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RESUMO

A dermatite atopica canina (DA) é uma doenca inflamatdria crénica da pele, pruriginosa
de origem genética e com envolvimento de fatores ambientais. O objetivo deste estudo foi
avaliar a eficicia do tratamento com células tronco alégenas derivadas de tecido adiposo de
cdes (CTMs) em cées com DA. Dezesseis cades foram selecionados e divididos em trés grupos,
sendo leve, moderado e severo de acordo com o CADESI4. O protocolo preconizado neste
experimento foi 2x10%kg de peso corporal de CTMs pela via endovenosa, com intervalos de
aplicacOes de 21 dias. Foram avaliados os parametros de grau de prurido pela escala analégica
visual (VAS), escore do CADESI 4 (Canine Atopic Dermatitis Extend & Severity Index),
histopatologicos da pele, hematologicos, bioquimicos, efeito pirogénico das CTMs e
mensuracdo da espessura da epiderme. Houve diferenca significativa na diminuicdo da
espessura da epiderme nos grupos moderado e severo. Os pardmetros hematoldgicos,
bioguimicos e as temperaturas corporais se mantiveram dentro da normalidade para a espécie,
sem efeitos colaterais. O grau de prurido diminuiu e houve diminuicdo da hiperplasia da

epiderme e do edema superficial.

TERMO DE INDEXACAO: atopia, prurido, imunorregulagio



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 2x108/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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INTRODUCAO

A dermatite atopica (DA) é uma doenca genética de carater inflamatdrio e pruriginoso
que acomete os cées, a prevaléncia desta afeccdo € de, aproximadamente, 15% da populacao
canina (Crosgrove et al. 2013). A DA é multifatorial, com interagdes ambientais, como estresse,
aeroalérgenos, trofoalérgenos e condi¢do imunoldgica (Bizikova et al. 2015), além da alterago
da barreira cutanea decorrente da diminuicao dos lipideos (ceramidas) interlamelares (Shimada
et al. 2009).

Na DA, ha uma exacerbacdo da resposta imunologica, na fase aguda ha um predominio
de estimulo dos linfécitos T helper 2 (Th2) com liberacdo de citocinas pré-inflamatérias,
eosindfilos, degranulagdo de mastdcitos e imunoglobulina E (IgE) (Majewska et al. 2016;
Pucheu-Haston et al. 2015). Na fase crdnica ocorre uma resposta predominante de linfocitos T

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

As terapias preconizadas atualmente sdo uso sisttmico por via oral de
imunossupressores como corticoides, ciclosporina e oclacitinib, associados as locOes, 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

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

A DA altera a qualidade de vida tanto do cdo como do proprietario, principalmente
devido ao prurido. E de grande importancia o avango na pesquisa com relacao ao tratamento da
DA, por ser uma doenca emergente. O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o uso sisttmico
de células tronco mensenquimais alégenas (CTMs) pela via endovenosa (EV) como forma de
tratamento adjuvante em pacientes atopicos, como também demonstrar a seguranga e possiveis

efeitos colaterais.
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REVISAO DE LITERATURA

1.1. Dermatite Atopica

A dermatite atopica (DA) é definida como uma doenca alérgica inflamatoria e
pruriginosa com predisposicdo genética em cdes (Hensel et al. 2015). E caracterizada pela
disfuncdo da barreira epidérmica, com recorrentes inflamacdes e apoptoses dos queratindcitos
(Jee et al. 2013). Esté associada a producdo de IgE que atua contra os alérgenos ambientais
(Bizikova et al. 2015). Segundo Shimada et al. (2008), ha correlacdo positiva da perda de agua
transepidérmica (TEWL) e o dano na barreira da pele. O aumento da TEWL esta associado a
diminuicao dos niveis de ceramidas em cdes com DA (Shimada et al. 2009). As moléculas de
ceramidas localizam na camada dupla lipidica, € composta por esfingosinas e acidos graxos
(Madison, 2003).

As principais regides afetadas nos cées incluem &reas distais dos membros, regido
perioral, axilas, regides interdigitais, pavilhdes auriculares, barriga, perineo e flexuras. E
comum apresentar eritema, erupcbes papulares, alopecia auto induzida pelo prurido,
escoriacOes, xerose, eczema, hiperpigmentacdo e liquenificacdo, além das infeccdes
secundarias bacterianas e por malassezia (Leung et al. 2004, Bizikova et al. 2015). Em cées,
devido a reducdo dos ceramideos e alteracdo da estrutura da camada cornea, sugere-se uma
disfuncéo da barreira da pele similar aos humanos. Estudos indicam que essa disfuncdo ocorre

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

Em humanos, é demonstrado que a mutacgéo da filagrina € um dos fatores mais relevante
no risco do desenvolvimento na DA (Osawa et al. 2011). A filagrina é uma proteina importante
na formacdo da barreira cutdnea, é precursor da profilagrina que atuara na formacdo dos
granulos de cerato-hialina que compdem o estrato granuloso da epiderme (Manabe et al. 1991),
sdo considerados fatores hidratantes naturais da pele. A filagrina (FLG) € conhecida por ser

uma proteina chave para a barreira da pele (Rawlings & Harding. 2004). Em cdes com DA, ha
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correlacdo da deficiéncia de FLG, porém ainda faltam mais estudos que determinem a

correlacdo a esta mutacdo (Kanda et al. 2013).

Cées com DA sdo acometidos por infeccdes recorrentes bacterianas e por leveduras,
principalmente a Malassezia pachydermatis na pele e nos condutos auditivos (De Boer &
Marsella. 2001). O agente mais isolado nas infec¢des secundarias por bactéria é o

Staphylococcus pseudintermedius (Mason et al. 1996).

Malassezia pachydermatis é uma levedura que habita de forma comensal a pele dos
mamiferos em geral e alguns selvagens. Séo lipofilicos ndo dependentes e se tornam patdgenos
oportunistas em situacdo de desordens imunolodgicas da pele, favorecendo as infec¢des cutaneas
e otites (Gaitanis et al. 2012). Estudos demonstram que Malassezia spp tem aptiddo para
produzir melanina (Youngchim et al. 2013), com objetivo de protecdo das células fungicas
contra fatores ambientais, radiacdo ultravioleta, imunossupressores, agentes antioxidantes
aumentando o fator de viruléncia, com isso, favorece a patogenicidade e sobrevida na pele,
além de liberar enzimas como proteases, fosfolipases que séo pré-inflamatdrias e intensificam
o prurido (Nosanchuk et al. 2015).

