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RESUMO

Foi realizado estudo retrospectivo de 159 cdes com ceratoconjuntivite seca
(CCS) atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade de Brasilia, a fim de
estabelecer os padrbes da doenca no Distrito Federal. O estudo demonstrou
predisposicao da raca cocker spaniel (P<0,0001), sinais clinicos mais evidentes em
animais com valores do Teste da Lagrima de Schirmer realizado sem colirio
anestésico (TLS-1) < 5mm/minuto (P<0,0001) e maior incidéncia da CCS em cées
com idade superior a seis anos. Excecéo foi observada em cées da raca Yorkshire
terrier, acometidos mais precocemente. Os sinais clinicos observados com maior
frequéncia foram hiperemia conjuntival, secrecdo mucosa, neovascularizacdo e
pigmentacéo de corneanas. A ciclosporina A foi o principal medicamento prescrito. A
fim de investigar o potencial da terapia com células-tronco, foi criado um protocolo
aplicado ao tratamento da CCS, de colheita de medula 6ssea (MO), separacéo de
fracdo de células mononucleares (FCM) e administracdo autdloga por via
subconjuntival palpebral sobre a glandula da terceira palpebra de coelhos e caes.
Foram utilizados dez coelhos e 20 cées, que, apds passarem por exames clinicos e
laboratoriais e ambientacao, foram divididos em grupo controle e grupo tratado. Para
obtencdo da FCM, foi realizada colheita, centrifugacdo e isolamento da medula
O0ssea. O material, ressuspenso em solu¢do salina, foi administrado no grupo
tratado, enquanto o grupo controle recebeu apenas solucdo salina. Os animais
passaram por avaliacdes clinicas e TLS-1 até 60 dias da aplicacdo, e avaliacao
histolégica da glandula da terceira palpebra, que demonstraram ndo haver
alteracdes que contraindicassem o tratamento. Tanto a administragao de solugéo
salina quanto a de solugéo salina + FCM aumentaram significativamente os valores
do TLS, mas o aumento foi mais pronunciado nos cdes que receberam células
mononucleares. Aos 60 dias da aplicacdo da FCM, os cées tratados apresentaram

aumento de 3,4mm;min ao TLS-1.

Palavras-chave: ceratoconjuntivite seca, CCS, caes, estudo retrospectivo, células-

tronco, fracao de células mononucleares



ABSTRACT

A retrospective study of 157 dogs with keratoconjunctivitis sicca (KCS)
examined at the Veterinary Hospital at the University of Brasilia was undertaken in
order to establish the patterns of disease in Distrito Federal. The study demonstrated
predisposition of cocker spaniels (P <0.0001), more clinical signs in patients with
Schirmer Tear Test (STT) values less than 5 mm/minutes (P <0.0001) and higher
incidence of KCS on dogs over six years (except on Yorkshire terriers, which were
stricken younger). Clinical signs more frequently observed were conjunctival
hyperaemia, mucus discharge, neovascularization and pigmentation. Cyclosporin A
was the main drug prescribed, regardless of the amount of clinical signs and values
of the STT presented by each animal. In order to investigate the potential of stem cell
therapy, an experimental model of harvest of bone marrow (BM), separation of
mononuclear cell fraction (MCF) and administration by subconjunctival autologous
eyelid on the third eyelid gland in rabbits and dogs was created and applied to the
treatment of KCS. Ten rabbits and 20 dogs were were divided into control and
treated group, after undergoing clinical and laboratorial exams and quarantine. To
obtain MCF, BM was harvested, centrifuged and isolated. Treated group was
submitted to the autotransplant of MCF + saline , while the control group received
only saline. The animals underwent clinical and histological evaluation and STT,
which showed no contraindicative changes. Both the administration of saline as that
of saline + FCM significantly increased the values of the TLS, but the increase was

more pronounced in dogs that were inoculated mononuclear cells.

Keywords: keratoconjunctivitis sicca, KCS, dogs, retrospective study, stem cells,

mononuclear cells



CAPITULO |

INTRODUCAO

O filme lacrimal é um leito trilaminar cuja integridade é essencial para a
manutencao da integridade da superficie ocular. A sua fracdo intermediaria, aquosa,
€ responsavel pela protecdo e pela nutricdo corneana, e decorre da secrecdo das
glandulas lacrimal orbital e da terceira palpebra. Sua mensuracéo é realizada a partir
da fracdo quantitativa da lagrima.

Anormalidades quantitativas no filme lacrimal sdo observadas com frequéncia
em caes, sendo a ceratoconjuntivite seca (CCS) a principal delas. A doenca consiste
na deficiéncia da fracdo aquosa do filme lacrimal e tem prevaléncia entre 1 e 3,3%.
Os agentes envolvidos em sua etiologia sao diversos, mas se acredita que a doenga
imunomediada seja a causa mais frequente.

Dentre as racas mais acometidas citam-se cocker spaniel, buldogue inglés,
Ihasa apso, shih tzu, schnauzer, West Highland white terrier e Yorkshire terrier. Os
sinais clinicos mais relatados sdo secrecdo ocular seromucosa a purulenta,
blefarospasmo, fotofobia, hiperemia conjuntival, quemose, neoformacéao vascular e
pigmentacdo corneana. Ulcera corneana pode ser uma complicagcdo da doenca,
seguida de cegueira e perda do bulbo do olho.

O diagnostico € realizado mediante os sinais clinicos relacionados e
confirmado pelos valores do Teste da Lagrima de Schirmer (TLS) inferiores a
15mm/minuto. Ele consiste em mensurar a umidade ocular através de uma fita de
papel filtro inserida no saco conjuntival da palpebra inferior durante um minuto.

O controle da CCS pode ser realizado a partir de uma abordagem clinica, que
consiste na administracdo tépica de lacrimoestimulantes, antiinflamatérios,
antibiéticos, mucoliticos e lacrimomiméticos, e cirdrgica, com a transposi¢cao do
ducto parotideo. A administracdo de imunomoduladores lacrimoestimulantes é o
tratamento de eleigdo. Contudo, ainda que amenize os sinais clinicos e confira bons
resultados, o tratamento ndo € curativo e deve ser continuado por toda a vida do
animal — exigindo colaboracdo por parte do proprietario. Aléem disso, ha o entrave
financeiro, uma vez que terapias com imunomoduladores implicam despesas

mensais significativas, que podem desencorajar o tratamento, estando entre as
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maiores causas de falha do mesmo. Desta forma, estudos que avaliem alternativas
terapéuticas mais efetivas e menos dispendiosas devem ser incentivados.

Propde-se a utilizacdo de células-tronco (CT) como uma nova O0pgao
terapéutica para a CCS, intencionando-se substituir as células originais da glandula
da terceira palpebra lesionadas (tecido epitelial glandular) por células integras,
capazes de produzir a fracdo aquosa do filme lacrimal em quantidades adequadas.
O éxito na substituicdo celular implicaria melhora clinica definitiva do paciente,
dispensando a necessidade de tratamentos tOpicos a longo prazo. A Fracdo de
Células Mononucleares (FCM) é a mais indicada para transplantes autdlogos e pode
ser facilmente obtida pela colheita e centrifugacdo da medula 6ssea (MO). Hoje,
sabe-se que a colheita e o isolamento de MO geram quantidade e viabilidade
celulares adequadas, que a administracdo por via intralesional é a mais
recomendada e que a utilizacdo da FCM é eficaz, ja que a presenca das CT no local
de implante péde ser comprovada com a utilizagcdo de nanocristais (marcadores
celulares).

Estes embasamentos encorajam a proposta de utilizacdo da FCM no
tratamento de caes com deficiéncia na producao da fracdo aquosa do filme lacrimal.
Contudo, antes da sua utilizagcdo em cdes acometidos pela doenga, é importante
descartar efeitos colaterais que possam agravar o quadro clinico do paciente.

Atualmente, existe grande acervo sobre a manifestacdo da CCS em animais
domésticos, mas a maioria € proveniente da literatura estrangeira. Por isso, observa-
se a importancia de realizar um estudo retrospectivo no Distrito Federal,
especialmente se forem considerados o efeito da CCS sobre a qualidade de vida do
animal, sua prevaléncia e cronicidade, a distribuicdo geografica das racas mais
acometidas e a possibilidade de fatores ambientais influenciarem no TLS.

Intencionou-se obter dados sobre a presenca de padrées da CCS,
estabelecer os sinais clinicos e as doengas concomitantes mais frequentes, analisar
a terapéutica empregada e investigar possiveis predisposi¢des. E, em seguida, criar
um protocolo aplicado ao tratamento da CCS, de colheita de MO, separacdo e
administracdo de FCM sobre a glandula da terceira palpebra, bem como avaliar
alteracdes decorrentes do procedimento.
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REFERENCIAL TEORICO

A terceira palpebra, também conhecida como membrana nictitante, localiza-se
no canto medial do olho da maioria dos animais domésticos. E constituida por tecido
conjuntivo em suas superficies bulbar e palpebral; tecido linféide, abaixo da
superficie bulbar do tecido conjuntivo; cartilagem hialina, que d& suporte a palpebra;
glandula da terceira palpebra, que secreta parte da fracdo aquosa do filme lacrimal
através de multiplos dutos inseridos na superficie bulbar; vasculatura; e inervacdes
simpatica e parassimpatica (SLATTER, 2005; ALEXANDRE-PIRES et al., 2008).
Histologicamente, caracteriza-se por tecido conjuntivo e tecido epitelial glandular que
€ constituido de dutos e unidades secretérias tubuloacinares (CABRAL, 2005).

As funcbBes da terceira palpebra sdo produzir a fracdo aquosa do filme
lacrimal; distribui-la na superficie bulbar; e proteger a cérnea fisicamente, pela
remocao de corpos estranhos (GALERA et al., 2009); e imunologicamente, pela
liberacdo de linfocitos (SAITO et al., 2001). Nos casos em que a terceira palpebra é
acometida por afeccdes na glandula (HENDRIX, 2007; PLUMMER, et al., 2008),
neoplasias (HONG et al., 2011), traumas ou corpos estranhos, h4 comprometimento
de tais fungbes, o que pode desencadear anormalidades quantitativas e/ou
qualitativas no filme lacrimal (SLATTER, 2005).

As anormalidades quantitativas sdo observadas com frequéncia em cées e
podem alterar a dindmica da lagrima e comprometer sua funcdo (ALMEIDA et al.,
2004). A CCsS, doenca oftalmica crénica comum na espécie (BERDOULAY et al.,
2005; WESTERMEYER et a., 2009), é a principal desordem quantitativa e consiste
na deficiéncia da fracdo aquosa do filme lacrimal (MOORE, 1999; ALMEIDA et al.,
2004; RIBEIRO et al. 2008; WILLIAMS, 2008; GALERA et al., 2009). Uma outra
forma da doenca é a reducdo lacrimal decorrente da evaporacdo excessiva,
observada em cées braquicefalicos e lagoftalmos (WILLIAMS, 2008).

A fracdo aquosa € produzida pela glandula lacrimal orbital (50 — 70%) e pela
glandula da terceira palpebra (30 — 50%) (HELPER, 1996; SAITO et al., 2001). E
responsavel por remover debris, diminuir o atrito entre a cérnea e as palpebras,
manter a integridade da coérnea, umidifica-la e supri-la de oxigénio e glicose
(SANSOM et al., 1995; MOORE, 1999; WILKIE, 1993). Quando ha deficiéncia em

sua producdo, observam-se diminuicdo no volume lacrimal, aumento da
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osmolaridade, desordens no balanco das citocinas e aumento nas
metaloproteinases da matriz. Estas alteracées podem levar a inflamacéao, causando
ceratite e conjuntivite (BEGLEY et al., 2003; BARABINO et al., 2004) e, em casos
mais graves, perda da visdo (BERDOULAY et al., 2005; SANCHEZ et al., 2007).

A prevaléncia da CCS em cées tem sido relatada entre 1 e 3,3%, sendo maior
em animais idosos, e sua incidéncia pode variar dependendo da localizacao
geogréafica (KASWAN & SALISBURY, 1990; PIGATTO et al., 2007; SANCHEZ et al.,
2007). Outros autores referem uma prevaléncia tdo elevada quanto 35% dentre 460
cdes acometidos (WILLIAMS, 2008). Em relacdo a raca, ha relatos frequentes da
doenca em cocker spaniel, buldogue inglés, lhasa apso, shih tzu, schnauzer, West
Highland white terrier e Yorkshire terrier (HERRERA et al., 2007; SANCHEZ et al.,
2007; WESTERMEYER et al., 2009). Estudos mostram, também, predisposi¢cao do
sexo feminino (SANSOM & BARNETT, 1985; BARNETT, 1988; KASWAN &
SALISBURY, 1990; LIGHTOWLER et al., 1993; CABRAL et al., 2005), embora
HARTLEY et al.(2006) ndo tenham verificado diferenca entre os géneros.

