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RESUMO 

 A dermatite atópica canina (DA) é uma doença inflamatória crônica da pele, pruriginosa 

de origem genética e com envolvimento de fatores ambientais. O objetivo deste estudo foi 

avaliar a eficácia do tratamento com células tronco alógenas derivadas de tecido adiposo de 

cães (CTMs) em cães com DA. Dezesseis cães foram selecionados e divididos em três grupos, 

sendo leve, moderado e severo de acordo com o CADESI4. O protocolo preconizado neste 

experimento foi 2x106/kg de peso corporal de CTMs pela via endovenosa, com intervalos de 

aplicações de 21 dias. Foram avaliados os parâmetros de grau de prurido pela escala analógica 

visual (VAS), escore do CADESI 4 (Canine Atopic Dermatitis Extend & Severity Index), 

histopatológicos da pele, hematológicos, bioquímicos, efeito pirogênico das CTMs e 

mensuração da espessura da epiderme. Houve diferença significativa na diminuição da 

espessura da epiderme nos grupos moderado e severo. Os parâmetros hematológicos, 

bioquímicos e as temperaturas corporais se mantiveram dentro da normalidade para a espécie, 

sem efeitos colaterais. O grau de prurido diminuiu e houve diminuição da hiperplasia da 

epiderme e do edema superficial.  

TERMO DE INDEXAÇÃO: atopia, prurido, imunorregulação  
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ABSTRACT 

Canine atopic dermatitis (AD) is a pruritic chronic inflammatory skin disease, of genetic 

origin, that involves environmental factors. The aim of the present study is to evaluate the 

efficacy of treatment with allogeneic stem cells derived from adipose tissue of dogs (CTMs) in 

dogs with AD. Sixteen dogs were selected and divided into three groups, which were classified 

as mild, moderate and severe according to CADESI4. The protocol recommended in this 

experiment was 2x106/kg body weight of CTMs endovenous, with intervals of applications of 

21 days. The parameters of pruritus were evaluated by visual analogue scale (VAS), CADESI 

4 (Canine Atopic Dermatitis Extend & Severity Index), histopathological findings of the skin, 

hematological, biochemical, pyrogenic effect of CTMs and measurement of epidermal 

thickness. There was a significant difference in the reduction of epidermal thickness in the 

groups classified as moderate and severe. Hematological, biochemical and body temperature 

parameters remained within normal limits for the species, with no side effects. The study 

observed a decrease on the degree of pruritus and also in epidermal hyperplasia and superficial 

edema.  

Term of indexation: atopy, pruritus, immunoregulation 
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INTRODUÇÃO 

A dermatite atópica (DA) é uma doença genética de caráter inflamatório e pruriginoso 

que acomete os cães, a prevalência desta afecção é de, aproximadamente, 15% da população 

canina (Crosgrove et al. 2013). A DA é multifatorial, com interações ambientais, como estresse, 

aeroalérgenos, trofoalérgenos e condição imunológica (Bizikova et al. 2015), além da alteração 

da barreira cutânea decorrente da diminuição dos lipídeos (ceramidas) interlamelares (Shimada 

et al. 2009).  

Na DA, há uma exacerbação da resposta imunológica, na fase aguda há um predomínio 

de estímulo dos linfócitos T helper 2 (Th2) com liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

eosinófilos, degranulação de mastócitos e imunoglobulina E (IgE) (Majewska et al. 2016; 

Pucheu-Haston et al. 2015). Na fase crônica ocorre uma resposta predominante de linfócitos T 

helper 1 (Th1), mas também existe nesta fase resposta Th2 (Olivry et al. 2016).  

As terapias preconizadas atualmente são uso sistêmico por via oral de 

imunossupressores como corticoides, ciclosporina e oclacitinib, associados às loções, pipetas e 

cremes compostos por hidratantes, emolientes e umectantes para recompor a barreira da pele 

(Crosgrove et al. 2013; Olivry et al. 2010). Terapias coadjuvantes com imunoterapia alérgeno 

específico colaboram para atenuar os efeitos da DA no organismo (Olivry et al. 2010).  

A DA altera a qualidade de vida tanto do cão como do proprietário, principalmente 

devido ao prurido. É de grande importância o avanço na pesquisa com relação ao tratamento da 

DA, por ser uma doença emergente. O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o uso sistêmico 

de células tronco mensenquimais alógenas (CTMs) pela via endovenosa (EV) como forma de 

tratamento adjuvante em pacientes atópicos, como também demonstrar a segurança e possíveis 

efeitos colaterais. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

 1.1. Dermatite Atópica 

A dermatite atópica (DA) é definida como uma doença alérgica inflamatória e 

pruriginosa com predisposição genética em cães (Hensel et al. 2015). É caracterizada pela 

disfunção da barreira epidérmica, com recorrentes inflamações e apoptoses dos queratinócitos 

(Jee et al. 2013). Está associada à produção de IgE que atua contra os alérgenos ambientais 

(Bizikova et al. 2015). Segundo Shimada et al. (2008), há correlação positiva da perda de água 

transepidérmica (TEWL) e o dano na barreira da pele. O aumento da TEWL está associado à 

diminuição dos níveis de ceramidas em cães com DA (Shimada et al. 2009). As moléculas de 

ceramidas localizam na camada dupla lipídica, é composta por esfingosinas e ácidos graxos 

(Madison, 2003). 

As principais regiões afetadas nos cães incluem áreas distais dos membros, região 

perioral, axilas, regiões interdigitais, pavilhões auriculares, barriga, períneo e flexuras. É 

comum apresentar eritema, erupções papulares, alopecia auto induzida pelo prurido, 

escoriações, xerose, eczema, hiperpigmentação e liquenificação, além das infecções 

secundárias bacterianas e por malassezia (Leung et al. 2004, Bizikova et al. 2015). Em cães, 

devido a redução dos ceramídeos e alteração da estrutura da camada córnea, sugere-se uma 

disfunção da barreira da pele similar aos humanos. Estudos indicam que essa disfunção ocorre 

por causa da mutação da filagrina (Asahina & Maeda, 2017). 

 Em humanos, é demonstrado que a mutação da filagrina é um dos fatores mais relevante 

no risco do desenvolvimento na DA (Osawa et al. 2011). A filagrina é uma proteína importante 

na formação da barreira cutânea, é precursor da profilagrina que atuará na formação dos 

grânulos de cerato-hialina que compõem o estrato granuloso da epiderme (Manabe et al. 1991), 

são considerados fatores hidratantes naturais da pele.  A filagrina (FLG) é conhecida por ser 

uma proteína chave para a barreira da pele (Rawlings & Harding. 2004). Em cães com DA, há 
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correlação da deficiência de FLG, porém ainda faltam mais estudos que determinem a 

correlação a esta mutação (Kanda et al. 2013).  

Cães com DA são acometidos por infecções recorrentes bacterianas e por leveduras, 

principalmente a Malassezia pachydermatis na pele e nos condutos auditivos (De Boer & 

Marsella. 2001).  O agente mais isolado nas infecções secundárias por bactéria é o 

Staphylococcus pseudintermedius (Mason et al. 1996).  

Malassezia pachydermatis é uma levedura que habita de forma comensal a pele dos 

mamíferos em geral e alguns selvagens. São lipofílicos não dependentes e se tornam patógenos 

oportunistas em situação de desordens imunológicas da pele, favorecendo as infecções cutâneas 

e otites (Gaitanis et al. 2012). Estudos demonstram que Malassezia spp tem aptidão para 

produzir melanina (Youngchim et al. 2013), com objetivo de proteção das células fúngicas 

contra fatores ambientais, radiação ultravioleta, imunossupressores, agentes antioxidantes 

aumentando o fator de virulência, com isso, favorece a patogenicidade e sobrevida na pele, 

além de liberar enzimas como proteases, fosfolipases que são pró-inflamatórias e intensificam 

o prurido  (Nosanchuk et al. 2015). 