Tanto em humanos como em cées com DA, ha alteragdo na barreira cutanea (Marsella
et al. 2011), sendo um fator importante na patogénese da doenca pois leva ao aumento da
sensibilizagdo alérgica (Olivry et al. 2011). Segundo Saridomichelakis & Olivry (2015), com a
barreira defeituosa da pele, ocorre a exposicao de alérgenos por via percutanea, estes alérgenos
ambientais sdo capturados pelas células dendriticas que migram para o linfonodo para
apresentar o antigeno ao linfécito T (CD4+), a diferenciacdo do CD4+ em linfocito Th2
aumenta a maturacdo de anticorpos alérgenos especificos B e a producdo de IgE, a qual se ligara
aos mastocitos. A degranulacdo dos mastdcitos estimula a liberacdo de mediadores
inflamatorios como histamina, leucotrienos, prostaglandinas e varias citocinas que recrutam
células inflamatorias para dentro da pele. Orciani et al. (2017) citam que na DA ocorre um
desbalanco das respostas Th2 com Th1-Th17 na fase aguda da doenca, no entanto, ha um misto
das respostas Th1/Th2 na fase cronica. Em camundongos com DA, foi demonstrado o aumento
das citocinas IL 4, IL 13, IL 6, IL 17, interferon gama (IFNy) e fator de necrose tumoral alfa
(TNFa) e diminui¢do da expressdo de IL 10 (Kim et al. 2018). Nos cées atdpicos, normalmente,
o linfécito ThO induz uma resposta imunoldgica do tipo Th2, com aumento de algumas
interleucinas, como por exemplo a IL4, IL5, IL6, IL13, estimulando a liberagéo de mediadores
inflamatorios e a producdo de IgE (Nuttall et al. 2002).
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O diagnostico da DA é clinico e se faz por exclusdo de doengas pruriginosas como
dermatite alérgica a saliva de pulga, escabiose, pediculose, otoacariase, demodiciose, infec¢bes
secundarias na pele por bactérias e malasseziose, dermatite de contato, hipersensibilidade
alimentar (Kennis, 2006) e tumores cutaneos como linfomas (DeBoer & Hillier, 2001, Hensel
et al. 2015). Além da exclusdo das doencas citadas, sdo aplicados os critérios de Fravot, pelos
quais aumentam a sensibilidade e a especificidade do diagndstico. Os critérios foram
subdivididos em subtipos, sendo o primeiro 0s seguintes fatores: inicio dos sinais clinicos com
menos de 3 anos, cdo intradomiciliar, prurido responsivo ao glicocorticoide, infecgdes por
levedura recorrente ou cronica, patas dianteiras afetadas, pavilhdo auricular acometido,
margens auriculares ndo afetadas, area 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: inicio dos sinais clinicos antes de 3 anos de
idade, cdo intradomiciliar, fase inicial com prurido sem lesdo, patas dianteiras afetadas,
acometimento das pinas, margens auriculares ndo afetadas e regido dorsolombar nao afetada.
Neste caso, se 0 paciente apresentar cinco critérios a sensibilidade € de 77,2% e especificidade
em 83% e com seis critérios a sensibilidade sera de 42% e especificidade 93,7% (Hensel et al.
2015).

Para auxiliar o diagndstico da DA, podem ser realizadas bidpsias de pele. Na avaliacdo
histopatoldgica da pele, pode apresentar padréo inflamatorio perivascular superficial, infiltrado
de neutrdfilos, eosindfilos e mastocitos, hiperplasia da epiderme, exocitose (Olivry et al. 2001,
Marsella et al. 2006).

Os testes alérgenos especificos e painéis soroldgicos sdo ferramentas coadjuvantes para

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

O tratamento da DA se baseia na investigacdo das causas de base, controle das infec¢des
secundarias bacterianas (Hillier et al. 2014, Olivry et al. 2015) e por Malassezia sp (Pinchbeck
et al. 2002, Berger et al. 2012). E fundamental o uso de xampus e hidratantes especificos para
recompor a barreira cutdneas, a frequéncia de banho varia de acordo com cada paciente
(Bensignor & Bourdeau, 2013, Bourdeau et al. 2007). O controle do prurido e das lesGes
cuténeas se faz pelo uso de glicocorticoides orais ou topicos, ciclosporina oral e oclacitinib
(Kovalik et al. 2011, Cosgrove et al. 2013, Nam et al. 2012, Gadeyne et al. 2014). E
recomendada a aplicacdo topica de compostos lipidicos com ceramidas, acidos graxos e
colesterdis para auxiliar na recomposicéo da barreira cutanea (Piekutowska et al. 2008, Popa et

al. 2012). A imunoterapia alérgeno especifica é usada como tratamento coadjuvante com o
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objetivo de minimizar as crises e aumentar a tolerancia aos alérgenos ambientais (Carlottti et
al. 2013).

1.2. Células Tronco

As células tronco mesenquimais (CTMs) sdo células multipotentes, indiferenciadas
presentes em diversos tecidos adultos (Foudah et al. 2014). Podem ser isoladas do tecido
adiposo, polpa dentaria, corddo umbilical, medula 6ssea, entre outros (Pittenger et al. 1999,
Jiang et al. 2002, Bianco et al. 2008, Lee et al. 2013 ). Essas células, indiferenciadas, exercem
duas acOes principais: diferenciagdo em tecidos da linhagem mesenquimal e efeito paracrino.
O efeito de diferenciacdo manifesta-se para alguns tecidos, como adipdcitos, osteoblastos,
miositos, condrocitos, células B das ilhotas pancreéaticas (Gao et al. 2016). Ja o efeito paracrino
relaciona-se com a liberacdo de moléculas bioativas (de adesdo, proteinas de matriz
extracelular, citocinas, receptores de fatores de crescimento) que permitem uma interagdo com
0 meio no qual elas sdo transplantadas, de forma que, ao se unir com as células do organismo,
modulam a resposta inflamatdria e mitose das células que estdo relacionadas ao processo de
reparacao tecidual e promovem a imunomodulagédo (Huss, 2000, Bobis et al. 2006, Wan et al.
2008, Caplan, 2009). Ainda, as CTMs estimulam a liberagéo de fatores imunorregulatérios e
fatores de crescimento auxiliando na reparacdo tecidual (Prockop & Oh, 2012), podendo ser
aplicadas no tratamento de doenca inflamatoria intestinal, autoimune, esclerose mudltipla,
diabetes tipo I, artrite, doencas alérgicas, asmas e doenca do enxerto contra o0 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 ativacdo das células T e B,
dendriticas e natural killer (NK).

As CTMs agem na regulacdo da resposta imune de varias doencas, altera as respostas das
células T e B, age na supressdo da proliferagdo das células T, secrecdo de citocinas, citotoxidade
e agem na regulacdo do balango Th1/Th2 e Treg — células T regulatorias (Gao et al. 2016),
impede 0 aumento sérico de prostaglandina-2 (PGE-2) que estimula IL22 (Kim et al. 2015), a
qual tem um papel importante na patogénese da DA na inducao da producédo de queratinocitos
que liberam citocinas de resposta Th2 (Lou et al. 2017).