O desenvolvimento da CCS pode estar relacionado a um processo pontual ou
a uma combinagcdo de fatores que afetam a glandula lacrimal (ALMEIDA et al.,
2004). Suas causas séao hipoplasia congénita da glandula (WESTERMEYER et al.,
2009); perda de sua inervacdo parassimpatica, blefaroconjuntivite crénica, uso
tépico de sulfonamidas e/ou atropina, doencas metabdlicas, cinomose (GELLAT,
1991; MOORE et al.,, 1999; BERDOULAY et al., 2005; MARTINS et al., 2009),
leishmaniose (NARANJO et al.,, 2005), trauma (SANSOM, 1985), agentes
anestésicos (MARGADANT et al., 2003), etodolac (KLAUSS et al., 2007), radiacéo
(JAMIESON et al., 1995) e diabete melito (BARRERA et al., 1992; CULLEN et al.,
2005; WILLIAMS et al.,, 2007). A doenca também pode ter causa iatrogénica,
secundéria a excisdo da glandula lacrimal da terceira palpebra protruida (SAITO et
al., 2001; BERDOULAY et al., 2005).

Na maioria das vezes, contudo, a etiologia ndo pode ser estabelecida. Nesses
casos, assume-se que a doencga seja imunomediada (BOUNOUS et al., 1996; lzci,
2002; DURSUN et al., 2002; YEH et al., 2003) baseando-se em estudos histologicos
(GILGER & ALLEN, 1998; MOORE, 2001; BERDOULAY, 2005; NELL, 2005) e na
resposta clinica observada apdés tratamento com imunomoduladores (MORGAN &
ABRAMS, 1991; OLIVERO et al., 1991; SANSOM, 1995; WILLIAMS, 1999). Quanto
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a CSS congénita, apesar de j& ter sido relatada, é rara e acomete ragas de pequeno
porte, que, em geral, ja apresentam producdo mais baixa de filme lacrimal
(BONAGURA & KIRK, 2002; HERRERA et al., 2007).

Caes com CCS podem apresentar secrecdo ocular seromucosa a purulenta,
guemose, fotofobia, neovascularizacdo e pigmentacdo corneanas, hiperemia de
conjuntiva, blefarospasmo, Ulcera corneana e fibrose (WILKIE, 1993; MOORE, 1999;
KUNERT et al., 2002). Em casos mais graves, pode haver sinais de desconforto e
dor (SANSOM et al, 1995), diminuicdo da acuidade visual, cegueira e perda do olho,
secundéarios a opacidade ou a perfuragdo de cdérnea em animais com Ulcera
(BERDOULAY et al., 2005; SANCHEZ et al., 2007).

Em cées, a CCS é diagnosticada com base nos resultados do TLS. O teste
consiste em posicionar uma fita de papel filtro milimetrada na superficie bulbar da
terceira palpebra, onde deverd permanecer por um minuto a fim de mensurar a
umidade no local em milimetros por minuto. A CCS é diagnosticada quando a
marcacdo fica abaixo de 15mm/minuto em cdes e 2mm/minuto em coelhos,
acompanhada de sinais clinicos relacionados (SANSOM & BARNETT, 1985;
KASWAN & SALISBURY, 1990; PIGATTO et al., 2007), sendo mais evidente em
cdes com sinais clinicos e TLS abaixo de 10mm/minuto (WILLIAMS, 2008). O
diagnostico diferencial € a conjuntivite bacteriana, cujos sinais clinicos sao
semelhantes aos da CCS (KASWAN et al., 1995; GIULIANO & MOORE, 2007).

O TLS é realizado sob leve contencdo fisica. Os fatores que podem
influenciar seu resultado séo posicdo da cabeca, iluminacdo, posicdo da fita de
papel e umidade e temperatura do ambiente. Recomenda-se realizar o teste com o
olho do animal fechado para diminuir a interferéncia de fatores ambientais, como
evaporacao e umidade. Contudo, ainda ndo h& estudos que comprovem essa teoria
ou mensurem o grau de interferéncia do ambiente nos resultados do TLS
(WILLIAMSON & ALISSON, 1967; SERRUYA et al., 2009).

Os objetivos do tratamento da CCS sao restabelecer a producéo lacrimal
adequada e controlar as afec¢gBes secundarias, como infecgbes e Ulceras. Os
protocolos terapéuticos mais utilizados incluem administracdo tépica de
lacrimoestimulantes, antiinflamatérios, antibioticos, mucoliticos e lacrimomiméticos
(MORGAN & ABRAMS, 1991; SEVERIN, 1996; RIBEIRO et al., 2008). Os

lacrimoestimulantes sédo 0s Unicos reconhecidos pela Food and Drug Administration
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como capazes de aumentar a producéo lacrimal (STEPHEN & PFLUGFELDER,
2004; RAO, 2010).

A ciclosporina A (CsA), lacrimoestimulante mais utilizado no tratamento da
CCS, é um polipeptideo composto por 11 aminoacidos, que pode ser isolado de
culturas fuangicas de Cylindrocarpon lucidum ou Tolypocladium inflatum. Seu
mecanismo de acdo imunossupressor consiste em se ligar a ciclofilina A, inibindo a
inducao do fator nuclear de ativacdo de linfocitos T via calcineurina, interrompendo,
assim, a transcricao da interceulina-2 (MATSUDA & KOYASU, 2000; DONNENFELD
& PFLUGFELDER, 2009). Em humanos, foi demonstrado que sua utilizagéo diminui
0 numero de linfocitos T ativados e a expressdo de marcadores inflamatérios na
conjuntiva (KUNERT et al., 2002; TURNER et al., 2000). Acredita-se que 0 namero
de linfécitos T na glandula da terceira palpebra esteja relacionado a causa da
doenca e ndo que seja uma consequéncia da mesma (WILLIAMS, 2008). Em cées,
sabe-se que a ciclosporina é o medicamento que melhor age na diminui¢do de sinais
clinicos e sobre o indice de perda de visdo (THOMAS et al.,, 2009; RAO, 2010;
SAHLI et al., 2010). Outros lacrimoestimulantes tém sido desenvolvidos, como o
tacrolimus e o pimecrolimus, atribuindo-se a eles um efeito mais potente, enquanto
alguns autores afirmam que, em casos resistentes a ciclosporina 2%, o uso do
tacrolimus néo surte efeito (WILLIAMS, 2008).

Como os lacrimoestimulantes requerem um periodo para estabelecimento da
dose e da frequéncia adequadas para cada paciente — durante o qual pode nédo
haver resposta clinica adequada -, alguns autores recomendam utilizar,
concomitantemente, um lacrimomimético (SALISBURY, 1995). Popularmente
conhecidos como “lagrima artificial”, os lacrimomiméticos simulam o filme lacrimal e
ajudam a manter a umidade da superficie ocular. Em casos menos graves, podem
ser os Unicos medicamentos prescritos, pois controlam os efeitos da doenca e tém
custo baixo, evitando que o proprietario desista de um tratamento considerado
dispendioso (BEHRENS et al., 2006).

Os antiinflamatoérios sé@o indicados para animais que apresentem sinais de
inflamacé&o, como neovascularizacdo e hiperemia conjuntival (RIBEIRO et al., 2008).
Mas, como existem fortes indicios de que a inflamacao participe da etiologia da
CCS, alguns autores recomendam o uso crénico do medicamento independente dos

sinais clinicos apresentados, com o objetivo de prevenir, desacelerar ou reverter a
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progressdo da doenca (WILSON & STULTING, 2007). Os antibi6ticos, por sua vez,
sao recomendados para pacientes com infec¢cOes oculares graves e/ou que
apresentem Ulcera de cérnea (BEHRENS et al., 2006). Outros tratamentos, como a
utilizacdo da pilocarpina e a transposicdo do ducto parotideo, podem ser
considerados em casos especificos (GELATT, 2003; COLITZ, 2008).

Contudo, ainda que a utilizacao topica da CCS seja facil, segura, amplamente
aceita e venha sendo utilizada rotineiramente, € um tratamento paliativo (CALONGE,
2001; NELL et al., 2005; PIGATTO et al., 2008; THOMAS et al., 2009) e precisa ser
realizada por toda a vida do animal, exigindo grande colabora¢do do proprietario.
Ha, ainda, o entrave financeiro, uma vez que o uso de imunomoduladores implica
despesas mensais elevadas, que podem desencorajar o tratamento. Em casos mais
graves, 0 animal pode ndo se beneficiar deste tratamento, ja que quando ndo ha
mais tecido glandular exdcrino e as alteracfes glandulares atingiram o estagio de
fibrose maximo (grau lll), nenhum lacrimoestimulante sera efetivo (KASWAN et al,
1982). Além disso, tem-se chamado a atencéo para a possibilidade de o tratamento
prolongado com CsA tépica estar relacionado ao desenvolvimento de neoplasias
malignas (DREYFUS et al., 2011).

Considerando a inexisténcia de tratamento definitivo e a presenca de casos
NAo responsivos aos tratamentos propostos, assim como a diminuicdo da qualidade
de vida dos pacientes com CCS, observa-se a necessidade de encontrar uma
alternativa terapéutica efetiva (SLATTER, 2005; MERTZANIS et al.,, 2005;
MILJANOVIC, et al., 2007; SAHLI et al., 2010). Dentre as op¢Oes disponibilizadas
por novos avangos na medicina humana, destaca-se a pesquisa com CT (NEIVA,
2005), que se baseia na substituicdo de células lesionadas por tecido saudavel
desenvolvido a partir de uma Unica célula mononuclear. Este tecido, que age como
sistema de reparo, pode melhorar significativamente progndsticos antes
considerados desfavoraveis (STRAUER & KORNOWSKI, 2003; HUANG et al., 2004;
MCCULLOCH & TILL, 2005).

As CT se distinguem de outros tipos celulares por serem células néo
especializadas que se renovam por longos periodos (DEL CARLO, 2005) e por sua
plasticidade, ou seja, capacidade de se transformar em células com funcdes
especificas sob certas condi¢des fisiolégicas ou experimentais (SOUZA & ELIAS,

2005). Tais caracteristicas possibilitam sua utilizacdo em terapias regenerativas e
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reparadoras, trazendo novas perspectivas para o tratamento de doengas com baixa
resposta aos metodos convencionais, especialmente na &rea cirirgica (TOGNOLI,
2008).

A MO é uma fonte excelente de CT, pois a técnica para obtencéo das células
é facil, o transplante pode ser autélogo e o processo ndo envolve implicagcfes éticas,
ja que é realizado em organismos adultos (KORBLING et al., 2003; HOWS 2005;
TOGNOLI, 2008; OLSSON et al., 2009). Na MO, sao produzidas cerca de seis
bilhdes de células por quilograma de peso corporal por dia, que sofrem processos
distintos de diferenciacdo (KORBLING et al., 2003), dividindo-se em mononucleares
e multinucleares (ROMANOV et al., 2003). As células de interesse para 0s
transplantes autélogos sdo as mononucleares, pois podem apresentar
multipotencialidade (células-tronco hematopoiéticas) ou pluripotencialidade (células-
tronco mesenquimais) (JIANG et al. 2002; ROMANOV et al., 2003; NAGAYA et al.,
2004).

As células-tronco hematopoiéticas (CTH) sao altamente capazes de se
autorrenovar e de proliferar, o que possibilita a diferenciacdo em células
progenitoras da linhagem sanguinea e seus derivados a partir de uma Unica célula
(CANTLEY, 2005; TOGNOLI, 2008). As ceélulas-tronco mesenquimais (CTM), por
outro lado, além de apresentarem capacidade de autorrenovacao, podem, ainda, se
diferenciar em linhagens de tecido conjuntivo (BLACK & WOODBURY, 2001;
FUKUDA, 2003), pulmonar, hepatico e nervoso (THEISE et al., 2002; ALISON et al.
2000; MEZEY et al., 2000).