Tanto em humanos como em cães com DA, há alteração na barreira cutânea (Marsella 

et al. 2011), sendo um fator importante na patogênese da doença pois leva ao aumento da 

sensibilização alérgica (Olivry et al. 2011). Segundo Saridomichelakis & Olivry (2015), com a 

barreira defeituosa da pele, ocorre a exposição de alérgenos por via percutânea, estes alérgenos 

ambientais são capturados pelas células dendríticas que migram para o linfonodo para 

apresentar o antígeno ao linfócito T (CD4+), a diferenciação do CD4+ em linfócito Th2 

aumenta a maturação de anticorpos alérgenos específicos B e a produção de IgE, a qual se ligará 

aos mastócitos. A degranulação dos mastócitos estimula a liberação de mediadores 

inflamatórios como histamina, leucotrienos, prostaglandinas e várias citocinas que recrutam 

células inflamatórias para dentro da pele. Orciani et al. (2017) citam que na DA ocorre um 

desbalanço das respostas Th2 com Th1-Th17 na fase aguda da doença, no entanto, há um misto 

das respostas Th1/Th2 na fase crônica. Em camundongos com DA, foi demonstrado o aumento 

das citocinas IL 4, IL 13, IL 6, IL 17, interferon gama (IFNγ) e fator de necrose tumoral alfa 

(TNFα) e diminuição da expressão de IL 10 (Kim et al. 2018). Nos cães atópicos, normalmente, 

o linfócito Th0 induz uma resposta imunológica do tipo Th2, com aumento de algumas 

interleucinas, como por exemplo a IL4, IL5, IL6, IL13, estimulando a liberação de mediadores 

inflamatórios e a produção de IgE (Nuttall et al. 2002). 
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O diagnóstico da DA é clínico e se faz por exclusão de doenças pruriginosas como 

dermatite alérgica à saliva de pulga, escabiose, pediculose, otoacaríase, demodiciose, infecções 

secundárias na pele por bactérias e malasseziose, dermatite de contato, hipersensibilidade 

alimentar (Kennis, 2006) e tumores cutâneos como linfomas (DeBoer & Hillier, 2001, Hensel 

et al. 2015). Além da exclusão das doenças citadas, são aplicados os critérios de Fravot, pelos 

quais aumentam a sensibilidade e a especificidade do diagnóstico. Os critérios foram 

subdivididos em subtipos, sendo o primeiro os seguintes fatores: início dos sinais clínicos com 

menos de 3 anos, cão intradomiciliar, prurido responsivo ao glicocorticoide, infecções por 

levedura recorrente ou crônica, patas dianteiras afetadas, pavilhão auricular acometido, 

margens auriculares não afetadas, área dorsolombar polpada. Ao apresentar cinco critérios, a 

especificidade é de 85,4% e a sensibilidade, 79,1%; em seis critérios, a especificidade é de 

88,5% e sensibilidade 58,2%. No segundo subtipo: início dos sinais clínicos antes de 3 anos de 

idade, cão intradomiciliar, fase inicial com prurido sem lesão, patas dianteiras afetadas, 

acometimento das pinas, margens auriculares não afetadas e região dorsolombar não afetada. 

Neste caso, se o paciente apresentar cinco critérios a sensibilidade é de 77,2% e especificidade 

em 83% e com seis critérios a sensibilidade será de 42% e especificidade 93,7% (Hensel et al. 

2015).  

Para auxiliar o diagnóstico da DA, podem ser realizadas biópsias de pele. Na avaliação 

histopatológica da pele, pode apresentar padrão inflamatório perivascular superficial, infiltrado 

de neutrófilos, eosinófilos e mastócitos, hiperplasia da epiderme, exocitose (Olivry et al. 2001, 

Marsella et al. 2006). 

Os testes alérgenos específicos e painéis sorológicos são ferramentas coadjuvantes para 

auxiliar na definição do perfil alérgico do paciente (Hensel et al. 2015). 

O tratamento da DA se baseia na investigação das causas de base, controle das infecções 

secundárias bacterianas (Hillier et al. 2014, Olivry et al. 2015) e por Malassezia sp (Pinchbeck 

et al. 2002, Berger et al. 2012). É fundamental o uso de xampus e hidratantes específicos para 

recompor a barreira cutâneas, a frequência de banho varia de acordo com cada paciente 

(Bensignor & Bourdeau, 2013, Bourdeau et al. 2007). O controle do prurido e das lesões 

cutâneas se faz pelo uso de glicocorticoides orais ou tópicos, ciclosporina oral e oclacitinib 

(Kovalik et al. 2011, Cosgrove et al. 2013, Nam et al. 2012, Gadeyne et al. 2014). É 

recomendada a aplicação tópica de compostos lipídicos com ceramidas, ácidos graxos e 

colesteróis para auxiliar na recomposição da barreira cutânea (Piekutowska et al. 2008, Popa et 

al. 2012). A imunoterapia alérgeno específica é usada como tratamento coadjuvante com o 
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objetivo de minimizar as crises e aumentar a tolerância aos alérgenos ambientais (Carlottti et 

al. 2013).  

 

1.2. Células Tronco 

As células tronco mesenquimais (CTMs) são células multipotentes, indiferenciadas 

presentes em diversos tecidos adultos (Foudah et al. 2014). Podem ser isoladas do tecido 

adiposo, polpa dentária, cordão umbilical, medula óssea, entre outros (Pittenger et al. 1999, 

Jiang et al. 2002, Bianco et al. 2008, Lee et al. 2013 ). Essas células, indiferenciadas, exercem 

duas ações principais: diferenciação em tecidos da linhagem mesenquimal e efeito parácrino. 

O efeito de diferenciação manifesta-se para alguns tecidos, como adipócitos, osteoblastos, 

miósitos, condrócitos, células β das ilhotas pancreáticas (Gao et al. 2016). Já o efeito parácrino 

relaciona-se com a liberação de moléculas bioativas (de adesão, proteínas de matriz 

extracelular, citocinas, receptores de fatores de crescimento) que permitem uma interação com 

o meio no qual elas são transplantadas, de forma que, ao se unir com as células do organismo, 

modulam a resposta inflamatória e mitose das células que estão relacionadas ao processo de 

reparação tecidual e promovem a imunomodulação (Huss, 2000, Bobis et al. 2006, Wan et al. 

2008, Caplan, 2009). Ainda, as CTMs estimulam a liberação de fatores imunorregulatórios e 

fatores de crescimento auxiliando na reparação tecidual (Prockop & Oh, 2012), podendo ser 

aplicadas no tratamento de doença inflamatória intestinal, autoimune, esclerose múltipla, 

diabetes tipo I, artrite, doenças alérgicas, asmas e doença do enxerto contra o hospedeiro (Le 

Blanc et al. 2004, Zappia et al. 2005, Augello et al. 2007, Gonzales et al. 2009, Sun et al. 2012, 

kim et al. 2015). Segundo Asari et al. (2009) e Prigione et al. (2009), as CTMs atuam tanto na 

imunidade inata quanto na adaptativa com efeito supressor na ativação das células T e B, 

dendríticas e natural killer (NK). 

As CTMs agem na regulação da resposta imune de várias doenças, altera as respostas das 

células T e B, age na supressão da proliferação das células T, secreção de citocinas, citotoxidade 

e agem na regulação do balanço Th1/Th2 e Treg – células T regulatórias (Gao et al. 2016), 

impede o aumento sérico de prostaglandina-2 (PGE-2) que estimula IL22 (Kim et al. 2015), a 

qual tem um papel importante na patogênese da DA na indução da produção de queratinócitos 

que liberam citocinas de resposta Th2 (Lou et al. 2017). 

Na dermatite atópica, a terapia com célula tronco apresenta resultado promissor pela 

imunomodulação na maturação do linfócito B via COX-2 (Tae et al. 2017) e dregranulação dos 

mastócitos (Le Blanc & Mougiakakos, 2012, Kim et al. 2015, Shin et al. 2017).  
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Estudos experimentais realizados por Lee et al. (2011) e Firinci et al. (2011) mostraram 

que a aplicação sistêmica de CTMs reduz a concentração de IgE e as citocinas liberadas pelo 

Th2, tais como, IL-4, IL-5 e IL-13, além de inibir o processo inflamatório, segundo Cho et al. 