Na dermatite atdpica, a terapia com célula tronco apresenta resultado promissor pela
imunomodulagdo na maturacéo do linfocito B via COX-2 (Tae et al. 2017) e dregranulacdo dos
mastdcitos (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 aplicacdo sistémica de CTMs reduz a concentracdo de IgE e as citocinas liberadas pelo
Th2, tais como, IL-4, IL-5 e IL-13, além de inibir o processo inflamatorio, segundo Cho et al.
(2018), podem diminuir a expressao das citocinas IL 23, IL31 ¢ TNF a em camundongo com
DA. As CTMs levam a mudanca de resposta Th2 para Th1l em doencas inflamatérias 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 maturacdo e a ativacdo das celulas dendriticas (Gao et al.
2016).

Segundo Jee et al. (2013), as células tronco aut6logas mesenquimais derivadas do tecido
adiposo melhoraram significativamente os sintomas da dermatite atopica canina, estimulando
a liberacdo de citocinas imunomodulatorias IL10 e TGFB1. Kim et al. (2018) relataram que a
aplicacdo de CTMs minimizou os sinais clinicos da DA, como também diminuiu a hiperplasia
e infiltracdo linfocitaria. Estudos anteriores indicam que o0s tratamentos sdo seguros e
normalmente ndo causam efeitos colaterais em humanos (Le Blanc et al. 2008; Karussis et al.
2010, Connick et al. 2012).
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MATERIAL E METODOS
2.1. Delineamento Experimental

Foram selecionados dezesseis cdes com diagnostico clinico de dermatite atdpica, oito
fémeas e oito machos, com idade entre um e doze anos. Os animais foram incorporados
tomando como base o fato de apresentarem lesbes cutédneas ndo induzidas, mas sim
evidenciadas semiologicamente por meio de avaliacdo empirica. A gravidade dos sinais clinicos
foi verificada de acordo com a aplicacdo dos critérios do CADESI 4 ( Olivry et al. 2014) de
acordo com a Tab.1. Os cées foram separados em grupos de acordo com o0 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 clinica.

Tabela 1 — Representagdo dos dados descritivos empregados no delineamento
experimental. Pacientes selecionados para o experimento (Sexo: F, fémeas, M, machos; §Raca:
BF, Buldogue francés JR, Jack russel, LA, Lhasa apso, ST, Shih tzu, CT, Cotton de tulear, M,

Maltés; *VAS: Escala visual de prurido; "CAD: CADESI-04, Canine Atopic Dermatitis Extent
and Severity Index version 4

Animal | Sexo Raca | Peso | ldade Dia (0) Dia 10 Dia 31 Dia 52 Dia 82

§ (kg) (anos) | 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 71 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 122 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 avaliacao clinica baseado no CADESI 4 (Olivry et al. 2014) em relacdo
aos grupos do experimento — leve, moderado e severo.

Na triagem dos animais, foram descartadas doengas pruriginosas ectoparasitarias, sendo
estabelecida restricdo alimentar com racdo hipoalergénica por oito semanas para descartar
hipersensibilidade alimentar. Para controle da infeccdo secundaria da pele por bactérias e
leveduras, estabeleceu-se 0 uso do shampoo antisséptico composto por nitrato de miconazol 2%

e gluconato de clorexidina 2% - Cloresten® (Hillier et al. 2014).
2.2. Randomizacéo e Tratamento da Dermatite Atdpica
2.2.1. Periodos avaliados entre os grupos
2.2.1.1. Dia zero (DO0)

Foi realizada a avaliacdo diagnostica da afeccdo baseada nos critérios de Favrot (Hensel
etal. 2015). No dia zero (DO0), os pacientes foram submetidos a avaliacdo do escore preconizado
por CADESI 4 (Olivry et al. 2014) e ainda estabelecido o grau de prurido determinado pelo
escore da escala visual (VAS) (Rybnicek et al. 2009). Biopsia com punch de 6mm da pele na
flexura direita, foi utilizada anestesia local na dose de 0,8 ml de cloridrato de lidocaina 2% sem

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

Visando o estabelecimento e relacdo de fatores organicos com os momentos de
aplicacdo das CTMs nos dias 10 (D10), 31 (D31) e 52 (D52) os animais foram submetidos a
colheita por venopuncao da jugular de amostra sanguinea para avaliagdo hematologica, tais
como, hemograma completo, funcdo hepatica (alanina aminotransferase - ALT ) e funcdo renal
(creatinina) antes da aplicacdo endovenosa de CTMs. Foram mensuradas as temperaturas retais
antes, cada animal, dos diferentes grupos, antes, imediatamente apds e ap6s uma hora da
aplicacdo de CTMs (Sun et al. 2016). Bem como, avaliacdo por meio do CADESI 4 e grau de
prurido. Os cées receberam 2x10%/kg diluido em soro ringer com lactato (50 ml) nos dias 10,

31 e 52 (o tratamento sera relatado posteriormente).
2.2.1.3. Dia 82 (D82)

No dia 82 (D82), foram feitas as bidpsias com punch de 6mm da pele da flexura direita
de cada paciente com anestesia local na dose de 0,8ml de cloridrato de lidocaina 2% sem

vasoconstritor, avaliagdo do CADESI 4 e grau de prurido.

Grau de prurido Grau de prurido Grau de prurido
12 aplicagdo de CTMs
Exames hematoldgicos e
bioguimicos
temperatura

CADESI 4
Grau de prurido
Bidpsia flexura

22 aplicagéo de CTMs 32 aplicagdo de CTMs
Exames hematoldgicos e Exames hematoldgicos e
bioquimicos bioquimicos
temperatura temperatura

Graude prurido

CADESI 4
Biopsia flexura

CADESI 4 ’ ‘ CADESI 4 ’ ‘ CADESI 4 ’

AL /\ A\ A

4 4apr 4N N N

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

empregado.
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2.3. Processamento e Avaliacdo Histopatoldgica das Bidpsias 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 fixacdo por imersao em solugdo aquosa a 10% de formaldeido.
Em seguida foram incluidos em parafina histologica e seccionados em micrétomo histologico
a 4um de espessura (Elder et al. 2008). De cada fragmento avaliado, foram obtidas duas
laminas, sendo um corada com H&E e a outra com azul de toluidina. Para quantificacdo dos
mastocitos, as laminas foram avaliadas as coradas com azul de toluidina e dai obtidos a
quantidade relativa de mastdcitos evidenciados da epiderme dos animais dos diferentes grupos
nos dias DO 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 ldaminas obtidas foram avaliadas
alteracGes tais como caracterizacdo do infiltrado inflamatorio perivascular, hiperplasia da
epiderme, edema superficial da derme e hiperqueratose (Olivry & Hill, 2001). Para a
determinacéo da espessura da epiderme, foi utilizada camera digital e software de analise de
imagens (ProgResCapturePro 2.5%) que foram acoplados ao microscopio Nikon binocular
E200.