Apesar de o transplante de CTH para o tratamento de doencas hematoldgicas
ser amplamente difundido, o uso de células provenientes da MO na terapia
regenerativa ainda esta em desenvolvimento. Além disso, como ndo se sabe ao
certo qual fragcdo apresenta maior plasticidade (HOWS, 2005), sugere-se utilizar
ambos os tipos celulares, a fim de garantir suporte a proliferacdo e a manutencao
das CT — ou seja, 0 uso completo da FCM tem sido mais indicado que a escolha de
um unico tipo celular (GOWDAK et al., 2004; VILAS-BOAS et al., 2004).

A MO é colhida por via intradssea, utilizando-se agulhas especificas. A partir
dela, pode-se obter FCM por meio de processos de centrifugacdo. Seguindo o
protocolo descrito por BOYUM (1968) e modificado por TOGNOLI et al. (2007), é

possivel obter entre 0,63 e 1,24.10° células e viabilidade celular acima de 90%.
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Segundo FORTIER (2005), em caes, 0,001 a 0,01% dessas células correspondem a
CTM, o que viabiliza estudos de autotransplante, uma vez que a recomendacgéo é
que sejam obtidas ao menos 2.10° células mononucleares (GENGOZIAN, 2000;
GUARITA-SOUZA et al., 2005).

No inicio dos estudos do tratamento com CT, alguns pontos ndo estavam
totalmente esclarecidos, como as técnicas de colheita e separagdo da FCM, a
melhor via para administracdo (ANDERSON et al., 2005) e a avaliacdo da eficiéncia
do transplante. Hoje, sabe-se que a colheita de MO e o protocolo de separacao da
FCM modificado por TOGNOLI et al. (2007) geram quantidade e viabilidade
celulares adequadas, que a administracdo por via intralesional é a mais
recomendada (TOMITA et al, 2004; VILAS-BOAS et al., 2004; VAQUERO et al.,
2005) e que o transplante da FCM é eficaz, ja que a presenca das CT no local de
implante pdde ser comprovada com a utilizagdo de nanocristais (marcadores
celulares) (TOGNOLI, 2008; OLSSON, 2009; TOGNOLI et al, 2009).

Na medicina veterinaria, Tl et al. (2002), NAKAMURA et al. (2005) e
TOGNOLI (2008) relataram sucesso no transplante de CT em oftalmologia, mas,
embora tenha sido observada diferenciagcdo celular, restam duavidas quanto a
funcionalidade das células transplantadas. Desta forma, a terapia com CT, embora
promissora, ainda demanda estudos sobre sua aplicabilidade em intervencbes
terapéuticas (TOGNOLI, 2008).

OBJETIVOS

Estabelecer padrées da CCS em cédes atendidos no Hospital Veterinario da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAV-UnB) quanto a raca, idade,
género, sinais clinicos, doencas concomitantes, protocolos terapéuticos e valores do
TLS, e analisar suas correlacoes.

Criar um protocolo aplicado ao tratamento da CCS, por meio de colheita de
MO, separacdo de FCM e administracdo autdloga por via subconjuntival palpebral
sobre a glandula da terceira palpebra de coelhos e de céaes.

Avaliar possiveis alteracdes na producdo da fracdo aquosa do filme lacrimal e
nas caracteristicas histopatolégicas da glandula da terceira palpebra e/ou

complicagbes oculares decorrentes da administracao de FCM.
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CAPITULO I

ESTUDO RETROSPECTIVO DE 159 CAES COM CERATOCONJUNTIVITE SECA
ATENDIDOS NO HOSPITAL VETERINARIO DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA

INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS) € uma doenca oftalmica crénica comum em
cées e consiste na deficiéncia da fragdo aquosa do filme lacrimal. Sua prevaléncia,
que varia entre 1 e 3,3%, tem sido correlacionada com a idade do animal e sua
incidéncia parece ser influenciada pela localizacdo geogréfica.

Dentre as racas mais acometidas estéo cocker spaniel, buldogue inglés, lhasa
apso, shih tzu, schnauzer, West Highland white terrier e Yorkshire terrier. Os sinais
clinicos mais frequentes sao secrecdo ocular seromucosa a purulenta, quemose,
fotofobia, neovascularizacdo e pigmentacdo corneanas, hiperemia de conjuntiva,
blefarospasmo, Ulcera corneana e fibrose. Em casos mais graves, ha relatos de
diminuicdo da acuidade visual, cegueira e perda do olho, secundéarios a opacidade
ou a perfuracao de cornea em pacientes com Ulcera.

O diagnostico da CCS é feito com base em valores do Teste da Lagrima de
Schirmer (TLS) menores que 15mm/minuto acompanhados de sinais clinicos
relacionados. O teste, que consiste em mensurar a umidade ocular através de uma
fita de papel filtro, ndo requer sedacdo ou anestesia, sendo suficiente contencéo
fisica.

Os protocolos terapéuticos mais indicados para caes com CCS incluem
administracdo topica de lacrimoestimulante, antiinflamatérios, antibioticos,
mucoliticos e lacrimomiméticos, com o objetivo de controlar afeccbes secundarias e
restabelecer a producédo lacrimal. Mas, apesar de diminuir os sinais clinicos e ser
relativamente simples, o tratamento € paliativo, ja que a cura para a doenca nao
existe, e precisa ser realizado por toda a vida do animal.

Atualmente, existe grande acervo sobre a manifestacdo da CCS em animais
domeésticos; contudo, a maioria das revisdes bibliograficas e relatos de caso vem da
literatura estrangeira. Por isso, observa-se a importancia de realizar um estudo

retrospectivo no Distrito Federal (DF), especialmente se forem considerados o efeito
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da CCS sobre a qualidade de vida do animal, sua prevaléncia e cronicidade, a
distribuicdo geogréfica das racas mais acometidas e a possibilidade de fatores
ambientais influenciarem nos resultados do TLS.

Ao obter dados sobre os padrdes da doenca quanto a raca, idade e género,
estabelecer os sinais clinicos e as doengas concomitantes mais frequentes, analisar
0s tratamentos empregados e investigar possiveis predisposi¢des, sera possivel um
diagnéstico mais preciso e, eventualmente, o estabelecimento protocolos
terapéuticos apropriados e especificos para cada paciente, bem como ter maior

acuracia quanto ao prognostico.
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MATERIAL E METODOS

Foi realizado estudo retrospectivo de cdes atendidos no Hospital Veterinario
da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da UnB (FAV-UnB) e
diagnosticados com CCS clinica e subclinica. Os dados foram obtidos dos
prontudrios de animais submetidos a consulta ou retorno entre outubro de 2004 e
janeiro de 2011.

Para a determinacéo do perfil dos animais atendidos, foram coletados dados
referentes a raca, idade, género, sinais clinicos apresentados, doencas
concomitantes, tratamentos prescritos e resultados do TLS realizado sem colirio
anestésico (TLS-1). Nas fichas de retorno, foram também obtidos dados quanto a
resposta ao tratamento realizado.

So6 foram utilizadas para andlise estatistica as racas representadas por dez
cdes ou mais — o N das demais néo foi considerado grande o suficiente para gerar
informacdes estatisticamente significativas. Para analise estatistica da idade, foram
consideradas as datas registradas na primeira consulta e os animais foram divididos
em quatro faixas etarias: até dois anos, entre dois e quatro anos, entre quatro e seis
anos e acima de seis anos. A incidéncia da ceratite ulcerativa foi calculada para
cada animal, independentemente de ser primeira consulta ou retorno.

Todos os dados coletados foram analisados com o software SAS, utilizando
procedimentos General Linear Model (GLM) e Correlacdo (CORR). A diferenca entre

eles foi calculada utilizando o teste de Duncan (p<0,05).
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RESULTADOS

1. SINAIS CLINICOS

Foram obtidas informacdes de 157 animais com CCS, que apresentaram
entre um e nove sinais clinicos, sendo que a maioria (20%) apresentou trés. No total,
foram registrados 48 sinais clinicos diferentes e os relatados com maior frequéncia
foram hiperemia conjuntival (48%), secrecdo mucosa (39%), neovascularizacéo
(36%), pigmentacdo ou melanose (27%), edema de cérnea (19%) e opacidade de
cérnea (18%). A andlise estatistica, foi observada correlacdo positiva entre a
guantidade de sinais clinicos e a presenca de neovascularizacdo (0,66), hiperemia
conjuntival (0,60), secrecdo mucosa (0,54), edema de cornea (0,42), pigmentacéo
(0,37), quemose (0,30), opacidade de cérnea (0,27), tlcera (0,21) e triquiase (0,20).

Ao correlacionar as faixas de valores do TLS-1 a quantidade de sinais, foi
observada diferenca estatistica (P<0,0001). Segundo o teste estatistico de Duncan,
animais com TLS-1 <5mm/minuto tiveram significativamente mais sinais clinicos. Em
caes com TLS-1 <5mm/minuto, foram observados, em média, 3,5 sinais clinicos; nos
com TLS-1 entre 5 e 10mm/minuto, 2,5 sinais clinicos; e nos com TLS-1 entre 11 e
15mm/minuto, 2 sinais clinicos.

Ao analisar a relacdo entre os valores do TLS-1 e os sinais clinicos
individualmente, foram observadas correlacdes negativas ou nulas. As correlacdes
mais significativas foram com hiperemia conjuntival (-0,33), neovascularizacao (-
0,32) e edema de coérnea (-0,30).

Ao comparar o dia zero (consulta nova) com os dias subsequentes (retornos),

foi observada leve correlacdo negativa com a quantidade de sinais clinicos (-0,18).

2. DOENCAS CONCOMITANTES

Aproximadamente 46% dos cdes apresentaram pelo menos uma doenca
oftalmica concomitante. No total, foram referidas sete doencas: catarata (20% dos

caes), ceratite ulcerativa (12%), protrusdo da glandula da terceira palpebra (3%),

glaucoma (2,5%), ceratite pigmentar (2%), neoplasia (1%) e olho diamante (0,5%).
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Ao correlacionar a presenca de doenga concomitante aos valores do TLS-1 e
a quantidade de sinais clinicos, ndo foram observadas diferencas significativas.
Contudo, o teste de Duncan demonstrou que cdes com mais de duas doencas
concomitantes apresentaram indice significativamente maior de sinais clinicos que

aqueles com uma ou nenhuma doenca.

3. TRATAMENTOS

Lacrimoestimulante foi prescrito para a maioria dos animais atendidos (92%),
sendo que a frequéncia de administragdo variou entre uma vez a cada dois dias
(8%), uma vez ao dia (25%), duas vezes ao dia (54%) e trés vezes ao dia (13%).
Também foram  prescritos antibidticos (22%), antiinflamatérios  (17%),
lacrimomiméticos (11%), mucoliticos (4%), inibidores da anidrase carbonica tipo 2
(2%), cicatrizantes (2%) e soro autdlogo (0,2%). Os principios ativos mais utilizados
foram CsA (92%), prednisona (12%), cloranfenicol (7%), sulfato de condroitina A
(6%), tobramicina (5%), dexametasona (5%), acetilcisteina (4%) e diclofenaco de
sédio (3%). A enucleacéo foi indicada para apenas 0,2% dos caes.

Ao comparar os tratamentos utilizados e os valores do TLS-1, foram
observadas correlacdes negativas baixas. O tratamento da ceratite ulcerativa
apresentou correlacdes mais elevadas com atropina (0,25), tobramicina (0,22) e
cloranfenicol (0,20) e o tratamento de uveite, por sua vez, apresentou correlacées
com dexametasona (0,25) e atropina (0,21).

A quantidade de sinais clinicos apresentou baixas correlagdes positivas com
os tratamentos utilizados, sendo a maior delas com a CsA (0,17). A correlacéo entre
a frequéncia de administracao de CsA e a quantidade de sinais clinicos foi de 0,27.

A andlise estatistica, ao comparar o dia zero (consulta nova) com os dias
subsequentes (retornos), observou-se leve correlagdo positiva com o aumento dos
valores do TLS-1 (0,21). Dos animais atendidos, a maioria (60%) retornou ao
Hospital Veterinario da FAV-UnB para acompanhamento e, destes, 37% nao

voltaram mais.
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4. PERFIL DOS ANIMAIS
Raca

No estudo retrospectivo, foram atendidas 26 racas diferentes (Tabela 1),
sendo as mais frequentes: cocker spaniel (36%), poodle (12%) e Yorkshire terrier
(9%) - aproximadamente 7% ndo tinha raca definida (SRD). Estas ragas,
representadas por pelo menos dez caes cada uma, foram as utilizadas na anélise

estatistica.

