%(n=1) moderado e 40% (n=4) com epitélio espesso. Desta forma, o

transplante de células mononucleares parece ter influenciado negativamente a

regeneração do epitélio corneano (Figura 13).

Figura 13- a) Fotomicrografia de análise histopatológica da região lesada do olho esquerdo do
cão 09 do grupo HT em microscopia óptica (HE, 4X). Observa-se em destaque, epitélio
corneano delgado. b) Fotomicrografia da análise histopatológica da região lesada do olho

direito do cão 09 em microscopia óptica (HE, 4X). Observa-se em destaque, o epitélio corneano
mais desenvolvido quando comparado à Figura 13a.

a b

*
*
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5. CONCLUSÕES

Após a realização do experimento e análise dos resultados obtidos é possível

concluir que:

1- O modelo experimental de ulceração corneana com papéis filtro Whatman

número 42 embebidos em hidróxido de sódio a 2M é de baixo custo, de fácil

realização e reprodução, permitindo estudos experimentais no tratamento de

úlceras de córnea por substâncias alcalinas.

2- Os nanocristais são eficientes marcadores celulares na avaliação da

presença de células mononucleares, a curto prazo, administradas pela via

subconjuntival no tratamento experimental de úlcera de córnea iatrogênica por

substância de caráter básico em cães.

3- As células mononucleares administradas pela via subconjuntival não

auxiliam no processo de cicatrização corneana da úlcera induzida

experimentalmente por NaOH a 2M no período de 15 dias.

4- As células mononucleares quando administradas pela via subconjuntival

em cães, não sofrem processo de quimiotaxia (homing) para o olho lesado

contra-lateral.

5- Apesar das células mononucleares não influenciarem de maneira positiva a

curto prazo na ulceração de córnea experimentalmente induzida por hidróxido de

sódio, estudos abordando o potencial de diferenciação, diminuição do processo

inflamatório e funcionalidade destas células devem ser conduzidos.
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