(2018), podem diminuir a expressão das citocinas IL 23, IL31 e TNF α em camundongo com 

DA. As CTMs levam a mudança de resposta Th2 para Th1 em doenças inflamatórias de fundo 

alérgico, incluindo rinite alérgica (Cho et al. 2009) e asma (Cho et al. 2010) em ratos. As CTMs 

possuem a capacidade de inibir a maturação e a ativação das células dendríticas (Gao et al. 

2016). 

Segundo Jee et al. (2013), as células tronco autólogas mesenquimais derivadas do tecido 

adiposo melhoraram significativamente os sintomas da dermatite atópica canina, estimulando 

a liberação de citocinas imunomodulatórias IL10 e TGFβ1. Kim et al. (2018) relataram que a 

aplicação de CTMs minimizou os sinais clínicos da DA, como também diminuiu a hiperplasia 

e infiltração linfocitária. Estudos anteriores indicam que os tratamentos são seguros e 

normalmente não causam efeitos colaterais em humanos (Le Blanc et al. 2008; Karussis et al. 

2010, Connick et al. 2012).  
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CAPÍTULO 2 
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MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Delineamento Experimental 

Foram selecionados dezesseis cães com diagnóstico clínico de dermatite atópica, oito 

fêmeas e oito machos, com idade entre um e doze anos. Os animais foram incorporados 

tomando como base o fato de apresentarem lesões cutâneas não induzidas, mas sim 

evidenciadas semiologicamente por meio de avaliação empírica. A gravidade dos sinais clínicos 

foi verificada de acordo com a aplicação dos critérios do CADESI 4 ( Olivry et al. 2014) de 

acordo com a Tab.1. Os cães foram separados em grupos de acordo com o CADESI 4, sendo 

grupo leve com score de 10-34, moderado 35-59 e severo acima de 60.  Os grupos foram 

representados na fig.1 conforme seus respectivos graus de gravidade clínica. 

Tabela 1 – Representação dos dados descritivos empregados no delineamento 

experimental. Pacientes selecionados para o experimento (Sexo: F, fêmeas, M, machos; §Raça: 

BF, Buldogue francês JR, Jack russel, LA, Lhasa apso, ST, Shih tzu, CT, Cotton de tulear, M, 

Maltês; *VAS: Escala visual de prurido; ¨CAD: CADESI-04, Canine Atopic Dermatitis Extent 

and Severity Index version 4 

 

Animal  Sexo Raça 

§ 

Peso 

(kg) 

Idade 

(anos) 

Dia (0) Dia 10 Dia 31 Dia 52 Dia 82 

VAS* CAD¨ VAS* CAD¨ VAS* CAD¨ VAS* CAD¨ VAS* CAD¨ 

1 F  BF 10 1 7 28 8 23 7 28 7 21 5 6 

2 M BF 7,8 1 9 23 9 21 8 20 7 10 7 8 

3 M JR 7 7 8 24 8 23 6 20 3 4 3 5 

4 M M 6 4 8 16 8 16 6 10 5 7 4 4 

5 M LA 7,6 9 6 17 6 17 5 9 5 9 5 4 

6 M ST 7,9 8 8 23 8 23 8 35 7 28 5 13 

7 F CT 7,3 1 8 28 8 28 8 20 8 16 8 14 

8 F BF 11 4 8 54 8 56 8 50 7 28 6 29 

9 M ST 7,1 10 8 35 8 32 7 24 6 21 7 16 

10 F ST 5,2 5 8 35 8 29 7 18 7 19 7 19 

11 M M 6 5 10 83 10 83 10 88 10 98 10 101 

12 F BF 12,2 4 10 125 8 119 8 95 6 87 3 48 

13 M LA 7 6 9 100 10 100 8 95 8 59 8 62 

14 F M 3,6 5 10 111 10 111 10 87 10 86 10 90 

15 F BF 9,3 4 10 106 8 107 8 102 8 106 8 122 

16 F LA 6,6 12 9 102 9 130 9 188 8 62 7 60 
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Figura 1 – Modelo de avaliação clínica baseado no CADESI 4 (Olivry et al. 2014) em relação 

aos grupos do experimento – leve, moderado e severo. 

 

Na triagem dos animais, foram descartadas doenças pruriginosas ectoparasitárias, sendo 

estabelecida restrição alimentar com ração hipoalergênica por oito semanas para descartar 

hipersensibilidade alimentar. Para controle da infecção secundária da pele por bactérias e 

leveduras, estabeleceu-se o uso do shampoo antisséptico composto por nitrato de miconazol 2% 

e gluconato de clorexidina 2% - Cloresten® (Hillier et al. 2014).  

2.2. Randomização e Tratamento da Dermatite Atópica 

2.2.1. Períodos avaliados entre os grupos  

2.2.1.1. Dia zero (D0) 

Foi realizada a avaliação diagnóstica da afecção baseada nos critérios de Favrot (Hensel 

et al. 2015). No dia zero (D0), os pacientes foram submetidos à avaliação do escore preconizado 

por CADESI 4 (Olivry et al. 2014) e ainda estabelecido o grau de prurido determinado pelo 

escore da escala visual (VAS) (Rybníçek et al. 2009). Biópsia com punch de 6mm da pele na 

flexura direita, foi utilizada anestesia local na dose de 0,8 ml de cloridrato de lidocaína 2% sem 

vaso constritor. 
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2.2.1.2. Dias 10(D10), 31 (D31) e 52 (D52) 

Visando o estabelecimento e relação de fatores orgânicos com os momentos de 

aplicação das CTMs nos dias 10 (D10), 31 (D31) e 52 (D52) os animais  foram submetidos à 

colheita por venopunção da jugular de amostra sanguínea para avaliação hematológica,  tais 

como, hemograma completo, função hepática (alanina aminotransferase - ALT ) e função renal 

(creatinina) antes da aplicação endovenosa de CTMs. Foram mensuradas as temperaturas retais 

antes, cada animal, dos diferentes grupos, antes, imediatamente após e após uma hora da 

aplicação de CTMs (Sun et al.  2016). Bem como, avaliação por meio do CADESI 4 e grau de 

prurido. Os cães receberam 2x106/kg diluído em soro ringer com lactato (50 ml) nos dias 10, 

31 e 52 (o tratamento será relatado posteriormente). 

2.2.1.3. Dia 82 (D82) 

No dia 82 (D82), foram feitas as biópsias com punch de 6mm da pele da flexura direita 

de cada paciente com anestesia local na dose de 0,8ml de cloridrato de lidocaína 2% sem 

vasoconstritor, avaliação do CADESI 4 e grau de prurido. 

 

Figura 2- Desenho esquemático do delineamento experimental do protocolo de tratamento 

empregado.  
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2.3. Processamento e Avaliação Histopatológica das Biópsias de Pele 

Os fragmentos de pele, dos animais de cada um dos grupos, nos dias zero (D0) e 82 (D82) 

foram clivados e submetidos a fixação por imersão em solução aquosa a 10% de formaldeído. 

Em seguida foram incluídos em parafina histológica e seccionados em micrótomo histológico  

a 4µm de espessura (Elder et al. 2008). De cada fragmento avaliado, foram obtidas duas 

lâminas, sendo um corada com H&E e a outra com azul de toluidina. Para quantificação dos 

mastócitos, as lâminas foram avaliadas as coradas com azul de toluidina e daí obtidos a 

quantidade relativa de mastócitos evidenciados da epiderme dos animais dos diferentes grupos 

nos dias D0 e D82, de acordo com o preconizado por Elder et al. (2008)  estabelecido a partir 

da soma de 10 campos no aumento (400x). A partir das lâminas obtidas foram avaliadas 

alterações tais como caracterização do infiltrado inflamatório perivascular, hiperplasia da 

epiderme, edema superficial da derme e hiperqueratose (Olivry & Hill, 2001). Para a 

determinação da espessura da epiderme, foi utilizada câmera digital e software de análise de 

imagens (ProgResCapturePro 2.5®) que foram acoplados ao microscópio Nikon binocular 

E200.  