2.4. Tratamento da Dermatite Atopica a Partir da Aplicacdo de CTMs

A partir da casualizacdo dos diferentes grupos acometidos por dermatite atopica, 0s
animais foram submetidos ao tratamento a partir de trés aplicagdes de 2x10%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 Laboratorios
BIOCELL e International Center for Biotechnology (CRI). As CTMs foram isoladas e
cultivadas a partir de tecido adiposo de um cdo doador saudavel, da raga shih tzu de trés anos
de idade, fémea, 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
a 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 incisdo de

aproximadamente dois centimetros na regido lombar e, aproximadamente, 20 gramas de tecido
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adiposo foram retirados da base da cauda. O tecido adiposo foi lavado em solucéo salina 0,9%
para remover residuos celulares e sanguineos, cortado em pequenos pedacos e, em seguida,
exposto a hialuronidase, para passar por uma digestdo enzimatica. Depois disso, as células
foram submetidas a um processo de filtracdo para iniciar uma selecdo 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 presenca de gas
carbonico. Apds 24 horas, 0 meio foi descartado juntamente com as celulas ndo aderentes, e
meio de cultura fresco foi adicionado as garrafas. O meio foi trocado uma vez a cada trés dias,
até as células atingirem 80% de confluéncia, quando a tripsinizagdo foi realizada para retirar as
células das garrafas promoveu-se a quantificacdo destas na camara de Neubauer.
posteriormente foram envasadas em palhetas (1 milh&o de células / palheta) para congelamento
juntamente com dimetilsulféxido (DMSO) e soro fetal bovino (SFB) em nitrogénio liquido (De
Rosa et al. 2009, Cui & Pu, 2010). Cinco palhetas (5 milhdes de células) foram descongeladas

para caracterizacdo de CTMs.

Uma parte das céelulas congeladas ficou armazenada em botijdo de nitrogénio liquido
para utilizacdo na terapia. Dois milhdes de células foram descongeladas e acondicionadas em
seringas de 1 ml, encaminhadas para a clinica Pet especialidades e aplicadas com 50 ml de

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

2.6. Caracterizagdo das CTMs

Parte das células foi encaminhada para a CRI afim de realizar a caracterizacdo molecular
através da citometria de fluxo com quantificacdo por imagem, avaliando também o grau de
pureza, funcionalidade e a viabilidade de tais células através da identificacdo de marcadores
moleculares especificos, encontradas apenas em células-tronco. Os testes de caracterizacdo
molecular das CTMs foram realizados conforme determinado pela Sociedade Internacional
para Terapia Celular (Dominici et al. 2006). Foram incubadas 1 x10° de células com anticorpos
especificos, sendo os marcadores de indiferenciacdo de superficie positivos para as CTMs
testados: CD29-RD1 de rato anti-humano, CD44-FITC de rato anti-equino, caprina anti-canina
CD90 primaria e IgM de rato conjugado anti-caprino AF594 (secundario). O marcador de
superficie negativo foi CD34-FITC anti-humano de rato. A funcdo das CTMs também foi
analisada pela presenca de dois fatores de transcricdo de pluripoténcia (marcadores

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

A capacidade das células se diferenciarem em osteoblastos, adipdcitos e condrécitos
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 reacdo em cadeia com polimerase (Veriti Thermal Cycler -
ThermoFischer Scientific). Além disso, a viabilidade das células ap6s o descongelamento foi
avaliada por citdmetro de fluxo com o kit de anexina Alexa Fluor ™ 488 ¢ iodeto de propidio

(PI) (ThermoFischer Scientific ™) no citometro de fluxo de imagem Amnis® (fig.4).

2.7.Andlise Estatistica

Os dados relativos ao CADESI-4 e grau de Prurido foram avaliados diante da frequéncia
de ocorréncia para os diferentes aspectos observados, em relacdo aos grupos. Em relacdo aos
dados do hemograma, estes foram avaliados por meio da aplicacdo de uma analise descritiva a
obtencdo da média e desvio padréo de cada um destes. A analise descritiva também foi aplicada
para obtencdo da média e desvio padrdo em relacdo as quantificacdes do TGP e creatinina, bem
como para a variacdo da temperatura corporal, quantificacdo da espessura da epiderme e do
numero de mastdcitos, obtendo-se assim, a média e desvio padrdo em relacdo a cada um dos
grupos. Estes dados foram ainda submetidos a aplicacdo do teste Kolmogorov-Smirnov,
visando avaliar a normalidade. Em seguida a TGP e a temperatura foram avaliadas a partir da
aplicacdo do teste one-way Anova, com pos teste de Tukey’s de multipla comparagéo. Ja a
creatinina foi submetida a aplicacdo do teste one-way Anova, com p0s teste de Dunn’s de
multipla comparacdo. A espessura da epiderme foi avaliada a partir da aplicacdo do teste T e 0
numero de mastdcitos foram avaliados a partir da aplicacdo do teste Mann Whitney. A anélise

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

3.1. Isolamento, Cultivo e Caracterizacédo das CTMs

As CTMs foram obtidas de tecido adiposo de animal doador, sendo devidamente
isoladas e caracterizadas previamente a utilizacdo. Apo6s 24 horas de isolamento, pequenas
colbnias de células aderentes foram espalhadas pelo fundo das garrafas. Apos 2 dias, as células
comecaram a crescer e alongar-se, tornando-se um formato de fuso semelhante aos fibroblastos.
O ndmero elevado de CTMs com alta capacidade de adesdo ao plastico foi obtido.

Quando as células atingiram 80% de confluéncia, elas possuiam caracteristicas
fenotipicas tipicas de CTMs e estavam presas ao fundo da garrafa com uma forma fusiforme.

Os resultados da imunofenotipagem, ou seja, dos marcadores moleculares especificos
de CTMs avaliados por citometria de fluxo demonstraram que as células expressaram niveis
elevados de marcadores de indiferenciacdo de superficie CD 29, CD44 e CD90 e tiveram baixa
expressao do marcador negativo, de células hematopoiéticas CD34. Ainda, apresentaram alta
expressao de fatores de transcricdo de pluripoténcia SOX2 e OCT3.4 (fig. 3). O cdo doador
deste trabalho apresentou alta expressdo dos marcadores CD29, CD44 e CD90 em torno de

90%, como tambem SOX2 e Oct 3.4 apresentaram 96% e 92% respectivamente.
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Figura 3- Representacdo 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 SOX; e (E) controle positivo OCT3.4. Citometria de fluxo com Amnis®.