TABELA 1 - Distribuicdo das racas no estudo retrospectivo de 159 cdes com
ceratoconjuntivite seca atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia

entre outubro de 2004 e janeiro de 2011.

Raca N Raca N
cocker spaniel 56 shih tzu 2
poodle 19 beagle 1
Yorkshire terrier 14 bichon frisé 1
SRD 11 chow chow 1
dachshund 6 dogo argentino 1
Ihasa apso 6 terrier brasileiro 1
pug 6 labrador 1
Basset hound 5 maltés 1
bull terrier 4 mastiff 1
akita 2 pastor alemao 1
buldogue inglés 2 samoieda 1
fila brasileiro 2 schnauzer 1
pinscher 2 shar pei 1

N = quantidade de animais

Ao investigar a existéncia de predisposicdo a CCS, foi observada diferenca
altamente significativa (P<0,0001). Segundo o teste de Duncan, animais da raga
cocker spaniel foram mais acometidos que todas as outras racas. Ao correlacionar

as racas aos valores do TLS-1 e a presenca de doencas concomitantes, ndo foram
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observadas diferencas significativas. Ao correlacionar as racas a quantidade de
sinais clinicos, foi observada diferenca estatistica (P=0,0051). Segundo o teste de
Duncan, os caes da raca cocker spaniel apresentaram mais sinais clinicos que caes

de outras racas.

Idade

Os animais avaliados tinham entre dois meses e 16 anos de idade (média de
8 anos) — sendo a maioria com mais de seis anos (69%) e a minoria com menos de
dois (6%) (Figura 1). Ao comparar a idade aos valores do TLS-1, foi observada
diferenca altamente significativa (P<0,0001). Segundo o teste de Duncan, quanto
mais velho o animal, menores os valores do TLS-1. Ao correlacionar a idade a
quantidade de sinais clinicos, ndo foi observada diferenga estatistica, mas foi
observada diferenca quanto a presenca de doenca concomitante (P=0,0045): cdes
com até dois anos apresentaram mais doencas concomitantes (especialmente
ceratite ulcerativa) comparativamente a caes mais velhos. A idade dos animais ndo

apresentou correlagédo elevada com nenhum sinal clinico, variando de -0,14 a 0,09.
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FIGURA 1 — Distribuicdo da idade no estudo retrospectivo de 159 cdes com
ceratoconjuntivite seca atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia

entre outubro de 2004 e janeiro de 2011.
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Ao correlacionar idade e raca, foi observada diferenca estatistica (P=0,0166).
Segundo o teste de Duncan, cdes da raca Yorkshire terrier foram acometidos
significativamente mais cedo que as outras racas. A raca cocker foi acometida com
idade média de 9 anos (moda = 10 anos), a raca poodle com 10 anos (moda = 11
anos), a raga Yorkshire terrier com 6,5 anos (moda = 3 anos) e cdes SRD com 10
anos (moda = 10,5 anos). Aproximadamente 79% dos cées da raga cocker spaniel
atendidos no referido servico tinham idade superior a 6 anos, assim como 95% dos
poodles; 43% dos Yorkshire terriers se apresentaram entre 2 e 4 anos e 43% tinham

mais de 6 anos; e 82% dos animais SRD tinham 6 anos ou mais (Figura 2).
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FIGURA 2 — Distribuicdo da idade nas racas cocker spaniel, poodle e Yorkshire
terrier e em caes SRD no estudo retrospectivo de 159 cdes com ceratoconjuntivite
seca atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia entre outubro de
2004 e janeiro de 2011.
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Género

Dos cées atendidos, 48% eram fémeas e 52% eram machos. Ao correlacionar
0 género aos sinais clinicos, presenca de doenca concomitante, raca e idade, nao
foram observadas diferencas significativas. Ao correlaciona-lo aos valores do TLS-1,
também n&o foi observada diferenca estatistica, mas, pelo teste de Duncan,
observou-se que a média dos valores do TLS-1 das fémeas (11mm/minuto) foi mais

baixa que a dos machos (12mm/minuto).

Ceratite ulcerativa

Foram registrados 24 casos de ceratite ulcerativa, sendo que 0s maiores
indices foram observados no grupo de cdes com TLS-1 <5mm/minuto, em que 7,5%
dos animais foram acometidos. No grupo com TLS-1 entre 6 e 10mm/minuto, 4%
dos animais apresentaram Ulcera, e no grupo com TLS-1 entre 11 e 15, 6%
apresentaram o sinal clinico (Figura 3). Ao analisar a prevaléncia da ceratite
ulcerativa nas ragcas mais acometidas por CCS, ndo foi observada diferenca
estatistica entre elas. Ao correlacionar o indice de ceratite ulcerativa a idade, foi
observada diferenca altamente significativa (P<0,0001). Cdes com menos de 2 anos
apresentaram indice de Ulcera mais alto e cdes com mais de 6 anos apresentaram
indice mais baixo. Ao correlacionar o indice de Ulcera ao género, também foi
observada diferenca estatistica (P=0,0006) - machos apresentaram

significativamente mais Ulcera que fémeas.
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Correlagao entre valores do TLS, presenca de ceratite
ulcerativa e média de sinais clinicos

TLS < Smm/min TLS: 6-10mm/min TLS: 11-15mm/min
—&— ceratite ulcerativa (%) 7,5 4 6
—@— quantidade de sinais clinicos 3.5 2,5 2

FIGURA 3 — Correlacdo entre os dados obtidos quanto as faixas de valores do Teste
da Lagrima de Schirmer-1, a presenca de ceratite ulcerativa e a meédia da
guantidade de sinais clinicos de animais do estudo retrospectivo de
ceratoconjuntivite seca realizado no Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia

entre outubro de 2004 e janeiro de 2011.
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DISCUSSAO

Foram observados, em média, trés sinais clinicos em cada animal com CCS,
sendo relatados com maior frequéncia hiperemia conjuntival, secrecdo mucosa,
neovascularizacdo e pigmentacdo corneanas. Segundo SLATTER (2005), estes
sinais, a excec¢do da pigmentacdo, fazem parte dos estagios iniciais da doenca e sédo
observados na grande maioria dos cées acometidos. Hiperemia conjuntival e
secrecdo mucosa, presentes em 87% dos cées deste estudo, também foram
referidos como o0s sinais clinicos mais frequentes no estudo retrospectivo de
SANCHEZ et al. (2007), que avaliou de 229 cdes com a doenca. A pigmentacéo
corneana, por sua vez, denota a cronicidade da afeccédo (SLATTER, 2005).

A analise estatistica demonstrou correlacdo negativa entre os valores do TLS-
1 e a quantidade de sinais clinicos, que diminuiu a medida que a producao lacrimal
aumentou. Isso significa que, embora tratar afec¢des secundarias melhore o quadro
clinico do animal, tratar apenas a deficiéncia na producéo lacrimal j& contribuira para
a diminuicdo da sintomatologia. Observou-se também que, com a evolucdo dos
casos, a quantidade de sinais clinicos diminuiu levemente, sugerindo sucesso no
tratamento. A CsA foi o0 medicamento mais utilizado, sendo prescrito para 92% dos
cées. Segundo SLATTER (2005), entre 60 e 80% dos pacientes mostram aumento
na producdo lacrimal com o uso deste imunomodulador. Ao utiliza-lo, trabalhos
recentes mostraram resultados semelhantes e relataram diminuicdo da progressao
da CCS e dos sinais clinicos da doenca (WILSON & PERRY, 2006; OFRI et al.,
2009; DURAN et al., 2010; DODI et al., 2010; SAHLI et al., 2010; TESSE et al.,
2010).

No presente estudo, foi possivel observar a importancia da inflamacdo na
patogenia da CCS, explicada por STEPHEN & PFLUGFELDER (2004) ao observar
que trés sinais do processo inflamatério (edema de coOrnea, neovascularizacao
corneana e hiperemia conjuntival) apresentaram correlacdes negativas com 0s
valores do TLS-1. THOMAS et al. (2009) e RAO (2010) explicaram essa correlagéo
ao demonstrar que, com o aumento da producao lacrimal pelo uso de CsA, observa-
se diminuicdo no infiltrado de linfocitos T CD4" na glandula da terceira palpebra e

aumento na taxa de lisozimas, que atuam na imunidade da superficie ocular.
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Além do imunomodulador, também foram prescritos antibiéticos
(principalmente cloranfenicol), antiinflamatérios (principalmente prednisona) e
lacrimomiméticos. As correlacdes foram baixas entre tratamento e valores do TLS-1,
demonstrando que foi seguido um protocolo terapéutico padréo, que nédo dependeu
do nivel de producdo lacrimal de cada paciente. Segundo STEPHEN &
PFLUGFELDER (2004), como né&o existe um teste capaz de mensurar a gravidade
da inflamacéo, os antiinflamatorios devem ser prescritos quando os sinais clinicos
nao desaparecerem com 0 uso de lacrimomiméticos. Estes ultimos devem ser
utilizados apenas como adjuvantes, para lubrificacdo da superficie ocular (KOCH &
SYKES, 2002). Os antibiéticos, por sua vez, devem ser utilizados para controlar a
carga bacteriana em animais cuja limpeza ocular ndo € adequada e/ou que
apresentem Ulcera corneana (CRISPIN, 2002; GELATT, 2003).

A andlise estatistica, foi observado padrdo de prescricio de atropina
associada a antiinflamatério para cdes que apresentaram uveite e de atropina
associada a antibiético para os que apresentaram Ulcera corneana. Embora a
atropina possa ser utilizada para o tratamento isolado de uveite e Ulcera (SLATTER,
2005), ndo é recomendada para cades com CCS, pois contribui para o ressecamento
da superficie ocular, agravando o quadro clinico do animal. Contudo, em afeccdes
graves, deve-se optar por tratar a Ulcera, cuja resolucdo costuma ser rapida o
bastante para que seu tratamento nao influencie negativamente a producéo lacrimal
(BURGALASSI et al., 1999; DURSUN et al., 2002; GELATT, 2003; DARTT, 2009).

Ao correlacionar os sinais clinicos aos tratamentos, ndo foram obtidas
diferencas significativas, mas se evidenciou que, quanto mais sinais clinicos, mais
vezes por dia o animal recebeu CsA. Esse padrdo segue as recomendacfes de
DASTJERDI et al. (2009), que demonstraram a importancia de estabelecer a
frequéncia de administracdo do imunomodulador com base na gravidade da doenca
em cada paciente.

Quase metade dos animais com CCS apresentaram pelo menos uma doenca
concomitante, mas néo foi observada correlagdo importante com os valores do TLS-
1, ou seja, o surgimento da doenca provavelmente n&o foi influenciado pela
deficiéncia na producdo lacrimal. No caso da catarata, por exemplo, a idade
provavelmente influenciou seu surgimento, ja que a maioria dos cades do estudo
tinha mais de seis anos de idade (GELATT & CURTIR, 1983; KIRK et al., 2005). Ao
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correlacionar as doencas concomitantes a quantidade de sinais clinicos, foram
observados mais sinais em animais com mais de uma doencga; resultado este
esperado, ja que as doencas relatadas apresentam diferentes sintomatologias.

As racas mais acometidas foram cocker spaniel, poodle e Yorkshire terrier,
cuja predisposicdo a CCS ja foi relatada por KOCH & SYKES (2002), GELATT
(2003) e SLATTER (2005). Assim como no trabalho de OFRI et al. (2010), a raca
cocker spaniel foi significativamente mais acometida e apresentou mais sinais
clinicos que as outras. Ao correlacionar as racas aos valores do TLS-1, ndo houve
diferenca significativa, demonstrando que, ainda que exista uma predisposicao, a
doenca parece afetar as ragas de forma semelhante.