 

2.4. Tratamento da Dermatite Atópica a Partir da Aplicação de CTMs  

A partir da casualização dos diferentes grupos acometidos por dermatite atópica, os 

animais foram submetidos ao tratamento a partir de três aplicações de 2x106/kg (Villatoro et al. 

2018b) de células tronco mesenquimais (CTMs) acrescido de soro ringer com lactato no volume 

de 50 ml, com intervalos de 21 dias, por via endovenosa periférica (EV). 

 

2.5. Isolamento, Cultivo, Imunofenotipagem e Congelamento de CTMs 

Os protocolos de isolamento, cultivo e congelamento foram realizados nos Laboratórios 

BIOCELL e International Center for Biotechnology (CRI). As CTMs foram isoladas e 

cultivadas a partir de tecido adiposo de um cão doador saudável, da raça shih tzu de três anos 

de idade, fêmea, de acordo com protocolos descritos (Lindroos et al. 2011, Romagnoli & 

Brandi, 2014, De Francesco et al. 2015). Para a coleta do tecido adiposo, o doador foi submetido 

à anestesia. O protocolo anestésico usado foi 0,3mg/kg de metadona e 0,02mg/kg de 

acepromazina pela via intramuscular (Fantoni, 2002), realizou-se uma incisão de 

aproximadamente dois centímetros na região lombar e, aproximadamente, 20 gramas de tecido 
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adiposo foram retirados da base da cauda. O tecido adiposo foi lavado em solução salina 0,9% 

para remover resíduos celulares e sanguíneos, cortado em pequenos pedaços e, em seguida, 

exposto à hialuronidase, para passar por uma digestão enzimática. Depois disso, as células 

foram submetidas a um processo de filtração para iniciar uma seleção das CTMs. 

Posteriormente, as células foram colocadas em frascos de cultura com meio de Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM), e foram incubadas a 37,5 °C e 5% na presença de gás 

carbônico. Após 24 horas, o meio foi descartado juntamente com as células não aderentes, e 

meio de cultura fresco foi adicionado às garrafas. O meio foi trocado uma vez a cada três dias, 

até as células atingirem 80% de confluência, quando a tripsinização foi realizada para retirar as 

células das garrafas promoveu-se a quantificação destas na câmara de Neubauer.  

posteriormente foram envasadas em palhetas (1 milhão de células / palheta) para congelamento 

juntamente com dimetilsulfóxido (DMSO) e soro fetal bovino (SFB) em nitrogênio líquido (De 

Rosa et al. 2009, Cui & Pu, 2010). Cinco palhetas (5 milhões de células) foram descongeladas 

para caracterização de CTMs.  

Uma parte das células congeladas ficou armazenada em botijão de nitrogênio líquido 

para utilização na terapia. Dois milhões de células foram descongeladas e acondicionadas em 

seringas de 1 ml, encaminhadas para a clínica Pet especialidades e aplicadas com 50 ml de 

ringer com lactato por via endovenosa, através da veia cefálica.  

 

2.6. Caracterização das CTMs 

Parte das células foi encaminhada para a CRI afim de realizar a caracterização molecular 

através da citometria de fluxo com quantificação por imagem, avaliando também o grau de 

pureza, funcionalidade e a viabilidade de tais células através da identificação de marcadores 

moleculares específicos, encontradas apenas em células-tronco. Os testes de caracterização 

molecular das CTMs foram realizados conforme determinado pela Sociedade Internacional 

para Terapia Celular (Dominici et al. 2006). Foram incubadas 1 x106 de células com anticorpos 

específicos, sendo os marcadores de indiferenciação de superfície positivos para as CTMs 

testados: CD29-RD1 de rato anti-humano, CD44-FITC de rato anti-equino, caprina anti-canina 

CD90 primária e IgM de rato conjugado anti-caprino AF594 (secundário). O marcador de 

superfície negativo foi CD34-FITC anti-humano de rato. A função das CTMs também foi 

analisada pela presença de dois fatores de transcrição de pluripotência (marcadores 

intranucleares) SOX2 e OCT3 / 4. Esses marcadores foram avaliados pelo método de 
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imunofenotipagem por citômetro de fluxo de Imagem Amnis (fig.3). 

A capacidade das células se diferenciarem em osteoblastos, adipócitos e condrócitos 

também foi confirmada (fig.5), como descrito anteriormente (De Francesco et al. 2015, Marx 

et al. 2015). As células foram avaliadas quanto a contaminantes (bactérias, fungos, 

micoplasma), utilizando a reação em cadeia com polimerase (Veriti Thermal Cycler - 

ThermoFischer Scientific). Além disso, a viabilidade das células após o descongelamento foi 

avaliada por citômetro de fluxo com o kit de anexina Alexa Fluor ™ 488 e iodeto de propídio 

(PI) (ThermoFischer Scientific ™) no citômetro de fluxo de imagem Amnis (fig.4). 

 

2.7.Análise Estatística 

Os dados relativos ao CADESI-4  e grau de Prurido foram avaliados diante da frequência 

de ocorrência para os diferentes aspectos observados, em relação aos grupos. Em relação aos 

dados do hemograma, estes foram avaliados por meio da aplicação de uma análise descritiva a 

obtenção da média e desvio padrão de cada um destes. A análise descritiva também foi aplicada 

para obtenção da média e desvio padrão em relação as quantificações do TGP e creatinina, bem 

como para a variação da temperatura corporal, quantificação da espessura da epiderme e do 

número de mastócitos, obtendo-se assim, a média e desvio padrão em relação a cada um dos 

grupos. Estes dados foram ainda submetidos a aplicação do teste Kolmogorov-Smirnov, 

visando avaliar a normalidade. Em seguida a TGP e a temperatura foram avaliadas a partir da 

aplicação do teste one-way Anova, com pós teste de Tukey’s de múltipla comparação. Já a 

creatinina foi submetida a aplicação do teste one-way Anova, com pós teste de Dunn’s de 

múltipla comparação. A espessura da epiderme foi avaliada a partir da aplicação do teste T e o 

número de mastócitos foram avaliados a partir da aplicação do teste Mann Whitney.  A análise 

foi realizada usando o software Sigma-Stat 3.5 em p ≤ 0,05.  
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RESULTADOS 

 

3.1. Isolamento, Cultivo e Caracterização das CTMs 

 

As CTMs foram obtidas de tecido adiposo de animal doador, sendo devidamente 

isoladas e caracterizadas previamente à utilização. Após 24 horas de isolamento, pequenas 

colônias de células aderentes foram espalhadas pelo fundo das garrafas. Após 2 dias, as células 

começaram a crescer e alongar-se, tornando-se um formato de fuso semelhante aos fibroblastos. 

O número elevado de CTMs com alta capacidade de adesão ao plástico foi obtido. 

Quando as células atingiram 80% de confluência, elas possuíam características 

fenotípicas típicas de CTMs e estavam presas ao fundo da garrafa com uma forma fusiforme.  

Os resultados da imunofenotipagem, ou seja, dos marcadores moleculares específicos 

de CTMs avaliados por citometria de fluxo demonstraram que as células expressaram níveis 

elevados de marcadores de indiferenciação de superfície CD 29, CD44 e CD90 e tiveram baixa 

expressão do marcador negativo, de células hematopoiéticas CD34. Ainda, apresentaram alta 

expressão de fatores de transcrição de pluripotência SOX2 e OCT3.4 (fig. 3). O cão doador 

deste trabalho apresentou alta expressão dos marcadores CD29, CD44 e CD90 em torno de 

90%, como também SOX2 e Oct 3.4 apresentaram 96% e 92% respectivamente. 
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Figura 3- Representação dos marcadores celulares na Imunofenotipagem das CTMs. (A) 

controle positivo de CD29, (B) controle positivo de CD90, (C) controle positivo de CD44, (D) 

controle positivo SOX2 e (E) controle positivo OCT3.4. Citometria de fluxo com Amnis®. 