A andlise de viabilidade com kit de anexina mostrou que 92% da populacéo celular
manteve-se viva, ao ser avaliada 30 minutos apds o descongelamento, foram apontadas 8% de
células em apoptose inicial e 0,06% na fase final da apoptose e inicio de necrose (fig. 4). Ainda,
os resultados expressaram que as CTMs obtidas dos doadores mostraram consisténcia em seu
isolamento, expansdo, alta taxa de proliferacdo, aderéncia ao plastico e comportamento in vitro,
exibindo sua capacidade de diferenciacdo adipogénica, condrogénica e osteogénica (fig. 5),
semelhante ao que ja foi anteriormente descrito (Marx et al. 2015). Por fim, o resultado de

analise de contaminantes foi negativo.
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Figura 4- Analise por citometria de fluxo das CTMs apds o descongelamento:
células mortas (A), necréticas (B), vivas (C) e apoptéticas (D) kit anexina. 92% de
ceélulas vivas.

Figura 5- Imagens das diferentes etapas do processo de diferenciacdo das células tronco
mesenquimais. (A) diferenciacdo em condrécitos, (B) diferenciacdo em ostedcitos e (C)
diferenciacdo em adipdcitos. Barra 10pum, aumento 400x.

3.2. Avaliagdo do CADESI-4, Grau de Prurido, Exames Hematoldgicos,

Bioquimicos e Temperatura Corporal

Neste experimento, foram selecionados cdes com DA, sem uso de medicagOes
imunossupressoras orais ha trés meses, receberam a mesma prescricdo de terapia topica com nitrato de
miconazol 2% e gluconato de clorexidina 2% - Cloresten® para evitar infecgdes secundarias
durante o estudo. Os cées foram divididos em trés grupos, leve, moderado e severo, de acordo com o
grau de severidade da doenca, baseado no CADESI-04.

O CADESI-04 de cada paciente foi estabelecido na triagem no dia zero (DO0) para a
separacdo dos grupos. No grupo leve, foi observado no dia 82, trinta dias ap6s a Ultima
aplicacdo, um predominio 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 relag¢éo ao grupo severo,
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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- Representacdo dos valores relativos (%) obtidos para CADESI-04, grupos
leve, moderado e severo. Dias avaliados DO, D10, D31, D52 e D82. Escore CADESI 4: N/AD,
sem lesBes ou remissao; Mi, leve; Mod, moderado; sev, severo

CADESI-4
Grupo leve
DO 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

DO D10 D31 D52 D82
N/ remission - - - - -
Mi - - 66,37 100 100
Mod 100 100 33,33 - -

Sev - - - - -

Grupo severo

DO 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 relagdo ao grupo leve, apontou 42% no grau moderado. Com relagcdo 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- Representacdo dos valores relativos (%) para a determinagdo da Escala visual de
prurido (VAS) referente aos dias DO, 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
DO 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
DO 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
DO 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 parametros hematologicos e as enzimas ALT (alanina
aminotransferase) e creatinina ndo apresentaram alteracdes significativas nos dias das
aplicacdes das CTMs, conforme descrito abaixo (tab. 2). Os valores de VG (volume globular)
e hemacias no grupo moderado demonstraram uma diferenca significativa entre os dias 10 e 52,
porém dentro do valor de normalidade para a espécie, como também os valores dos linfdcitos
entre os dias 10 e 21 (tab. 2).
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Tabela 2- Valores obtidos para os dados hematoldgicos e bioquimicos — ALT, creatinina. Nos
dias 10, 31 e 52. Grupos leve, moderado e severo. Abs, valor absoluto; Letras diferentes na
mesma linha indicam diferencas significativas p < 0,05

Grupo leve
Pardmetros D10 D31 D52
Volume Globular (%) 51+4,08 51,86+5,15 50,86+3,58
Hemacias (x10%/uL) 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
Leucdcitos (x10% pL) 9,31+2,31 8,7+1,88 8,6+1,55
Segmentados abs (x10°%/ pL) 270343462 501442710 5987+936,8
Linfdcitos abs (x10%/ uL) 1388+380,50 1482+424,4 1266+421,9
Mondcitos abs (x10% pL) 703,94525,0 543,2+285,8 513,1+155,7
Eosindfilos abs (x10% uL) 886,3+936,2 629,0+431,3 824,0+562,8
Segmentados % 68,86+11,22 69,86+8,00 70+5,56
Linfécitos % 15,29+4,88 16,43+5,74 14,43+3,04
Mondcitos % 7,28+4,23 6,42+3,15 6+1,52
Eosinéfilos % 8,57+7,32 7,28+3,45 9,42+5,53
Proteinas plasmaticas totais (g/dL) 6,94+0,77 740,61 6,94+0,67
Plaguetas (x10% pL) 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 0,7440,20
Grupo moderado
Pardmetros D10 D31 D52
Volume Globular (%) 51,57+1,72° 49+5,97 48,43+1,81°
Hemécias (x10%/uL) 7,3740,23* 740,69 6,90+0,16°
Hemoglobina (g/dL) 17,06+0,62 16,54+1,48 16,54+0,87
Leucocitos (x10% L) 8,64+1,96 8,42+1,96 8,94+0,96
Segmentados abs (x10%/ pL) 5889+1353 5845+991,5 6505+664,1
Linfdcitos abs (x10%/ L) 1917+924,60° 2416+1142° 1822+453,9%
Mondcitos abs (x10% pL) 483,7+375,30 135,4+15,55 473,4+301,2
Eosindfilos abs (x10% pL) 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
Linfécitos % 21,00+7,522 24,71+6,13° 20+4,12%
Mondcitos % 5,42+4,03 1,71+4,03 5,14+2,96
Eosindfilos % 5,14+5,01 440,81 2,42+0,53
Proteinas plasmaticas totais (g/dL) 7,42+0,63 7,31+0,19 7,62+0,21
Plaguetas (x10% pL) 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 0,7740,15 0,7540,17
GRUPO SEVERO
Parametros D10 D31 D52
Volume Globular (%) 44,29+3,03 43,71+4,85 44,29+4,07
Hemécias (x10%/uL) 7,46+2,78 6,33+0,62 6,67+0,66
Hemoglobina (g/dL) 15,1941,33 14,34+1,70 15,1141,21
Leucocitos (x10% L) 8,50+3,63 8,57+3,68 8,25+3,57
Segmentados abs (x10%/ pL) 2627+3954 3908+3986 3399+4173
Linfdcitos abs (x10%/ L) 1080+291,1 1306+768,6 873,6+671,3
Mondcitos abs (x10% pL) 647,4+415,7 756,0+£596,4 492,6+388,2
Eosindfilos abs (x10% L) 410,9+284,5 476,1+383,0 326+308,7
Segmentados % 76,71+3,59 71,43+6,13 76,14+8,51
Linfécitos % 10,43+3,25 14,86+3,28 9,14+3,67
Mondcitos % 8,00+4,16 8,28+3,77 743,41
Eosindfilos % 4,85+2,26 5,28+3,72 4,14+3,80
Proteinas plasmaticas totais (g/dL) 7,28+0,42 7,17+0,52 7,54+0,56
Plaquetas (x10% pL) 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 apds
e 1 hora apos a aplicacdo de CTMs, ndo houve alteracao, todos os pacientes permaneceram com

os valores dentro do padréo fisioldgico da espécie (tab.3).
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Tabela 3- Tabela descritiva da temperatura corporal (°C) avaliada entre os periodos das
aplicacdes de CTMs. Dias D10, D31, D52