KASWAN et al. (1991) propuseram que a perda dos hormdnios sexuais pode
predispor cdes mais velhos ao desenvolvimento de CCS e, neste estudo
retrospectivo, o teste de Duncan demonstrou que, quanto mais velho o animal,
menores o0s valores do TLS-1. No estudo de SANSOM & BARNETT (1985),
utilizando 200 cées, a CCS acometeu cdes com idade entre duas semanas e 12
anos, com média de 5 anos. SANCHEZ et al. (2007) relataram média semelhante,
de 5,6 anos. No presente estudo, a idade variou entre dois meses e 16 anos, com
média de 8 anos. Diferente do relato de AGUIRRE et al. (1971), em que foi
observada distribuicdo bifasica da idade (entre 1 e 4 anos e entre 7 e 9 anos), a
maioria dos cées tinha mais de 6 anos. Ao analisar as racas individualmente, os
cées das racas cocker spaniel, poodle e SRD também ficaram na faixa acima de 6
anos. A raca cocker spaniel, que foi a mais acometida, apresentou média de idade
de 9 anos, enquanto no estudo de SANCHEZ et al. (2007) a média foi de 7 anos. A
diferenca observada pode estar relacionada a um desenvolvimento mais tardio da
doenca em cades no DF ou, mais provavelmente, a demora em diagnostica-la, ja que
poucos proprietarios levam seus cdes para avaliacdo anual.

A doenca na raga Yorkshire terrier, por sua vez, teve duas distribuicdes de
idade, entre 2 e 4 anos e acima de 6 anos. Assim como foi relatado por KOCH &
SYKES (2002) e HERRERA et al. (2007), a raca, quando comparada as demais, foi
acometida significativamente mais cedo. Este fato corrobora sua predisposicdo a
CCS congénita, descrita por AGUIRRE et al. (1971), STADES et al. (1999) e
WESTERMEYER et al. (2009). Segundo os autores, a doenga sempre deve ser

considerada em cées jovens de ragcas miniatura e toy com deficiéncia na producao
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lacrimal e sem histérico de trauma, doenga infecciosa, intoxicacdo ou cirurgia
oftalmica.

Diferente de alguns autores, que relataram predisposicao das fémeas a CCS
(SANSOM & BARNETT, 1985; BARNETT, 1988; LIGHTOWLER et al.,, 1993;
HERRERA et al., 2007), ndo foi observada diferenca entre 0os sexos, assim como
nos trabalhos de AGUIRRE et al. (1971), MARTIN & KASWAN (1985) e OFRI et al.
(2009). Contudo, ao teste de Duncan, os valores do TLS-1 das fémeas foi
significativamente menor que a dos machos, sugerindo que, no sexo feminino, a
doenca pode se apresentar de forma mais grave. Ao correlacionar o género a idade,
nao foi observada diferenca significativa, mas, ao correlacionar as ragas, observou-
se gque a maioria dos cockers spaniel era do sexo masculino, assim como no estudo
de SANCHEZ et al. (2007).

Caes com TLS-1 <5mm/minuto foram 0s que mais apresentaram ceratite
ulcerativa — segundo LAUS (1999), JONES (2001) e GALERA et al. (2009), a ulcera
corneana é frequentemente observada como afeccdo secundaria a CCS. Cées
machos e com menos de dois anos apresentaram significativamente mais Ulcera que
fémeas e cdes mais velhos, respectivamente. Embora se acredite que a doenca
tenha sido secundéria a CCS, a predisposicdo observada também pode estar
relacionada a fatores comportamentais, jA que o0s traumas estdo entre o0s principais
agentes etiologicos da Ulcera (BRANDAO et al., 2003) e ocorrem com maior
frequéncia em machos jovens, que sdo mais ativos e se envolvem mais em
brincadeiras e brigas (WRIGHT & NESSELROTE, 1987; HOROWITZ, 2009). Nao foi
observada correlacdo entre as racas e a presenca de Ulcera, diferente do trabalho
de SANCHEZ et al. (2007), que relataram predisposicao dos Cavalier King Charles
spaniels e shih tzus.

Ao avaliar o perfil dos proprietarios, observou-se que quase metade néo levou
o animal para consulta de retorno, demonstrando a importancia de explicar
detalhadamente para o proprietario, na primeira consulta, os efeitos da doenca nao
controlada sobre a qualidade de vida e acuidade visual dos cées e enfatizar a

necessidade de acompanhamento periédico.
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CONCLUSOES

As racas mais observadas foram cocker spaniel, poodle e Yorkshire terrier. A
raca cocker spaniel foi a mais acometida e a que apresentou maior nimero de sinais
clinicos.

A idade avancada manifestou-se como fator predisponente ao
desenvolvimento da doenca.

N&o houve predisposi¢cdo da CSS ao género.

Os sinais clinicos mais observados foram hiperemia conjuntival, secrecdo
mucosa, neovascularizacdo e pigmentacdo. A quantidade de sinais clinicos foi
inversamente proporcional aos valores do TLS-1.

Quase metade dos animais apresentou ao menos uma doenca concomitante,
mas nao houve correlacdo com os valores do TLS-1.

Lacrimoestimulante foi o medicamento mais utilizado. Sua frequéncia de
prescricdo apresentou correlacéo positiva com a quantidade de sinais clinicos.

A progressdo dos casos apresentou correlagdo positiva com os valores do
TLS-1.

Apenas 59% dos proprietarios realizaram acompanhamento de seus animais.

50



REFERENCIAS

AGUIRRE G.D.; RUBIN, L.D.; HARVEY, C.E. Keratoconjunctivitis sicca in dogs.
Journal of the American Veterinary Medical Association, n.148, p.1566-1579,
1971.

BARNETT, K.C. Keratoconjunctivits sicca: sex incidence. Journal of Small Animal
Practice, n.29, p.531-534, 1988.

BRANDAO, C. V. S. CREMONINI, D. N. RANZANI, J. J. T. RODRIGUES, G. N.
Avaliacdo e tratamento de Ulceras de cérnea em caes. Revista Nosso Clinico. Séo
Paulo. ano 6, n. 34, p. 24-26, 2003.

BURGALASSI S, PANICHI L, CHETONI P, SEATTONE FM, BOLDRINI E.
Development of a simple dry eye model in the albino rabbit and evaluation of some
tear substitutes. Ophthalmic Research, v.31, p.229-235, 1999.

CRISPIN, S. The lacrimal system. In: PETERSEN-JONES, S.; CRISPIN, S. (Eds.).
BSAVA Manual of Small Animal Ophthalmology. England: BSAVA, 2% edicéo,
2002. Cap. 6, 105-123p.

DARTT, D.A. Neural regulation of lacrimal gland secretory processes: relevance in
dry eye diseases. Progress in Retinal and Eye Research, v.28, p.155-177, 2009.

DASTJERDI, M.H.; HAMRAH, P.; DANA, R. High frequency topical cyclosporine
0,05% in the treatment of severe dry eye refractory to twice-daily regemen. Cornea,
v.28, n.10, p.1091-1096, 2009.

DODI, P.L.; BIANCHI,E.; QUINTAVALLA, F. Cyclosporine A topical administration in
dogs affected by immune-mediated keratoconjunctivitis  sicca. Acta
Ophthalmologica, v.88, 2010.

51



DURAN, L.B.; PALAFOX, J.M.; QUINTELA, E.V.; ALCAZAR, J.A.; ALANIZ, J.F. A
comparative clinical trial of the efficacy of two different aqueous solutions of
cyclosporine for the treatment of moderate-to-severe dry eye syndrome. British
Journal of Ophthalmology, v.94, p.1312-1315, 2010.

DURSUN, D.; WANG, M.; MONROY, D.; LI, D.Q.; LOKESHWAR, B.; STERN, M.E,;
PFLUGFELDER, C. A mouse model of keratoconjunctivitis sicca. Investigative
Ophthalmology & Visual Science, v.43, n.3, p.632-638, 2002.

GALERA, P.D.; LAUS, J.L.; ORIA, A P. Afecgdes da tunica fibrosa. In: LAUS, J.L.
Oftalmologia clinica e cirargica em pequenos animais. Sdo Paulo: Roca, 1?2 edicao.
2009, 69-96.

GELATT, K. N. Manual de Oftalmologia Veterinaria. Sdo Paulo: Manole, 3% edi¢&o,
2003. 197-211p.

GELATT, K.N.; CURTIR, R. Late-onset cataract in the Bostom Terrier. Veterinary
Record, v.183, p.99-102, 1983.

HERRERA, H.D.; WEICHSLER, N.; GOMEZ, J.R.; JALON, J.A.G. Severe, unilateral
keratoconjunctivitis sicca in 16 juvenile Yorkshire Terriers. Veterinary
Ophthalmology, v.10, p.285-288, 2007.

HOROWITZ, A. Attention in domestic dog (Canis familiaris) dyadic play. Animal
Cognition, v.12, p.107-118, 2009.

JONES, S. M. Oftalmopatias. Cap. 46. In: DUNN, J. K. Tratado de medicina de
pequenos animais. Sdo Paulo: Roca, 2001. Cap.46, 826-830p.

KASWAN, R.L.; SALISBURRY, M.A.; LOTHROP, C.D. Interaction of age and

occurrence of canine keratoconjunctivitis sicca. Progress in Veterinary and

Comparative Ophthalmology, v.1, p.93-97, 1991.

52



KIRK, N.; GELATT, K.N.; MACKAY, E.O. Prevalence of primary breed-related
cataracts in the dog in North America. Veterinary Ophthalmology, v.8, n.2, p.101-
111, 2005.

KOCH, S.A.; SYKES, J. Keratoconjunctivitis sicca. In: RIS, R.C. Small Animal
Ophthalmology Secrets. Philadelphia: Hanley & Belfus, 2002, cap.10, p.57-60.

LAUS, J. L. ORIA, A. P. Doencas corneanas em pequenos animais. Revista de
Educacgdo Continuada do CRMV-SP. Sao Paulo. v. 2, fasciculo 1. p. 26-33, 1999.

LIGHTOWLER, C.H.; HERRERA, H.D.; GOMEZ, N.V. Lacrimomimetic effect of
topical cyclosporine A in canine KCS. Brazilian Journal of Veterinary Research
and Animal Sciences, v.30, p.233-241, 1993.

MARTIN, C.H.L., KASWAN, R. Distemper associated keratoconjuntivitis sicca.
Journal of American Animal Hospital Association, v.21, n.3, p.355-359, 1985.

OFRI, R.; LAMBROU, G.N.; ALLGOEWER, I|.; GRAENITZ, U.; PENA, T.M.; SPIESS,
B.M.; LATOUR, E. Clinical evaluation of pimecrolimus eyedrops for treatment of
canine keratoconjunctivitis sicca: a comparison with cyclosporine. The Veterinary
Journal, n.179, p.70-77, 20009.

RAO, S.N. Topical Cyclosporine 0,05% for the prevention of dry eye disease

progression. Journal of Ocular Pharmacology and Therapeutics, v.26, n.2, 2010.

SAHLI, E.; HOSAL, B.M.; ZILELIOGLU, G.; GULBAHCE, R.; USTUN, H. The effect
of topical Cyclosporine A on clinical findings and cytological grade of the disease in

patients with dry eye. Cornea, v.29, n.12, 2010.
SANCHEZ, R.F.; INNOCENT, G.; MOULD, J.; BILLSON, F.M. Canine

keratoconjunctivitis sicca: disease trends in a review of 229 cases. Journal of Small
Animal Practice, v.48, p.211-217, 2007.

53



SANSOM, J.; BARNETT, K.C.. Keratoconjunctivitis sicca in the dog: a review of two
hundred cases. Journal of Small Animal Practice, v.26, p.121-131, 1985.

WESTERMEYER, H.D.; WARD, D.A.; ABRAMS, K. Breed predisposition to
congenital alacrima in dogs. Veterinary Ophthalmology, v.12, n.1, p.1-5, 2009.

SLATTER, D. Sistema lacrimal. In: . Fundamentos de Oftalmologia
Veterinaria. 3ed. S&o Paulo: Roca. 2005. Cap.10, 259-282p.

STADES, F.C. Aparelho lacrimal. In: . Fundamentos de Oftalmologia
Veterinaria. Sdo Paulo: Manole, 1999, cap.6, p.54-63.

STEPHEN, C.; PFLUGFELDER, M.D. Antiinflamatory Therapy for Dry Eye. American
Journal of Ophthalmology, v.13, p.337-342, 2004.

TESSE, R., SPADAVECCHIA, L.; FANELLI, P.; RIZZO, G.; PROCOLO, U,
BRUNETTI, M.; CARDINALI, F.; MINIELLO, V.L.; BELLIZZI, M.; ARMENIO, L.
Tretament of severe vernal keratoconjunctivitis with 1% topical cyclosporine in an
Italian cohort of 297 children. Pediatric Allergy and Immunology, v.21, p.330-335,
2010.