 

 

A análise de viabilidade com kit de anexina mostrou que 92% da população celular 

manteve-se viva, ao ser avaliada 30 minutos após o descongelamento, foram apontadas 8% de 

células em apoptose inicial e 0,06% na fase final da apoptose e início de necrose (fig. 4). Ainda, 

os resultados expressaram que as CTMs obtidas dos doadores mostraram consistência em seu 

isolamento, expansão, alta taxa de proliferação, aderência ao plástico e comportamento in vitro, 

exibindo sua capacidade de diferenciação adipogênica, condrogênica e osteogênica (fig. 5), 

semelhante ao que já foi anteriormente descrito (Marx et al. 2015). Por fim, o resultado de 

análise de contaminantes foi negativo. 
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Figura 4- Análise por citometria de fluxo das CTMs após o descongelamento:  

células mortas (A), necróticas (B), vivas (C) e apoptóticas (D) kit anexina. 92% de 

células vivas. 

 

 

Figura 5- Imagens das diferentes etapas do processo de diferenciação das células tronco 

mesenquimais.  (A) diferenciação em condrócitos, (B) diferenciação em osteócitos e (C) 

diferenciação em adipócitos. Barra 10µm, aumento 400x.  

               

3.2. Avaliação do CADESI-4, Grau de Prurido, Exames Hematológicos, 

Bioquímicos e Temperatura Corporal 

Neste experimento, foram selecionados cães com DA, sem uso de medicações 

imunossupressoras orais há três meses, receberam a mesma prescrição de terapia tópica com nitrato de 

miconazol 2% e gluconato de clorexidina 2% - Cloresten® para evitar infecções secundárias 

durante o estudo. Os cães foram divididos em três grupos, leve, moderado e severo, de acordo com o 

grau de severidade da doença, baseado no CADESI-04.  

O CADESI-04 de cada paciente foi estabelecido na triagem no dia zero (D0) para a 

separação dos grupos. No grupo leve, foi observado no dia 82, trinta dias após a última 

aplicação, um predomínio de 71,42% (5/7)  do score para abaixo de 10.  No grupo moderado, 

nos dias 52 e 82 demonstrou 100% (3/3) apresentaram score leve. Com relação ao grupo severo, 

A B C 

(A) (B) 
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nos  dias 52 e 82, o escore diminuiu em 16,67% (1/6) para o grau moderado, os demais 

permaneceram severos (quadro 1). 

Quadro 1- Representação dos valores relativos (%) obtidos para CADESI-04, grupos 

leve, moderado e severo. Dias avaliados D0, D10, D31, D52 e D82. Escore CADESI 4: N/AD, 

sem lesões ou remissão; Mi, leve; Mod, moderado; sev, severo 

CADESI-4 

 Grupo leve 

 D0 D10 D31 D52 D82 

N/ remission - - 14,29 42,86 71,42 

Mi  100 100 71,42 57,14 28,58 

Mod  - - 14,29 - - 

Sev  - - - - - 

Grupo moderado 

 D0 D10 D31 D52 D82 

N/ remission - - - - - 

Mi  - - 66,37 100 100 

Mod  100 100 33,33 - - 

Sev  - - - - - 

Grupo severo 

 D0 D10 D31 D52 D82 

N/   remission - - - - - 

Mi  - - - - - 

Mod  - - - 16,67 16,67 

Sev  100 100 100 83,33 83,33 

 

O grau de prurido foi observado, de acordo com a escala visual de prurido (VAS) no dia 

82 (D82), com relação ao grupo leve, apontou 42% no grau moderado. Com relação ao grupo 

moderado, 66,% mantiveram o grau severo. O escore da escala visual de prurido observado no 

grupo severo, demonstrou 33,33% extremamente severo, 50% severo (quadro 2). 
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Quadro 2- Representação dos valores relativos (%) para a determinação da Escala visual de 

prurido (VAS) referente aos dias D0, D10, D31, D52, D82. Pacientes dos grupos leve, 

moderado e severo.  Graus de prurido: ESV-10, extremamente severo; SV-8, severo; MD-6, 

moderado; MI-4, leve; VMI-2 muito leve; NO-0, sem prurido 

Grau de prurido 

Grupo leve 

 D0 D10 D31 D52 D82 

ESV-10 14,29 14,29 - - - 

SV-8 71,42 71,42 57,14 57,14 28,57 

MD-6 14,29 14,29 42,86 28,58 42,86 

MI-4 - - - 14,28 28,57 

VMI-2 - - - - - 

NO-0 - - - - - 

Grupo moderado 

 D0 D10 D31 D52 D82 

ESV-10 - - - - - 

SV-8 100 100 100 66,67 66,67 

MD-6 - - - 33,33 33,33 

MI-4 - - - - - 

VMI-2 - - - - - 

NO-0 - - - - - 

Grupo severo 

 D0 D10 D31 D52 D82 

ESV-10 83,33 66,67 50 33,33 33,33 

SV-8 16,67 33,33 50 50 50 

MD-6 - - - 16,67 - 

MI-4 - - - - 16,67 

VMI-2 - - - - - 

NO-0 - - - - - 

 

Nos grupos leve e severo, os parâmetros hematológicos e as enzimas ALT (alanina 

aminotransferase) e creatinina não apresentaram alterações significativas nos dias das 

aplicações das CTMs, conforme descrito abaixo (tab. 2). Os valores de VG (volume globular) 

e hemácias no grupo moderado demonstraram uma diferença significativa entre os dias 10 e 52, 

porém dentro do valor de normalidade para a espécie, como também os valores dos linfócitos 

entre os dias 10 e 21 (tab. 2). 
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Tabela 2- Valores obtidos para os dados hematológicos e bioquímicos – ALT, creatinina. Nos 

dias 10, 31 e 52. Grupos leve, moderado e severo. Abs, valor absoluto; Letras diferentes na 