Grupo leve | Grupo moderado | Grupo severo
D10 D31 D52 D10 D31 D52 D10 D31 D52
':;)rﬁg:géo 38,65+0,56 38,45+0,49 38,48+0,36 38,27+0,40 38,27+0,18 38,10+0,47 38,73t+0,23  38,48%+0,27 38,38%0,41
':;)F:iocsagéo 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
apos 380,65 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
aplicacdo

3.3. Mensuracéao da Espessura da Epiderme

Nos dias DO e D82, os pacientes foram submetidos a biopsia com punch de 6mm na
flexura direita, as espessuras das epidermes foram mensuradas. No grupo leve, mesmo com a
diminuicdo da medida e melhora clinica com rela¢do ao prurido e diminui¢do do escore do
CADESI-04 ndo houve diferenca significativa na mensuracdo da epiderme. Nos grupos
moderado e severo foi demonstrada diferenca significativa na espessura da epiderme antes e
apos o tratamento, entre 0s dias 0 (DO0) e 82 (D82) como descrito na (tab.4 e fig.6).

Tabela 4- Mensuracéo da espessura da epiderme em um nos dias DO e D82, grupos leve

moderado e severo. TTO, tratamento. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas
significativas p < 0,05

Mensuracdo da epiderme (um)

Grupo leve Grupo moderado Grupo severo

ANTES TTO APOS TTO ANTES TTO APOS TTO ANTES TTO APOS TTO

37,76+25,00 26,86+16,96 71,03+45,89° 37,33+14,57 91,52+31,10° 57,21+6,45
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Figura 6- Mensuracdo da espessura da epiderme. (A), paciente macho, Ihasa, grupo leve
antes do tratamento dia DO. (B), 0 mesmo paciente ap6s o tratamento dia D82. (C), paciente
fémea, shih tzu, grupo moderado antes do tratamento dia DO. (D), a mesma paciente dia D82
com diferenca significativa com relacdo ao dia DO. (E), paciente buldogue francés, fémea,
grupo moderado antes do tratamento DO. (F), a mesma paciente dia D82 apresentou diferenca
significativa com relagéo ao dia DO. Barra 10pum, aumento 400x.

3.4. Avaliacao Histopatoldgica

No exame histopatoldgico do grupo leve, foi constatada diminui¢do na hiperplasia com
predominéncia nos escores leve e negativo apds o tratamento, bem como também o edema
superficial e hiperqueratose. O infiltrado inflamatério indicou alteracfes do grau leve para o
negativo. No grupo moderado, foi observada uma melhora importante com relacdo ao edema
superficial, houve mudanca de escore para o grau leve em 100% dos pacientes (3/3), ndo foi
observada mudanga na hiperqueratose. No grupo severo ndo houve mudancga expressiva quanto
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a hiperqueratose, infiltrado perivascular e hiperplasia, foi indicada uma diminui¢do quanto ao
edema superficial (tab. 5).

Tabela 5- Frequéncia de ocorréncia (%) dos achados da avaliacdo histopatologica dos
diferentes grupos antes e apés a aplicacdo de CTMs, dias 0(D0) e 82(D82), parametros avaliados-
infiltrado inflamatdrio perivascular, hiperplasia da epiderme, edema superficial e hiperqueratose, grupos
leve, moderado e severo

Histopatolégico — Grupo Leve

Infiltrado perivascular Hiperplasia epiderme Edema superficial Hiperqueratose
Antes Apos Antes Apos Antes Apds Antes Apds
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 - - - - -
Histopatoldgico — Grupo moderado
Infiltrado perivascular Hiperplasia epiderme Edema superficial Hiperqueratose
Antes Ap0s Antes Apos Antes Apos Antes Ap0s
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 - - - -
Histopatoldgico — Grupo severo
Infiltrado perivascular Hiperplasia epiderme Edema superficial Hiperqueratose
Antes Apos Antes Apos Antes Apos Antes Apos
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 mastdcitos antes do tratamento e apds ndo apresentou diferenca

significativa nos trés grupos. Foram mensurados nos dias DO e D82 (tab.6).

Tabela 6- Valores absolutos da quantificacdo do nimero de mastdcitos antes do
tratamento com CTMs (D0) e ap6s (D82) para os diferentes grupos avaliados
Grupo leve Grupo moderado Grupo severo
Antes tratamento (DO) 50,00+36,51 61,43+14,64 82,86+28,12
Ap0s tratamento (82) 51,43+44,51 62,86+20,59 142,9+85,77
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DISCUSSAO

A dermatite atdpica € uma doenca crescente, pois 0s cdes estdo instalados,
predominantemente, em ambientes intradomiciliares, com maior exposi¢do aos aeroalérgenos.
Sendo assim, visando minimizar os efeitos e a ocorréncia de complicagfes decorrentes da
dermatite atopica em cées, foi avaliada a eficacia, seguranca e ainda o efeito remissivo do
emprego de CTMs alogenas aplicadas pela via endovenosa em cdes com dermatite atopica.
Tomando como base parametros relacionados com os diferentes graus de prurido, escore do
CADESI-4 e ainda altera¢des histopatologicas evidenciadas na pele decorrentes de processo

inflamatorio.

Tomando como base a importancia da via de administragdo das CTMs, em especial a
endovenosa, foi observado que ndo houve alteragdes nos parametros sanguineos. Revelando a
eficacia diante do método adotado para tratamento da dermatite atopica. A acdo esperada pelas
CTMs demonstrou uma relagdo quimiotaxica com o processo inflamatoério presente na pele dos
animais acometidos, garantindo assim o deslocamento destas células ao longo dos vasos
sanguineos responsaveis pelo aporte sanguineo da pele. Enfatizando ainda que as CTMs nao
atuaram diretamente na epiderme, mas sim, desempenham de forma direta uma acao paracrina
local, liberando citocinas regulatérias diretamente envolvidas com o mecanismo modulatério

da afeccgéo (Ferrer et al. 2015).