THOMAS, P.B.; SAMANT, D.M.; ZHU, Z.; SELVAM, S.; STEVENSON, D.; WANG,
Y.; SONG, S.W.; MIRCHEFF, AK.; SCHECHTER, J.E.; YIU, S.C.; TROUSDALE,
M.D. Long-term topical cyclosporine treatment improves tear production and reduces
keratoconjunctivitis in rabbits with induced autoimmune dacryoadenitis. Journal of

Ocular Pharmacology and Therapeutics, v.25, n.3, p.285-291, 2009.
WILSON, S.E.; PERRY, H.D. Long term resolution of chronic dry eye symptoms and

signs after topical cyclosporine treatment. Ophthalmology, v.114, n.l, p.76-79,
2006.

54



WRIGHT, J.C.; NESSELROTE, M.S. Classification of behavior problems in dogs:
distribution of age, breed, sex and reprodutive status. Applied Animal Behavior
Science, v.19, n.1-2, p.169-178, 1987.

55



CAPITULO 1l

EFEITOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS DA APLICACAO AUTOLOGA DA
FRACAO DE CELULAS MONONUCLEARES DA MEDULA OSSEA SOBRE A
GLANDULA DA TERCEIRA PALPEBRA DE COELHOS E DE CAES

INTRODUCAO

Descreve-se a ceratoconjuntivite seca (CCS) como a principal anormalidade
guantitativa no filme lacrimal de cées. A doenca consiste na deficiéncia da porcéo
aguosa da lagrima e acomete entre um e 3,3% dos cdes. Embora sua etiologia
implique diversos agentes, a causa imunomediada é a principal delas.

O controle da CCS pode ser realizado com o advento dos lacrimoestimulantes
e imunomoduladores, associados ou ndo a uma terapia de suporte. Contudo, ainda
gue amenize ou solucione os sinais clinicos, o tratamento € paliativo e, na maioria
dos casos, necessita ser continuado por toda a vida do animal — exigindo grande
colaboracgéo por parte do proprietario. Além disso, exige ndo apenas empenho na
administracdo do farmaco, mas também suporte financeiro, uma vez que terapias
com imunomoduladores geram despesas mensais significativas, que podem
desencorajar o tratamento. Ressalta-se, ainda, a existéncia de casos refratarios a
terapéutica adotada, o que reforca a necessidade de alternativas mais efetivas e
menos dispendiosas.

Dentre as opcOes disponibilizadas por novos avancos na medicina humana,
destaca-se a pesquisa com células-tronco (CT), cuja proposta no tratamento da CCS
consiste em substituir as células originais lesionadas (tecido epitelial glandular) por
células novas, capazes de produzir a fracdo aquosa do filme lacrimal em
quantidades adequadas. O éxito na substituicdo celular implicaria melhora clinica
definitiva do paciente, dispensando a necessidade de tratamentos tépicos a longo
prazo.

As células de interesse para transplantes autélogos sdo as mononucleares,
que podem apresentar multipotencialidade (células-tronco hematopoiéticas) ou

pluripotencialidade (células-tronco mesenquimais). Mas, como ainda ndo esta claro
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qual dos dois tipos apresenta maior plasticidade (potencial de diferenciagéo),
sugere-se utilizar a fragdo completa de células mononucleares (FCM).

A FCM pode ser facilmente obtida da colheita e centrifugacdo da medula
o0ssea (MO). Com o protocolo descrito por BOYUM (1968) e modificado por
TOGNOLI (2007), é possivel obter entre 0,63 e 1,24.10° células e viabilidade celular
acima de 90%. Considerando-se que 0,001 a 0,01% dessas células correspondem a
células-tronco mesenquimais (CTM), o protocolo Vviabiliza estudos de
autotransplante, j4 que a recomendacdo nesse caso é utilizar ao menos 2.10°
células.

No inicio dos estudos com CT, alguns pontos ficaram em aberto, como as
técnicas de colheita e separacdo da FCM, a melhor via para administracdo e a
avaliacdo da eficiéncia do transplante. Hoje, sabe-se que a colheita de MO e o
protocolo modificado por TOGNOLI et al. (2007) geram quantidade e viabilidade
celulares adequadas, que a administracdo por via intralesional € a mais
recomendada e que a utilizacdo da FCM é eficaz, ja que a presenca das CT no local
de implante péde ser comprovada com a utilizacdo de nanocristais (marcadores
celulares).

O presente estudo visa avaliar a utilizagdo da FCM como alternativa
terapéutica em caes com deficiéncia na producdo da fracdo aquosa do filme
lacrimal. Contudo, antes de tratar cdes acometidos, € importante criar, previamente,
um protocolo aplicado ao tratamento da CCS, de colheita de MO, separacao da FCM
e administracdo por via subconjuntival palpebral, e descartar efeitos indesejaveis
que possam agravar o quadro clinico do paciente.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado inicialmente em coelhos para, além de avaliar
alteracdes na producdao lacrimal decorrentes da administracédo da FCM, certificar que
0 procedimento ndo implicaria alteragbes que contraindicassem sua utilizacdo em
caes, como diminuicdo acentuada dos valores do Teste da Lagrima de Schirmer
(TLS) elou degeneracdo da terceira palpebra. Apdés obtencdo e analise dos

resultados dos coelhos, o experimento foi adaptado e realizado em cées.
1. ANIMAIS
Coelhos

Foram utilizados dez coelhos da raca New Zealand, machos e fémeas,
pesando aproximadamente 1kg, cedidos pelo Biotério da Universidade de Brasilia
(UnB). Os animais foram submetidos a tratamento antiparasitario com ivermectina
10mg.kg™ e alocados no alojamento da Faculdade de Medicina e Ciéncias da
Saude, onde passaram por ambientacdo e receberam agua e comida ad libitum.
Realizaram-se avaliacdes clinica e laboratorial (hemograma e perfil bioquimico) e
exame oftalmologico de rotina (avaliacdo da superficie externa do olho e anexos e
TLS-1') a fim de descartar afeccdes que pudessem contraindicar o experimento ou
interferir em seus resultados. Os coelhos foram divididos aleatoriamente em dois
grupos com cinco animais cada: R1 (animais controle) e R2 (animais tratados)
(R=rabbits).

Caes

Foram utilizados 20 cdes sem raca definida (SRD), machos e fémeas,
pesando aproximadamente 8kg, cedidos pelo Centro de Controle de Zoonoses de
Brasilia. Os cdes foram vacinados (antirrdbica e polivalente?) e submetidos a

tratamentos antielmintico® (praziquantel 5mg.kg™, pamoato de pirantel 14,4mg.kg™ e

! Schirmer Tear Test — Intervet Schering-Plough Animal Health — Cotia, SP
? Nobivac®Canine — Intervet Schering-Plough Animal Health — Cotia, SP
* Rico Composto 10kg — Ourofino Pet — Cravinhos, SP
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febantel 15mg.kg™) e ectoparasitario (fipronil tépico e deltametrina®). Todos os
animais passaram por ambientacdo de 30 dias para adaptacao as condi¢des locais.
Durante todo o experimento, permaneceram em canil isolado, recebendo racéo
comercial de mesma marca e agua potavel ad libitum. Os canis tinham 1x1m de
tamanho, com paredes de até 1m de altura, telas, portdo de 1x1m e piso com
desnivel de 5° para frente.

Assim como o0s coelhos, os cdes passaram por avaliagdes clinica e
laboratorial e exame oftalmologico de rotina e foram selecionados apenas animais
higidos. Duas semanas antes da colheita de MO, os cdes foram submetidos quatro
vezes ao TLS-1 em ambos os olhos, com intervalos de dois dias entre os testes
(dias -4, -3, -2 e -1). Em seguida, foram divididos aleatoriamente em dois grupos,

com dez animais cada: D1 (animais controle) e D2 (animais tratados) (D=dogs).

2. COLHEITA DA MEDULA OSSEA

Coelhos

Antes da colheita de MO (dia 0), os coelhos foram submetidos ao TLS-1 e
posterior tricotomia do membro pélvico. Administrou-se medicacdo pré-anestésica
(MPA) por via intramuscular, constituida de cloridrato de cetamina (30mg.kg™),
associado a diazepam (7mg.kg?) e, em seguida, procederam-se inducdo e
manutencao anestésica com halotano vaporizado em oxigénio a 100% em sistema
aberto, com auxilio de méscara. Posicionados os pacientes, realizou-se antisepsia
(protocolo iodo degermante, iodo PVPI e alcool 70%) e foram colocados panos de
campo. Para a puncao percutanea do fémur esquerdo, adotou-se como referéncia o
trocanter maior do fémur, onde foi introduzida uma agulha Steis. O material
permaneceu em uma seringa heparinizada (0,4ml de heparina sddica para cada
10ml de MO) até o momento da separacdo celular (Figura 4A). A analgesia pos-
operatdria consistiu em aplicacdes intramusculares de cetoprofeno (1mg.kg-1)
durante trés dias e sulfato de morfina (1mg.kg-1) a cada seis horas, totalizando 12

administragoes.

* Scalibor® - Intervet Schering-Plough Animal Health — Cotia, SP
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Caes

No dia da colheita de MO (dia 0), realizou-se novamente o TLS-1 e, em
seguida, os cdes foram submetidos a tricotomia da regido do esterno e a MPA,
constituida de acepromazina (0,02mg.kg™) e morfina (0,5mg.kg™). Apés preparacao
de ambiente asséptico para colheita (mesmo protocolo dos coelhos), procedeu-se
puncdo percutanea do esterno. Durante o procedimento, o animal permaneceu
sentado, em contencao fisica, e foi utilizada agulha hipodérmica 40x12mm e seringa
de 10ml heparinizada (mesmo protocolo dos coelhos) (Figura 4B). A analgesia pos-
colheita consistiu em administracdo de tepoxalina® (10mg.kg™) por via oral por dois

dias consecutivos.

FIGURA 4 - llustracdo fotografica demonstrando o procedimento de colheita de

medula éssea em coelhos a partir do trocanter maior do fémur (A) e de cées a partir
do osso esternal (B).

3. ISOLAMENTO DA FCM

A MO dos coelhos e dos cades permaneceu acondicionada na seringa até a
separacao da FCM, que foi realizada em seguida. Para isolamento da FCM, utilizou-
se a técnica de BOYUM (1968) modificada por TOGNOLI et al. (2007). No interior de
uma capela de fluxo laminar previamente desinfetada com &lcool 70% e luz

ultravioleta, a MO foi disposta em tubos Falcon de 15ml, com gradiente de

> Zubrin® — Intervet Schering-Plough Animal Health — Cotia, SP
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densidade® de 1,077g.dl™, na proporcdo 1:1 de sangue:gradiente. Os tubos foram
centrifugados a 680G por 30 minutos a temperatura ambiente. Ao final do processo,
observou-se separacéo das células mononucleares, visiveis ha forma de um halo na
suspensao (Figura 5A). O halo contendo a FCM foi aspirado com uma pipeta
automatica (Figura 5B) e submetido a trés lavagens com DMEM e soro fetal bovino e
centrifugagbes consecutivas a 680G por 10 minutos, com o objetivo de remover o
gradiente de densidade (Figura 6) — no material obtido dos cées, foram realizadas
apenas duas lavagens. Obteve-se, entdo, um pellet uniforme no fundo do tubo,
contendo a FCM da MO. O pellet foi ressuspenso em NaCl 0,9%, totalizando um
volume final de 0,5ml.

’ A

FIGURA 5 — Isolamento da fracdo de células mononucleares obtidas a partir da
medula 6ssea. A: Tubo de Falcon de 15ml apos centrifugacdo em gradiente de
densidade de 1077g.dl™, com destaque para o halo. B: Aspiracdo da FCM com
pipeta automatica.

6 Histopaque 1077® — Sigma® — S3o Paulo, SP
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FIGURA 6 — llustracao fotografica do processo de lavagem em DMEM e soro fetal

bovino do pellet obtido da fracdo de células mononucleares proveniente da medula

O6ssea colhida de coelhos e de cées.

Ao término da incubacdo, retirou-se uma aliquota de 50ul da solucédo para
quantificacdo celular e teste de viabilidade. Para tal, utilizou-se tubo individual de
hemolise, no qual 0,05ml da FCM foram homogeneizados com um volume de 0,5ml
de azul de trypan 1%. Com o auxilio da pipeta automatica, a solucéo foi transferida
para camara de Neubauer para contagem celular e avaliacdo da viabilidade (Figura
7). S6 foram aceitas quantidade maior que 2x10° células e viabilidade superior a
70%.