mesma linha indicam diferenças significativas p ≤ 0,05 
Grupo leve 

Parâmetros D10 D31 D52 

Volume Globular  (%) 51±4,08 51,86±5,15 50,86±3,58 

Hemácias (x106/µL) 7,58±0,93 7,53±1,15 7,94±0,73 

Hemoglobina (g/dL)  17,19±1,33 17,31±1,88 17,07±1,12 

Leucócitos (x103/ µL) 9,31±2,31 8,7±1,88 8,6±1,55 

Segmentados abs (x103/ µL) 2703±3462 5014±2710 5987±936,8 

Linfócitos abs (x103/ µL) 1388±380,50 1482±424,4 1266±421,9 

Monócitos abs (x103/ µL) 703,9±525,0 543,2±285,8 513,1±155,7 

Eosinófilos abs (x103/ µL) 886,3±936,2 629,0±431,3 824,0±562,8 

Segmentados % 68,86±11,22 69,86±8,00 70±5,56 

Linfócitos % 15,29±4,88 16,43±5,74 14,43±3,04 

Monócitos % 7,28±4,23 6,42±3,15 6±1,52 

Eosinófilos % 8,57±7,32 7,28±3,45 9,42±5,53 

Proteínas plasmáticas totais (g/dL) 6,94±0,77 7±0,61 6,94±0,67 

Plaquetas (x103/ µL) 294±98,88 266,1±81,10 259±57,95 

Alanina transferase- ALT (UI/L) 58,43±49,76 56,86±37,91 68±45,94 

Creatinina (mg/dL) 0,68±0,23 0,84±0,27 0,74±0,20 

Grupo moderado 

Parâmetros D10 D31 D52 

Volume Globular (%) 51,57±1,72a 49±5,97 48,43±1,81c 

Hemácias (x106/µL) 7,37±0,23a 7±0,69 6,90±0,16c 

Hemoglobina (g/dL)  17,06±0,62 16,54±1,48 16,54±0,87 

Leucócitos (x103/ µL) 8,64±1,96 8,42±1,96 8,94±0,96 

Segmentados abs (x103/ µL) 5889±1353 5845±991,5 6505±664,1 

Linfócitos abs (x103/ µL) 1917±924,60a 2416±1142b 1822±453,9ac 

Monócitos abs (x103/ µL) 483,7±375,30 135,4±15,55 473,4±301,2 

Eosinófilos abs (x103/ µL) 404,6±450,7 324,3±39,75 159,4±97,54 

Segmentados % 68,43±0,97 68,57±4,92 71,71±3,68 

Linfócitos % 21,00±7,52a 24,71±6,13b 20±4,12ac 

Monócitos % 5,42±4,03 1,71±4,03 5,14±2,96 

Eosinófilos % 5,14±5,01 4±0,81 2,42±0,53 

Proteínas plasmáticas totais (g/dL) 7,42±0,63 7,31±0,19 7,62±0,21 

Plaquetas (x103/ µL) 352,3±23,84 338,7±101,3 378,9±80,51 

Alanina transferase- ALT (UI/L) 100,4±112,5 49±17,96 51,14±37,20 

Creatinina (mg/dL) 0,65±0,17 0,77±0,15 0,75±0,17 

GRUPO SEVERO 

Parâmetros D10 D31 D52 

Volume Globular (%) 44,29±3,03 43,71±4,85 44,29±4,07 

Hemácias (x106/µL) 7,46±2,78 6,33±0,62 6,67±0,66 

Hemoglobina (g/dL)  15,19±1,33 14,34±1,70 15,11±1,21 

Leucócitos (x103/ µL) 8,50±3,63 8,57±3,68 8,25±3,57 

Segmentados abs (x103/ µL) 2627±3954 3908±3986 3399±4173 

Linfócitos abs (x103/ µL) 1080±291,1 1306±768,6 873,6±671,3 

Monócitos abs (x103/ µL) 647,4±415,7 756,0±596,4 492,6±388,2 

Eosinófilos abs (x103/ µL) 410,9±284,5 476,1±383,0 326±308,7 

Segmentados % 76,71±3,59 71,43±6,13 76,14±8,51 

Linfócitos % 10,43±3,25 14,86±3,28 9,14±3,67 

Monócitos % 8,00±4,16 8,28±3,77 7±3,41 

Eosinófilos % 4,85±2,26 5,28±3,72 4,14±3,80 

Proteínas plasmáticas totais (g/dL) 7,28±0,42 7,17±0,52 7,54±0,56 

Plaquetas (x103/ µL) 357,0±221,4 291,6±96,01 338,7±121,0 

Alanina transferase- ALT (UI/L) 33,86±14,37 35,43±12,18 45,14±39,45 

Creatinina (mg/dL) 0,71±0,49 0,54±0,13 0,51±0,08 

 

A temperatura corporal foi mensurada nos dias 10, 31 e 52, antes, imediatamente após 

e 1 hora após a aplicação de CTMs, não houve alteração, todos os pacientes permaneceram com 

os valores dentro do padrão fisiológico da espécie (tab.3).  
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Tabela 3- Tabela descritiva da temperatura corporal (oC) avaliada entre os períodos das 

aplicações de CTMs. Dias D10, D31, D52 

 Grupo leve Grupo moderado Grupo severo 

 D10 D31 D52 D10 D31 D52 D10 D31 D52 

Antes 

aplicação 
38,65±0,56 38,45±0,49 38,48±0,36 38,27±0,40 38,27±0,18 38,10±0,47 38,73±0,23 38,48±0,27 38,38±0,41 

Após 

aplicação  
38,32±0,57 38,2±0,68 38,22±0,47 38,07±0,22 38,07±0,10 37,9±0,0 38,47±0,36 38,23±0,23 38,32±0,34 

1 horas 

após 
aplicação 

38±0,65 38,08±0,49 37,88±0,68 37,90±0,32 38,23±0,05 37,9±0,35 38,65±0,22 38,52±0,49 38,13±0,17 

 

 

3.3. Mensuração da Espessura da Epiderme 

Nos dias D0 e D82, os pacientes foram submetidos à biopsia com punch de 6mm na 

flexura direita, as espessuras das epidermes foram mensuradas. No grupo leve, mesmo com a 

diminuição da medida e melhora clínica com relação ao prurido e diminuição do escore do 

CADESI-04 não houve diferença significativa na mensuração da epiderme. Nos grupos 

moderado e severo foi demonstrada diferença significativa na espessura da epiderme antes e 

após o tratamento, entre os dias 0 (D0) e 82 (D82) como descrito na (tab.4 e fig.6).  

Tabela 4- Mensuração da espessura da epiderme em µm nos dias D0 e D82, grupos leve 

moderado e severo.  TTO, tratamento. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças 

significativas p ≤ 0,05 
Mensuração da epiderme (µm) 

Grupo leve Grupo moderado Grupo severo 

ANTES TTO APÓS TTO ANTES TTO APÓS TTO ANTES TTO APÓS TTO 

37,76±25,00 26,86±16,96 71,03±45,89a 37,33±14,57 91,52±31,10a 57,21±6,45 
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          Figura 6- Mensuração da espessura da epiderme. (A), paciente macho, lhasa, grupo leve 

antes do tratamento dia D0. (B), o mesmo paciente após o tratamento dia D82. (C), paciente 

fêmea, shih tzu, grupo moderado antes do tratamento dia D0. (D), a mesma paciente dia D82 

com diferença significativa com relação ao dia D0. (E), paciente buldogue francês, fêmea, 

grupo moderado antes do tratamento D0. (F), a mesma paciente dia D82 apresentou diferença 

significativa com relação ao dia D0. Barra 10µm, aumento 400x.  

 

3.4. Avaliação Histopatológica 

No exame histopatológico do grupo leve, foi constatada diminuição na hiperplasia com 

predominância nos escores leve e negativo após o tratamento, bem como também o edema 

superficial e hiperqueratose. O infiltrado inflamatório indicou alterações do grau leve para o 

negativo. No grupo moderado, foi observada uma melhora importante com relação ao edema 

superficial, houve mudança de escore para o grau leve em 100% dos pacientes (3/3), não foi 

observada mudança na hiperqueratose. No grupo severo não houve mudança expressiva quanto 
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à hiperqueratose, infiltrado perivascular e hiperplasia, foi indicada uma diminuição quanto ao 

edema superficial (tab. 5).  

 

Tabela 5- Frequência de ocorrência (%) dos achados da avaliação histopatológica  dos 

diferentes grupos antes e após a aplicação de CTMs, dias 0(D0) e 82(D82), parâmetros avaliados- 

infiltrado inflamatório perivascular, hiperplasia da epiderme, edema superficial e hiperqueratose, grupos 

leve, moderado e severo 
Histopatológico – Grupo Leve 

 Infiltrado perivascular Hiperplasia epiderme Edema superficial Hiperqueratose 
 Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após 

Negativo (-) 14,29 28,57 28,57 28,57 28,57 42,86 42,86 71,43 

Leve (+) 71,42 57,14 42,86 71,43 42,86 57,14 42,86 28,57 

Moderado (++) 14,29 14,29 - - 28,57 - 14,28 - 

Severo (+++) - - 28,57 - - - - - 

Histopatológico – Grupo moderado 

 Infiltrado perivascular Hiperplasia epiderme Edema superficial Hiperqueratose 
 Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após 

Negativo (-) - - 33,34 33,33 - - 33,33 33,33 

Leve (+) 66,67 66,67 33,33 66,67 66,67 100 66,67 66,67 

Moderado (++) - 33,33 - - 33,33 - - - 

Severo (+++) 33,33 - 33,33 - - - - - 

Histopatológico – Grupo severo 
 Infiltrado perivascular Hiperplasia epiderme Edema superficial Hiperqueratose 

 Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após 

Negativo (-) - - - 16,67 - - 16,67 16,67 

Leve (+) 33,34 - 16,67 16,67 50 66,67 66,67 50 

Moderado (++) 33,33 66,67 50 50 33,33 33,33 16,66 16,67 

Severo (+++) 33,33 33,33 33,33 16,66 16,67 - - 16,66 

 

 

A contagem dos mastócitos antes do tratamento e após não apresentou diferença 

significativa nos três grupos. Foram mensurados nos dias D0 e D82 (tab.6). 