A acéo, positiva, do envolvimento das CTMs na terapia da atopia aplicadas por meio da
via endovenosa esteve baseada diretamente aos valores hematoldgicos e bioquimicos dos cées
avaliados. Pois estes parametros apresentaram-se dentro dos padrdes fisioldgicos determinados
para a espécie, para 0s grupos leve, moderado e severo. Bem como, 0 mencionado por Ferrer
et al. (2015), quando relataram a seguranga quanto aos valores hematol6gicos no tratamento
realizado com CTMs humanas em fistulas para-anais de pacientes caninos. Refor¢ando assim
a viabilidade da via empregada para a aplicacdo das CTMs, determinando o fato de apresentar-

se como uma terapia segura e eficaz.
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De uma maneira ndo especifica, conforme Na et al. (2014), as CTMs podem ser
efetivas no tratamento da DA em humanos. Ainda a eficacia do tratamento com celulas tronco
derivadas de corddo umbilical humano foi mencionada em camundongos com DA (Kim et al.
2015). Mais especificamente, e de forma coincidente com o mecanismo de a¢cdo que também
ocorreu nos animais avaliados, Cho et al. (2018), relataram melhora dos sintomas de DA em
camundongos com o uso sistémico de exossomos de células tronco mesenguimais humanas,
responsaveis pela regulacdo da resposta inflamatoria e da expressao das citocinas inflamatdrias.

Tomando como base os parametros sanguineos dos animais avaliados em relacdo a via
de aplicacao das CTMs e sua acdo frente a afeccdo, foi possivel 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 hepatica em Beagles, e verificaram que a taxa de

ALT diminuiu, mas ndo causou danos aos hepatocitos, garantindo melhora clinica.

Da mesma forma a creatinina permaneceu estavel e dentro dos valores fisioldgicos
durante todo o estudo. Levando a crer que as CTMs apresentaram uma agdo paracrina de
renoprotecdo, com um potencial efeito anti-inflamatdrio, que pode ser verificado em doencas
renais agudas e crénicas, quando ha diminuicdo da creatinina e da apoptose e aumento da
angiogénese renal (Roushandeh et al, 2017). Portanto, coadunando com Ferrer et al. (2015), foi
possivel estabelecer que marcadores bioquimicos, relativos as enzimas hepaticas e renais, ndo

sofreram alteragGes no tratamento a partir de CTMs.

Buscando o fortalecimento e garantia da viabilidade da via de aplicacdo e do tratamento
adotado a partir de CTMs, verificou-se que a temperatura corporal dos cées, dos diferentes
grupos avaliados ndo sofreu alteracdo apds diferentes periodos da sua aplicacdo. Sendo
determinante assim para garantir que mesmo com a acao de modulagéo tissular revelado, esta
sinalizagdo ndo foi comprometida, devido a ndo ocorréncia de oscilagdes deste parametro,

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

Visando o estabelecimento de um paralelismo, decorrente da aplicagdo e mecanismo de
acdo estabelecidos pelas CTMs no organismo dos animais deste estudo, e sua acdo frente a
dermatite atdpica, foi necessario considerar diferentes fatores. Dentre estes aqueles
relacionados com a caracterizagdo, imunofenotipagem e diferenciacdo das células tronco
utilizadas, os mecanismos adotados para a caracterizacao e enquadramento da afeccdo e ainda

suas relagdes com o processo inflamatorio decorrente da afecc¢éo.
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Neste estudo, a caracterizacdo e imunofenotipagem das CTMs foram indicadas pelos
niveis elevados de marcadores de indiferenciacdo de superficie CD29, CD44 e CD90 e a
expressao de fatores de transcricdo de pluripoténcia 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) a0 mencionarem que esta padronizacdo é fundamental para a

certificacdo do tratamento adequado com células tronco mesenquimais.

Outro fator grande de importancia frente as CTMs e sua acdo, foi aquele relacionado
com sua capacidade de diferenciacdo em outros tecidos relevantes. Dentre estes, aquele atestado
pela capacidade de diferenciagdo das CTMs em ostedcitos, condrocitos e adipdcitos 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 atopica

em caes.

Tomando como base os dados expressos da interpretacdo do CADESI-04, o qual foi
considerado parametro de grande importancia diagnostica, visto que estabeleceu os locais e a
severidade da dermatite atdpica, alta sensibilidade e especificidade para a afeccdo, bem como,
na avaliacdo da manutencdo clinica do paciente conforme proposto por Olivry et al. (2014).
Nos animais avaliados foi observada a melhora clinica e diminuicdo do escore do CADESI-04
nos trés grupos do experimento. Portanto indo de encontro com os achados de Villatoro et al.
(2018b), que verificaram uma melhora consideravel deste pardmetro em cées atopicos tratados
com CTMs al6genas, aplicados por via endovenosa na dose de 1,5x10°/kg. Sendo determinante
ressaltar que os dados diferenciais entre o trabalho mencionado estiveram presentes entre a dose

e na frequéncia de aplicacéo.

O grau de prurido apontou uma diminuicdo mais expressiva entre 0s grupos leve e
moderado, ja no severo a resposta quanto ao prurido nao foi tdo evidente. Contudo para um
paciente com dermatite atopica mesmo que em escala menor, a diminuicdo do grau de prurido
ja 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 atopica, o prurido é um fator predominante, sendo mediado pela interacao
da disfuncdo da barreira cutanea e ativadores inflamatorios (Mollanazar et al. 2016). Kim et al.
(2016) observaram melhora do grau de prurido, dos pacientes com dermatite atopica moderada

e severa, quando empregaram CTMs alogénicas derivadas de corddo umbilical, as quais
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promoveram diminuicdo do eczema, prurido e dos niveis séricos de IgE, sem ainda desencadear
efeitos adversos nos pacientes tratados. Portanto, o emprego das CTMSs, como nos animais deste

estudo, se mostrou eficaz diante da interferéncia e diminuic¢do do grau de prurido.

Alterac0es tissulares foram determinantes para caracteriza¢do da modulagéo da resposta
diante da aplicacdo das CTMS, em pacientes com dermatite atopica. Principalmente por ser
capaz de revelar, em associa¢do com o processo inflamatério verificado, modificagdes impostas
pelo tratamento. Assim, por meio da avaliagcdo de fragmentos de biopsia de pele, de animais
acometidos foi verificada diminui¢do da hiperplasia da epiderme e do edema superficial em
todos os grupos. De outra forma, mas coincidindo em parte, em camundongos com dermatite
atépica, ocorreu diminuicdo da hiperplasia da epiderme e da inflamagdo dérmica ap6s o
tratamento com CTMs (Kim et al. 2015). Portanto, deve ser ressaltado que estas alteracoes de
epiderme sdo frequentemente evidenciadas em individuos com dermatite atopica, determinadas
sim pela cronicidade do processo inflamatorio imposto localmente. Garantindo assim a
importancia da avaliacdo histoldgica da pele frente a relevancia clinica quando empregado

CTMs al6genas em pacientes atépicos.