FIGURA 7 - Fotomicrografia em microscopio de luz da fracdo de células

mononucleares submetida ao teste de viabilidade com azul de trypan 1%. Apenas
células incolores foram consideradas viaveis. A: Aumento de 10x. B: Aumento de
40x.
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4. ADMINISTRACAO DA FCM

Coelhos

Os animais dos grupos controle (R1 e D1) foram submetidos a administracédo
de solucao salina estéril a 0,9% e os dos grupos tratados (R2 e D2), a administracéo
de solucdo contendo FCM autéloga, ambos por via subconjuntival palpebral sobre a
glandula da terceira palpebra, a partir de sua superficie bulbar. Para o procedimento,
foram utilizadas agulha 13x4,5 e seringa de 1ml. Antes da administracao, utilizou-se
colirio anestésico (cloridrato de proximetacaina 0,5%).

5. AVALIACOES CLINICA E OFTALMOLOGICA

Coelhos

Ap6s administracdo da FCM autéloga, os coelhos foram monitorados
diariamente por um mesmo avaliador por um periodo de 21 dias. A hiperemia ocular,
0 edema de cérnea e a secrecdo ocular foram classificadas atribuindo-se valores +,
++, +++ e 0 para alteracbes leves, moderadas, severas e ausentes,

respectivamente. O TLS-1 foi realizado nos dias 1, 3, 7, 14 e 21 (Figura 8).

Caes

Os cées foram monitorados diariamente por um mesmo avaliador durante as
duas primeiras semanas e, em seguida, a cada sete dias. Realizaram-se exames
clinicos e TLS-1 nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 14, 21, 30, 45 e 60 (Figura 8). Assim
como nos coelhos, a hiperemia ocular, o edema de cornea e a secrecao ocular
foram classificadas atribuindo-se valores +, ++, +++ e 0 para alteracfes leves,
moderadas, severas e ausentes, respectivamente.

Em ambas as espécies, o TLS-1 foi realizado utilizando-se apenas contencao
fisica. O teste foi feito com o olho do animal fechado, um olho de cada vez, sempre

no mesmo horaério.
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6. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA
Coelhos

Considerando dia zero o dia do transplante, no vigéssimo primeiro dia, todos
os coelhos foram eutanasiados com sobredose anestésica (tiopental sédico na dose
de 60mg.kg™ por via intravenosa) e submetidos & exérese da terceira palpebra para
avaliacao histologica (Figura 8). A terceira palpebra foi fixada em formol tamponado
a 10% por um periodo minimo de dez dias e emblocada em parafina. A seguir, foi
submetida a cortes histolégicos com microtomo, que foram dispostos sobre laminas

de microscopia e corados com hematoxilina-eosina.
Caes

Diferentemente dos coelhos, foi realizada colheita apenas de fragmento da
terceira palpebra (0,3mm de diametro), pois a retirada completa da glandula
comprometeria a producdo do filme lacrimal, diminuindo a qualidade de vida dos
animais. Para avaliacdo histologica, os cdes foram submetidos a anestesia topica e
intravenosa, com propofol (5mg.kg™). Realizou-se colheita de fragmento da glandula
da terceira palpebra de aproximadamente 2mm, com auxilio de pinca colibri e
tesoura, dos olhos direito nos dias 1, 4 e 7 apés a administracdo de FCM autdloga,
utilizando-se doze animais (seis do D1 e seis do D2) nas duas primeiras colheitas e
oito animais (quatro do D1 e quatro do D2) na ultima colheita (Figura 8). As amostras
passaram pelos mesmos procedimentos descritos para os coelhos. Apos a colheita
de fragmento, o olho direito ndo participou mais do experimento — as avaliacdes
oftdlmicas passaram a ser realizadas apenas no olho esquerdo. Ao final do
experimento, todos os cées foram doados.
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Figura 8 — Cronograma das avaliacdes clinica, oftalmoldgica e histologica dos
coelhos e dos cdes. A=ambientacdo; T=administracdo de solucao salina no R1 e no

D1 e de FCM no R2 e no D2; H=colheita de fragmento para histologia.

7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados do TLS-1 de ambos os olhos foram analisados utilizando-se
procedimentos de andlise de variancia, com medidas repetidas no tempo. Foram
avaliados em funcédo do dia, olho, tratamento e de suas interacdes, bem como da
diferenca entre a producdo média no dia 0 (zero) e nos demais dias de avaliacdo. As
andlises foram feitas com o software SAS, utilizando os procedimentos General
Linear Model (GLM) e Correlagdo (CORR). A diferengca entre os tratamentos foi

calculada utilizando o teste de Duncan (P<0,05).

8. COMITE DE ETICA

O experimento descrito foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso
Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia
(processo numero 36976/2008, do dia 01/10/2008, sob responsabilidade da
professora Paula Diniz Galera), por estar de acordo com o0s principios éticos do

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
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RESULTADOS

Coelhos

As avaliac6es clinicas realizadas ap6s a administracéo de solucéo salina (R1)
e solugdo salina + FCM autbéloga (R2), ndo foram observados sinais clinicos.
Durante todo o periodo de avaliacdo, os coelhos permaneceram higidos. Ao TLS-1,

foram obtidos os dados apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 - Resultados do Teste da Lagrima de Schirmer-1 em mm/minuto
realizado em coelhos apos administracdo de solucéo salina (R1) e de solucédo salina
+ FCM (R2).

Animal Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21
1 04 06 05 06 07 07
2 01 03 03 07 08 08
R1 3 03 09 02 03 06 06
4 03 03 04 06 06 06
5 04 10 04 08 03 03
1 04 10 02 05 08 08
2 03 03 02 05 08 08
3 04 04 04 06 07 07
R2 4 06 06 07 05 10 10
5 03 04 06 11 05 05

Ao analisar estatisticamente cada grupo, houve tendéncia a diferenca no R1
(P=0,0532) e diferenca no R2 (P=0,0423) quanto aos dias de avaliacdo. Segundo o
teste de Duncan (P<0,05), ap6s administragdo de solugdo salina no R1, foram
obtidos valores mais altos do TLS-1 em todos os dias de avaliacdo. No R2, apos
administracdo de solucdo salina + FCM autbloga, também houve aumento nos

valores do TLS-1, que foram significativamente maiores nos dias 14 e 21 (Tabela 3).
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TABELA 3: Teste de Duncan aplicado as médias do Teste da Lagrima de Schirmer-
1 realizado nos coelhos apds administracdo de solugdo salina (R1) e de solucéo
salina + FCM (R2) (P<0,05).

Dia Médias R1 Médias R2

0 3,0b 4,0b
1 6,2a 5,4ab
3 3,6ab 4,2b
7 6,0a 6,4ab
14 6,0a 7,6a
21 6,0a 7,6a

A avaliacdo histopatolégica da glandula da terceira palpebra, foram
observados congestdo e edema em todas as amostras, infiltrado linfoplasmocitico
discreto focal em quatro dos coelhos do R2 (80%), infiltrado polimorfonuclear
discreto focal em um coelho do R1 (20%) e presenca de fibroblastos em quatro
coelhos do R2 (80%) (Tabela 3).

Caes

A contagem celular da FCM, foram observados valores entre 1,59.107 e
8,48.10" células (média de 3,59.107) e viabilidade celular entre 95,65 e 99,37%
(média de 98,13%).

As avaliagBes clinicas realizadas ap6s administracdo de solugéo salina (D1) e
solucéo salina + FCM autéloga (D2), ndo foram observados edema de cornea ou
secrecdo ocular. Contudo, observou-se hiperemia conjuntival em pelo menos um dia
de avaliagdo em 60% dos cées do D1 e em 70% dos caes do D2. Ao comparar D1 e
D2 quanto a presencga de hiperemia, ndo foi observada diferencga significativa. Mas,
ao analisar as médias dentro dos grupos, foi encontrada diferenca significativa entre
os dias de avaliagdo no D1 (P=0,0009) e no D2 (P=0,0161). Ao aplicar o teste de
Duncan (P<0,05), detectou-se diferenca apenas no D1, em que o indice de
hiperemia nos dias 1 e 2 foi significativamente maior que em todo o resto da

avaliacao (Tabela 4).
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TABELA 4 — Teste de Duncan aplicado as médias de hiperemia dos cdaes

observadas apds administracdo de solugdo salina (D1) e de solucdo salina + FCM
(D2) (P<0,05).

Ao TLS-1, foram obtidos os dados apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Dia D1 D2
1 0,55a 0,21a
2 0,53a 0,29a
3 0,35abc 0,53a
4 0,47ab 0,47a
7 0,50ab 0,57a

10 0,20abc 0,40a

14 0,20abc 0,40a

21 0,10bc 0,20a

30 Oc 0,10a

45 Oc Oa

60 Oc Oa

TABELA 5 - Resultados do Teste da Lagrima de Schirmer-1 em mm/minuto em caes

do D1 realizado apés administracéo de solucao salina. O primeiro valor representa o

olho direito e o segundo, o olho esquerdo. H=fragmento colhido para histologia.

Animal Dia-4 Dia-3 Dia-2 Dia-1 Dia0O Dial Dia2 Dia3
1 31-26 30-28 30-24 30-28 30-29 19-19 29-31 26-28
2 23-25 26-25 22-26 25-28 24-24 21-19 24-26 24-27
3 27-26  26-28 28-24 26-28 26-21 20-26 28-28 24-23
4 22-23 24-27 22-21 25-22 23-24 20-16 26-28 22-23
5 27-25 21-24 24-27 26-24 25-24 17-18 28-24 23-25
6 22-20 20-24 22-20 22-24 22-24 21-15 H-26 H-25
7 21-25 25-23 24-24 26-24 24-24 17-21 H-21 H-21
8 26-24 28-24 28-19 31-28 28-25 20-25 H-24 H-22
9 31-32 30-27 30-28 30-27 30-27 19-17 29-29 26-31
10 23-23  26-21 22-25 25-24 24-23 21-15 24-23 24-24
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Animal Dia4 Dia7 Dial0 Dial4 Dia21 Dia30 Dia45 Dia60
1 30-26 27-26 H-25 H-23 H-25 H-27 H-27 H-25
2 28-28 H-25 H-23 H-21 H-28 H-28 H-25 H-21
3 30-26 H-19 H-24 H-26 H-25 H-30 H-24 H-24
4 22-27 21-24  H-25 H-21 H-21 H-23 H-22 H-23
5 24-29 32-24 H-25 H-25 H-24 H-26 H-24 H-26
6 H-22 H-22 H-22 H-20 H-25 H-23 H-24 H-23
7 H-22 H-16 H-24 H-27 H-24 H-23 H-24 H-23
8 H-27 H-24 H-25 H-25 H-25 H-25 H-24 H-25
9 30-30 27-24 H-28 H-28 H-28 H-28 H-28 H-29
10 28-24 H-24 H-24 H-24 H-24 H-25 H-24 H-26

TABELA 6 - Resultados do Teste da Lagrima de Schirmer-1 em mm/minuto em caes

do D2 realizado apés administracao de solucao salina. O primeiro valor representa o

olho direito e o segundo, o olho esquerdo. H=fragmento colhido para histologia.