Tabela 6- Valores absolutos da quantificação do número de mastócitos antes do 

tratamento com CTMs (D0) e após (D82) para os diferentes grupos avaliados 
 Grupo leve Grupo moderado Grupo severo 

Antes tratamento (D0) 50,00±36,51 61,43±14,64 82,86±28,12 

Após tratamento (82) 51,43±44,51 62,86±20,59 142,9±85,77 
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DISCUSSÃO 

 A dermatite atópica é uma doença crescente, pois os cães estão instalados, 

predominantemente, em ambientes intradomiciliares, com maior exposição aos aeroalérgenos. 

Sendo assim, visando minimizar os efeitos e a ocorrência de complicações decorrentes da 

dermatite atópica em cães, foi avaliada a eficácia, segurança e ainda o efeito remissivo do 

emprego de CTMs alógenas aplicadas pela via endovenosa em cães com dermatite atópica. 

Tomando como base parâmetros relacionados com os diferentes graus de prurido, escore do 

CADESI-4 e ainda alterações histopatológicas evidenciadas na pele decorrentes de processo 

inflamatório.  

Tomando como base a importância da via de administração das CTMs, em especial a 

endovenosa, foi observado que não houve alterações nos parâmetros sanguíneos. Revelando a 

eficácia diante do método adotado para tratamento da dermatite atópica.  A ação esperada pelas 

CTMs demonstrou uma relação quimiotáxica com o processo inflamatório presente na pele dos 

animais acometidos, garantindo assim o deslocamento destas células ao longo dos vasos 

sanguíneos responsáveis pelo aporte sanguíneo da pele. Enfatizando ainda que as CTMs não 

atuaram diretamente na epiderme, mas sim, desempenham de forma direta uma ação parácrina 

local, liberando citocinas regulatórias diretamente envolvidas com o mecanismo modulatório 

da afecção (Ferrer et al. 2015).  

A ação, positiva, do envolvimento das CTMs na terapia da atopia aplicadas por meio da 

via endovenosa esteve baseada diretamente aos valores hematológicos e bioquímicos dos cães 

avaliados. Pois estes parâmetros apresentaram-se dentro dos padrões fisiológicos determinados 

para a espécie, para os grupos leve, moderado e severo. Bem como, o mencionado por Ferrer 

et al. (2015), quando relataram a segurança quanto aos valores hematológicos no tratamento 

realizado com CTMs humanas em fístulas para-anais de pacientes caninos. Reforçando assim 

a viabilidade da via empregada para a aplicação das CTMs, determinando o fato de apresentar-

se como uma terapia segura e eficaz. 
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 De uma maneira não específica, conforme Na et al. (2014), as CTMs podem ser 

efetivas no tratamento da DA em humanos. Ainda a eficácia do tratamento com células tronco 

derivadas de cordão umbilical humano foi mencionada em camundongos com DA (Kim et al. 

2015). Mais especificamente, e de forma coincidente com o mecanismo de ação que também 

ocorreu nos animais avaliados, Cho et al. (2018), relataram melhora dos sintomas de DA em 

camundongos com o uso sistêmico de exossomos de células tronco mesenquimais humanas, 

responsáveis pela regulação da resposta inflamatória e da expressão das citocinas inflamatórias.  

Tomando como base os parâmetros sanguíneos dos animais avaliados em relação a via 

de aplicação das CTMs e sua ação frente a afecção, foi possível observar que os valores de ALT 

permaneceram dentro da normalidade em todos os grupos. Comparativamente Nishimura et al. 

(2019), relataram o uso de CTMs em fibrose hepática em Beagles, e verificaram que a taxa de 

ALT diminuiu, mas não causou danos aos hepatócitos, garantindo melhora clínica.  

Da mesma forma a creatinina permaneceu estável e dentro dos valores fisiológicos 

durante todo o estudo. Levando a crer que as CTMs apresentaram uma ação parácrina de 

renoproteção, com um potencial efeito anti-inflamatório, que pode ser verificado em doenças 

renais agudas e crônicas, quando há diminuição da creatinina e da apoptose e aumento da 

angiogênese renal (Roushandeh et al, 2017). Portanto, coadunando com Ferrer et al. (2015), foi 

possível estabelecer que marcadores bioquímicos, relativos às enzimas hepáticas e renais, não 

sofreram alterações no tratamento a partir de CTMs. 

Buscando o fortalecimento e garantia da viabilidade da via de aplicação e do tratamento 

adotado a partir de CTMs, verificou-se que a temperatura corporal dos cães, dos diferentes 

grupos avaliados não sofreu alteração após diferentes períodos da sua aplicação. Sendo 

determinante assim para garantir que mesmo com a ação de modulação tissular revelado, esta 

sinalização não foi comprometida, devido a não ocorrência de oscilações deste parâmetro, 

conforme proposto por Sun et al. (2016), quando ressalta a segurança no tratamento imposto.  

Visando o estabelecimento de um paralelismo, decorrente da aplicação e mecanismo de 

ação estabelecidos pelas CTMs no organismo dos animais deste estudo, e sua ação frente a 

dermatite atópica, foi necessário considerar diferentes fatores. Dentre estes aqueles 

relacionados com a caracterização, imunofenotipagem e diferenciação das células tronco 

utilizadas, os mecanismos adotados para a caracterização e enquadramento da afecção e ainda 

suas relações com o processo inflamatório decorrente da afecção. 
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Neste estudo, a caracterização e imunofenotipagem das CTMs foram indicadas pelos 

níveis elevados de marcadores de indiferenciação de superfície CD29, CD44 e CD90 e a 

expressão de fatores de transcrição de pluripotência pela citometria de fluxo. Tal procedimento 

esteve de acordo com o proposto por Vieira et al. (2010), Bourin et al. (2013), Ferrer et al. 

(2015) e Villatoro et al. (2018b) ao mencionarem que esta padronização é fundamental para a 

certificação do tratamento adequado com células tronco mesenquimais. 

  Outro fator grande de importância frente as CTMs e sua ação, foi aquele relacionado 

com sua capacidade de diferenciação em outros tecidos relevantes. Dentre estes, aquele atestado 

pela capacidade de diferenciação das CTMs em osteócitos, condrócitos e adipócitos como 

demonstrada neste trabalho, corroborando assim com estudos de Ferrer et al. (2015), Merino et 

al. (2015), Harman et al. (2016) e Villatoro et al. (2018b). Garantindo, portanto, o potencial 

restaurador, e com grande capacidade de minimizar os efeitos decorrentes da dermatite atópica 

em cães.  

Tomando como base os dados expressos da interpretação do CADESI-04, o qual foi 

considerado parâmetro de grande importância diagnóstica, visto que estabeleceu os locais e a 

severidade da dermatite atópica, alta sensibilidade e especificidade para a afecção, bem como, 

na avaliação da manutenção clínica do paciente conforme proposto por Olivry et al. (2014). 

Nos animais avaliados foi observada a melhora clínica e diminuição do escore do CADESI-04 

nos três grupos do experimento. Portanto indo de encontro com os achados de Villatoro et al. 

(2018b), que verificaram uma melhora considerável deste parâmetro em cães atópicos tratados 

com CTMs alógenas, aplicados por via endovenosa na dose de 1,5x106/kg. Sendo determinante 

ressaltar que os dados diferenciais entre o trabalho mencionado estiveram presentes entre a dose 

e na frequência de aplicação.  

O grau de prurido apontou uma diminuição mais expressiva entre os grupos leve e 

moderado, já no severo a resposta quanto ao prurido não foi tão evidente. Contudo para um 

paciente com dermatite atópica mesmo que em escala menor, a diminuição do grau de prurido 

já representa uma melhor qualidade de vida, coincidindo assim com os achados apresentados 

por Villatoro et al. (2018b), quando relataram melhora significativa no grau de prurido.  