A degranulagdo dos mastacitos e a liberagdo de mediadores inflamatorios provocam o
estimulo do prurido (Steinhoff et al. 2003, Tsujii et al. 2009), a partir de entdo 0s mastocitos
recrutam os linfocitos, eosindfilos e neutrofilos para a regido da inflamacéo (Malaviya, 2002).
A quantificacdo dos mastocitos ndo apontou diferencas significativas antes e apos as aplicacoes,
para os diferentes grupos avaliados. Sobretudo, de acordo com Shin et al. (2017), houve reducao
significativa na infiltracdo e degranulagdo dos mastdcitos pela via dependente de PGE2 (Shin
et al. 2017). De outra forma, Villatoro et al. (2018a) relataram a diminuicdo de mastdcitos e
eosinofilos nas citologias das corneas apds aplicacdo local, na mucosa conjuntiva, de CTMs em
gatos com ceratites eosinofilicas. Portanto, no presente estudo foi possivel deduzir que as CTMs
interferem na maturacdo das células dendriticas, levando assim ao desencadeamento de uma
atenuacdo da cascata inflamatdria. Sugerindo entdo que a mensuracdo da PGE2 poderia ser
empregada como um biomarcador, relacionado com a degranulacdo dos mastocitos, acrescido
da sua quantificacdo. De outra forma, outra analise que deveria ser considerada seriam 0s
pacientes atopicos ou também os “atopic-like” que nem sempre apresentam nimeros altos de
mastdcitos e ndo sdo IgE dependentes, conforme mencionados por Botoni et al. (2018).
Relacionando ao fato que os cdes do experimento apresentaram melhora no quadro clinico,
tanto quanto ao prurido, bem como, indiretamente em relacdo ao processo inflamatério

evidenciado diante da avaliacdo histopatoldgica.
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Outro fator relevante, que deve ser considerado localmente, foi o relativo a espessura da
epiderme. Visto que este parametro apresentou diferenca estatistica para os grupos moderado e
severo. Ja foi possivel observar que grupo leve mesmo apresentando melhora clinica aparente
e diminuicdo considerdvel da epiderme, ndo apresentou diferenca significativa. Foi possivel
estabelecer que pacientes com dermatite atopica apresentaram hiperplasia da epiderme, com
aumento do infiltrado perivascular e do nimero de mastdcitos, sendo ainda que em casos mais
crénicos poderiam apresentar hiperqueratose (Olivry & Hill, 2001). Sobretudo, a diminuicéo
da espessura da epiderme possivelmente esteve relacionada com a diminuicdo do padrdo
inflamatorio e da hiperplasia da epiderme, isto ainda, considerando a acdo do tratamento
imposto. Portanto, este parametro mostrou-se como sendo fundamental para avaliar a melhora
em niveis microscopicos das alteracBes provindas da dermatite atopica. Atuando ainda na
sinalizacdo da acdo paracrina promovidas pelas CTMs na resposta regulatéria diante da

inflamacao.

Ainda de relevancia, foi avaliada a ocorréncia ou ndo de efeitos adversos, ou mesmo
colaterais, nos animais submetidos ao tratamento da dermatite atopica a partir da aplicagdo de
CTMs. Os cdes que receberam o tratamento de CTMs ndo apresentaram efeitos colaterais
durante as aplicacbes e 82 dias ap6s. Coincidindo entdo com Ferrer et al. (2015), ocorreu a
melhora clinica ap6s aplicacdo de células tronco humana de origem embriogénica no tratamento
de fistulas perianal em cées. Ainda a seguranca do tratamento foi observada por Harman et al.
(2016), que indicaram a seguranca do tratamento apos 60 dias da aplicacdo de CTMs em cées
com osteoartrites quando comparado ao grupo placebo. Sobretudo para Kim et al. (2016), em
pacientes humanos, foi mencionado que o tratamento da dermatite atopica foi bem tolerado. Tal
seguranca pode ser entendida quando analisados os mecanismos envolvidos na atenuagéo da
afeccgdo, pois as CTMs atuam sim na modulacgdo de resposta celular, a partir da liberacéo de
citocinas localmente. Garantindo assim uma menor interferéncia sistémica, que poderia

desencadear respostas indesejadas no tratamento da doenca atopica.

Para Kapoor et al. (2012) e Sun et al. (2012), em tratamentos de doencas alérgicas, as
CTMs sdo responsaveis por desencadear uma certa capacidade imunomodulatéria. Pois de
acordo com Jee et al. (2013), as CTMs derivadas de tecido adiposo canino foram capazes de
interferir na producdo e liberagdo de IL10 e TGFpB1, que sdo citocinas imunorregulatorias,
capazes de melhorarem de forma efetiva a dermatite atopica em cées. Para English et al. (2008)
as CTMs poderiam agir nas células dendriticas, ndo permitindo a sua maturagdo, com isso toda

a ativacao e apresentacdo ao linfocito TCD4+ seria bloqueada e a cascata de liberacdo de
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interleucinas pro-inflamatdrias seria atenuada por este efeito imunorregulatério. Diante do
exposto, a eficacia e seguranca do tratamento imposto foi determinado pela apresentacao das
células dendriticas de agentes alergénicos ao linfocito T, estabelecendo um papel relevante na
patogenia da dermatite atdpica. Fato que garante o papel promissor da terapia com CTMs para
esta afeccao.

Como efeito positivo do tratamento a partir do emprego das CTMs em cées com
dermatite atopica, foi possivel verificar que a melhora clinica dos pacientes com relacdo ao grau
de prurido, escore do CADESI 04, alteracBes teciduais de contexto inflamatério
(histopatoldgico de pele) e diminuicdo da espessura da epiderme estiveram relacionados com a
minimizacdo do padrdo inflamatério imposto pela dermatite atopica. De outra forma, a
mensuracao das citocinas pro-inflamatorias e regulatorias bem como a avalia¢do do IgE tecidual
poderiam ser fatores complementares para reforcar a agdo paracrina imposta pelas CTMs em
cdes atopicos. Pois foi observado por Ferrer et al. (2015) a inibicdo da proliferacao de linfocitos
T, CD4+ e CD8+, em cdes com fistula anal tratados com CTMs humana. Portanto, o tratamento
sisttmico com CTMs aldgenas revelou-se como sendo uma opgdo promissora para a atenuagao
da dermatite atopica canina. Visto que, foi capaz de promover uma melhora do quadro clinico

e ainda nao desencadeou efeitos colaterais.
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