Na dermatite atópica, o prurido é um fator predominante, sendo mediado pela interação 

da disfunção da barreira cutânea e ativadores inflamatórios (Mollanazar et al. 2016). Kim et al. 

(2016) observaram melhora do grau de prurido, dos pacientes com dermatite atópica moderada 

e severa, quando empregaram CTMs alogênicas derivadas de cordão umbilical, as quais 
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promoveram diminuição do eczema, prurido e dos níveis séricos de IgE, sem ainda desencadear 

efeitos adversos nos pacientes tratados. Portanto, o emprego das CTMs, como nos animais deste 

estudo, se mostrou eficaz diante da interferência e diminuição do grau de prurido. 

Alterações tissulares foram determinantes para caracterização da modulação da resposta 

diante da aplicação das CTMS, em pacientes com dermatite atópica. Principalmente por ser 

capaz de revelar, em associação com o processo inflamatório verificado, modificações impostas 

pelo tratamento. Assim, por meio da avaliação de fragmentos de biopsia de pele, de animais 

acometidos foi verificada diminuição da hiperplasia da epiderme e do edema superficial em 

todos os grupos. De outra forma, mas coincidindo em parte, em camundongos com dermatite 

atópica, ocorreu diminuição da hiperplasia da epiderme e da inflamação dérmica após o 

tratamento com CTMs (Kim et al. 2015). Portanto, deve ser ressaltado que estas alterações de 

epiderme são frequentemente evidenciadas em indivíduos com dermatite atópica, determinadas 

sim pela cronicidade do processo inflamatório imposto localmente. Garantindo assim a 

importância da avaliação histológica da pele frente a relevância clínica quando empregado 

CTMs alógenas em pacientes atópicos.  

A degranulação dos mastócitos e a liberação de mediadores inflamatórios provocam o 

estímulo do prurido (Steinhoff et al. 2003, Tsujii et al. 2009), a partir de então os mastócitos 

recrutam os linfócitos, eosinófilos e neutrófilos para a região da inflamação (Malaviya, 2002). 

A quantificação dos mastócitos não apontou diferenças significativas antes e após as aplicações, 

para os diferentes grupos avaliados. Sobretudo, de acordo com Shin et al. (2017), houve redução 

significativa na infiltração e degranulação dos mastócitos pela via dependente de PGE2 (Shin 

et al. 2017). De outra forma, Villatoro et al. (2018a) relataram a diminuição de mastócitos e 

eosinófilos nas citologias das córneas após aplicação local, na mucosa conjuntiva, de CTMs em 

gatos com ceratites eosinofílicas. Portanto, no presente estudo foi possível deduzir que as CTMs 

interferem na maturação das células dendríticas, levando assim ao desencadeamento de uma 

atenuação da cascata inflamatória. Sugerindo então que a mensuração da PGE2 poderia ser 

empregada como um biomarcador, relacionado com a degranulação dos mastócitos, acrescido 

da sua quantificação. De outra forma, outra análise que deveria ser considerada seriam os 

pacientes atópicos ou também os “atopic-like” que nem sempre apresentam números altos de 

mastócitos e não são IgE dependentes, conforme mencionados por Botoni et al. (2018). 

Relacionando ao fato que os cães do experimento apresentaram melhora no quadro clínico, 

tanto quanto ao prurido, bem como, indiretamente em relação ao processo inflamatório 

evidenciado diante da avaliação histopatológica.  
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Outro fator relevante, que deve ser considerado localmente, foi o relativo a espessura da 

epiderme. Visto que este parâmetro apresentou diferença estatística para os grupos moderado e 

severo. Já foi possível observar que grupo leve mesmo apresentando melhora clínica aparente 

e diminuição considerável da epiderme, não apresentou diferença significativa. Foi possível 

estabelecer que pacientes com dermatite atópica apresentaram hiperplasia da epiderme, com 

aumento do infiltrado perivascular e do número de mastócitos, sendo ainda que em casos mais 

crônicos poderiam apresentar hiperqueratose (Olivry & Hill, 2001). Sobretudo, a diminuição 

da espessura da epiderme possivelmente esteve relacionada com a diminuição do padrão 

inflamatório e da hiperplasia da epiderme, isto ainda, considerando a ação do tratamento 

imposto. Portanto, este parâmetro mostrou-se como sendo fundamental para avaliar a melhora 

em níveis microscópicos das alterações provindas da dermatite atópica. Atuando ainda na 

sinalização da ação parácrina promovidas pelas CTMs na resposta regulatória diante da 

inflamação. 

Ainda de relevância, foi avaliada a ocorrência ou não de efeitos adversos, ou mesmo 

colaterais, nos animais submetidos ao tratamento da dermatite atópica a partir da aplicação de 

CTMs. Os cães que receberam o tratamento de CTMs não apresentaram efeitos colaterais 

durante as aplicações e 82 dias após. Coincidindo então com Ferrer et al. (2015), ocorreu a 

melhora clínica após aplicação de células tronco humana de origem embriogênica no tratamento 

de fistulas perianal em cães. Ainda a segurança do tratamento foi observada por Harman et al. 

(2016), que indicaram a segurança do tratamento após 60 dias da aplicação de CTMs em cães 

com osteoartrites quando comparado ao grupo placebo. Sobretudo para Kim et al. (2016), em 

pacientes humanos, foi mencionado que o tratamento da dermatite atópica foi bem tolerado. Tal 

segurança pode ser entendida quando analisados os mecanismos envolvidos na atenuação da 

afecção, pois as CTMs atuam sim na modulação de resposta celular, a partir da liberação de 

citocinas localmente. Garantindo assim uma menor interferência sistêmica, que poderia 

desencadear respostas indesejadas no tratamento da doença atópica.  

Para Kapoor et al. (2012) e Sun et al. (2012), em tratamentos de doenças alérgicas, as 

CTMs são responsáveis por desencadear uma certa capacidade imunomodulatória. Pois de 

acordo com Jee et al. (2013), as CTMs derivadas de tecido adiposo canino foram capazes de 

interferir na produção e liberação de IL10 e TGFβ1, que são citocinas imunorregulatórias, 

capazes de melhorarem de forma efetiva a dermatite atópica em cães. Para English et al. (2008) 

as CTMs poderiam agir nas células dendríticas, não permitindo a sua maturação, com isso toda 

a ativação e apresentação ao linfócito TCD4+ seria bloqueada e a cascata de liberação de 
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interleucinas pró-inflamatórias seria atenuada por este efeito imunorregulatório. Diante do 

exposto, a eficácia e segurança do tratamento imposto foi determinado pela apresentação das 

células dendríticas de agentes alergênicos ao linfócito T, estabelecendo um papel relevante na 

patogenia da dermatite atópica. Fato que garante o papel promissor da terapia com CTMs para 

esta afecção.  

Como efeito positivo do tratamento a partir do emprego das CTMs em cães com 

dermatite atópica, foi possível verificar que a melhora clínica dos pacientes com relação ao grau 

de prurido, escore do CADESI 04, alterações teciduais de contexto inflamatório 

(histopatológico de pele) e diminuição da espessura da epiderme estiveram relacionados com a 

minimização do padrão inflamatório imposto pela dermatite atópica. De outra forma, a 

mensuração das citocinas pró-inflamatórias e regulatórias bem como a avaliação do IgE tecidual 

poderiam ser fatores complementares para reforçar a ação parácrina imposta pelas CTMs em 

cães atópicos. Pois foi observado por Ferrer et al. (2015) a inibição da proliferação de linfócitos 

T, CD4+ e CD8+, em cães com fístula anal tratados com CTMs humana. Portanto, o tratamento 

sistêmico com CTMs alógenas revelou-se como sendo uma opção promissora para a atenuação 

da dermatite atópica canina. Visto que, foi capaz de promover uma melhora do quadro clínico 

e ainda não desencadeou efeitos colaterais.  
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