Animal Dia-4 Dia-3 Dia-2 Dia-1 Dia0O Dial Dia2 Dia3
1 23-20 24-23 21-19 25-23 25-23 23-23 22-23 27-26
2 20-17 23-21 22-18 21-19 25-23 20-20 24-27 23-20
3 24-19 25-17 25-21 25-24 22-20 24-26 25-25 22-27
4 26-22 22-25 20-20 24-21 20-19 26-26 24-25 30-28
5 24-24  27-27 23-23 18-19 23-23 24-24 28-25 29-24
6 24-21 23-24 24-18 23-22 26-28 24-22 19-26 23-23
7 26-29 30-28 21-15 25-20 30-15 26-19 20-20 20-18
8 19-22 23-21 17-17 19-22 22-20 19-20 H-22 H-23
9 17-14 19-19 20-18 18-17 17-14 17-18 H-18 H-20

10 20-20 25-24 20-24 26-23 23-22 20-23 H-25 H-23
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Animal Dia4 Dia7 Dial0 Dial4 Dia2l1 Dia30 Dia45 Dia60
1 23-23 25-24 H-29 H-29 H-29 H-29 H-31 H-31
2 21-23 31-26 H-20 H-21 H-25 H-21 H-30 H-29
3 22-24  22-20 H-27 H-26 H-26 H-21 H-25 H-23
4 24-28 25-25 H-26 H-26 H-28 H-25 H-21 H-27
5 27-24  H-25 H-25 H-26 H-28 H-21 H-24 H-25
6
7
8
9

26-24  H-19 H-28 H-28 H-29 H-24 H-22 H-25
21-16  H-18 H-22 H-17 H-18 H-17 H-24 H-21
H-21 H-21 H-21 H-24 H-18 H-20 H-25 H-20
H-18 H-18 H-18 H-20 H-21 H-20 H-22 H-22
10 H-18 H-18 H-25 H-24 H-24 H-23 H-28 H-30

Ao analisar as médias do TLS-1, observou-se diferenca estatisticamente
significativa entre os dias de avaliacdo no D1 (P<0,0001) e no D2 (P=0,0063). Ao
aplicar o teste de Duncan (P<0,05) no D1, detectou-se diminuicao significativa dos
valores do TLS-1 no dia seguinte ao tratamento e aumento significativo nos dias 2 e
4, sendo que, a partir do dia 10, as médias foram consideradas estatisticamente
semelhantes as obtidas antes do tratamento. No D2, foi demonstrado aumento
significativo na producéo lacrimal no dia 60 quando comparado ao dia O e, diferente
do D1, ndo houve diminuicdo dos valores de TLS-1 durante a avaliacéo (Tabela 7).

De acordo com as correlacdes de Pearson, no D1, o indice de hiperemia
apresentou correlagdo negativa moderada com os dias de avaliagéo (-0,45) e leve
com os valores de TLS-1 (-0,11). Os valores de TLS-1, por sua vez, nao
apresentaram correlacdo relevante com a evolucdo do caso. No D2, o indice de
hiperemia apresentou correlacdes negativas moderadas com a evolucdo do caso (-
0,34) e com os valores de TLS-1 (-0,21). E os valores de TLS-1 apresentaram
correlagdo positiva moderada com os dias de avaliagdo (0,23).

A avaliac&o histopatoldgica, ndo houve presenca da glandula nas amostras 3,
16 e 18, o0 que as tornou impréprias para conclusdo diagndstica. Nas amostras
viaveis, foram observados congestado em seis cédes do D1 (60%) e seis do D2 (60%),
hemorragia em quatro cdes do D1 (40%) e seis do D2 (60%), infiltrado
linfoplasmocitico em um cdo do D1 (10%) e cinco do D2 (50%) e infiltrado

neutrofilico em dois cdes do D2 (20%) (Figura 9).
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TABELA 7 — Teste de Duncan aplicado as médias do Teste da L&grima de

Schirmer-1 realizado nos cades apds administragdo de solucdo salina (D1) e de

solucéo salina + FCM (D2) (P<0,05).

Dia D1 D2
0 25,06ab 21,81c
1 19,05c 22,60abc
2 26,29a 23,41abc
3 24,53ab 23,88abc
4 26,12a 22,53abc
7 23,43b 22,64abc
10 24,50ab 24,10abc
14 24,00ab 24,10abc
21 24,90ab 24,60abc
30 25,80ab 22,10bc
45 24,60ab 25,20ab
60 24,50ab 25,30a
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FIGURA 9 — Laminas de histologia do fragmento da terceira pélpebra de cdes em

microscépio de luz colhido apés administracdo de solucdo salina (D1) e solugéo
salina + FCM (D2) (P<0,05). A: Nada digno de nota (aumento 10x). B: Infiltrado
inflamatorio linfoplasmocitico difuso (aumento 4x). C: inflamatério linfoplasmocitico

difuso (aumento 10x). D: Infiltrado inflamatério neutrofilico (aumento 40x).
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DISCUSSAO

O sucesso na obtencdo de CT, segundo RASKIN (1998) esta diretamente
relacionado a quantidade do material colhido, determinada pelo tipo de agulha
utilizada e do local escolhido para puncdo. Sabendo disso e almejando um
procedimento seguro, foi utilizada agulha Steis nos coelhos, para colheita a partir do
trocanter maior do fémur. Optou-se pela Steis porque, ainda que as agulhas de
Jamshidi e de mielograma sejam as de elei¢éo para infusdes 6sseas (JUNIOR et al.,
2008), em casos de transplante de FCM, em que geralmente é necessario um
volume maior de material, sugere-se utilizar agulhas mais calibrosas, que otimizam e
agilizam a colheita (OLIVEIRA, 2008; TOGNOLI et al., 2009; MULLER et al., 2009;
OLSSON, 2009) — a importancia de diminuir o tempo cirargico ficou nitida no
trabalho de ECA et al. (2009), uma vez que foram a 6bito todos os animais cujo
procedimento durou mais que uma hora e sobreviveram aqueles em que a duragao
foi de até 30 minutos.

O trocanter maior do fémur foi o sitio escolhido para colheita em coelhos por
ser de facil localizacdo e permitir obtencdo de grande volume de células
mononucleares (KADIYALA et al, 1997; ECA et al, 2009). Outros sitios
frequentemente utilizados s&o crista iliaca, area transiliaca e regido epifisaria
proximal do umero (RASKIN, 1998), sendo que, desses, 0 primeiro é 0 mais
recomendado. Contudo, apesar de a crista iliaca também ser de facil localizacéao,
ECA et al. (2009) e MULLER et al. (2009) demonstraram que ela ndo permite uma
colheita segura e eficaz em animais de pequeno porte e, por isso, néo foi utilizada
no experimento.

Embora o resultado da colheita nos coelhos tenha sido satisfatorio, ja que a
agulha Steis permitiu um procedimento rapido e bem sucedido, ela ndo se mostrou
estritamente necessaria para o protocolo aplicado ao tratamento da CCS, pois, para
a administracdo da FCM por via subconjuntival palpebral, é possivel conseguir
guantidades celulares adequadas com volumes pequenos de MO. Por isso, optou-se
por utilizar, nos caes, agulha hipodérmica 40x12mm, recomendada por CASTANIA
(2007). Segundo o autor, além de ter custo mais baixo e ser mais facilmente

encontrada — o que torna o tratamento mais acessivel —, a agulha hipodérmica
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causa menor prejuizo vascular a cortical éssea, contribuindo, assim, para um pos-
operatorio menos doloroso.

Nos cées, o local escolhido para puncéo foi o osso esterno, local também
utilizado por MASSUMOTO et al. (1997) em humanos, cujo trabalho relata auséncia
de complicacbes. Por dispensar anestesia geral, a colheita a partir do esterno péde
ser realizada no ambulatério anestésico, tornando o procedimento mais seguro e
viavel para a rotina da clinica veterinaria.

No Hospital Veterinario da FAV-UnB, puncdes esternais sdo realizadas com
frequéncia, sem sedacdo, e servem para fins diagnésticos. Com o procedimento,
obtém-se entre 0,5 e 1,5ml de MO por animal, sendo que, ao tentar puncionar
volumes maiores, 0s cdes mostram-se inquietos, indicando desconforto e dor. Para
viabilizar o experimento, em que eram necessarios no minimo 4ml de MO,
administrou-se  MPA aproximadamente 30 minutos antes da colheita, o que
tranquilizou os animais e permitiu a obtengdo de volumes até dez vezes maiores que
os da rotina.

Apos a colheita de MO, todos os animais de ambas as espécies
apresentaram-se higidos durante todos os dias de avaliacdo. Diferente do
experimento de ECA et al. (2009), ndo ocorreram 6bitos durante o transoperatorio,
provavelmente porque a colheita nos coelhos foi rapida (os animais ficaram pouco
tempo sob anestesia geral) e porque nos caes foi realizada apenas MPA.

Ao submeter a MO dos cées ao protocolo de separacao sugerido por BOYUM
(1967) e modificado por TOGNOLI et al. (2007), obteve-se média de 3,59.10 células
mononucleares — quantidade considerada adequada para transplantes
(GENGOZIAN, 2000; GUARITA-SOUZA, 2005). Ao analisar outros trabalhos,
observa-se que a quantidade celular é diretamente influenciada pelo volume de MO,
pelo volume final da suspenséo e pelo local de colheita. TREICHEL (2010) colheu
5ml.kg? de MO do fémur e obteve 2,49.10" células, TOGNOLI (2008) e OLSSON
(2009) colheram entre 10 e 15ml.kg™” do fémur e obtiveram 5,6.10" e 4,22.108,
COLOME (2007) colheu aproximadamente 1,5ml do tubérculo maior do Gmero e
obteve 1.10° enquanto BARROS et al. (2001), SAMOTO (2006) e VAZ (2006)
colheram aproximadamente 50ml da crista iliaca e obtiveram quantidades celulares

menores que 2.10°.
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A viabilidade celular foi de 98%, sendo superior as médias de TOGNOLI
(2008), ALVES et al. (2009), OLSSON (2009), SALBEGO (2010) e TREICHEL
(2010), que obtiveram, respectivamente, 95, 87, 90, 95 e 91%. O aumento na
viabilidade celular observado neste experimento pode estar relacionado a realizacéo
de apenas duas lavagens do pellet com FCM, que diminuiu o tempo do
procedimento e, consequentemente, o indice de morte celular.

Apés administracdo de solucdo salina e solucdo salina+FCM autdloga, a
Gnica alteracao clinica observada foi hiperemia conjuntival, que acometeu cées do
D1 e do D2. A hiperemia surgiu no dia seguinte a inoculagdo, com diminuicdo
gradativa, desaparecendo completamente entre os dias 30 e 45. Ao comparar 0s
grupos, nao houve diferenca significativa quanto aos sinais clinicos, demonstrando
gue a hiperemia conjuntival decorreu do processo de inoculacdo, cuja perfuracéo
gerou inflamacao local (YANOFF & SASSANTU, 2009), e ndo pela presenca de
células mononucleares. No D2, grupo que recebeu a FCM autdloga, ndo foi
observada diferenca significativa no indice de hiperemia ao comparar os dias de
avaliacdo, ou seja, ndo houve pico inflamatério. Estes dados viabilizam o modelo
experimental de administracdo de FCM por via subconjuntival palpebral em caes,
pois demonstram auséncia de rejeicdo as células transplantadas e de complicacfes
oculares que contraindiquem o procedimento.

ApoOs a inoculagdo, os resultados do TLS-1 nédo ficaram abaixo dos valores
considerados normais por ABRAMS et al. (1990) e SLATTER (2005) em nenhum dia
de avaliacdo, ou seja, o procedimento ndo prejudicou a producéo lacrimal dos
animais. Pelo contrario, observou-se aumento nas médias dos grupos controle e
tratado, indicando que o estimulo da administracao por via subconjuntival aumentou
os valores do TLS-1 independente da presenca de células mononucleares na
solucdo. Contudo, foi observado estimulo maior nos grupos tratados, pois, nos
coelhos, o aumento dos valores do TLS-1 sé foi significativo no grupo R2 e, nos
cées, s6 durou por mais que duas semanas no D2. Enquanto no D1 as médias do
dia dez ao dia 60 poés-inoculagdo foram estatisticamente semelhantes as obtidas
antes do tratamento, no D2 houve aumento durante todos os dias de avaliacéo e, ao
comparar as medias do dia zero e do dia 60 apos administracdo de células
mononucleares, houve aumento de 3,5mm na producgéo lacrimal. Ou seja, mesmo

num grupo com animais saudaveis, que produzem filme lacrimal em quantidades
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consideradas normais, o tratamento aumentou significativamente os valores do TLS-
1 (P=0,0063).

Recentemente, alguns autores testaram a FCM autdloga no tratamento de
doencas Osseas, cutaneas e oftalmicas, mas os resultados ndo foram tdo positivos
quanto os relatados acima. Nos experimentos de COLOME (2007), GOMES (2008) e
TREICHEL (2010), em regeneracéo do nervo tibial e cicatrizacdo cutanea de feridas
experimentais e do autoenxerto em defeitos mandibulares, todos realizados em
coelhos, a FCM pareceu influenciar positivamente o reparo dos tecidos. Mas, em
nenhum dos casos, houve efeito estatisticamente significativo. Nos experimentos de
TOGNOLI (2008), OLSSON (2009) e SALBEGO (2010), em cicatrizagdo corneana
de Ulceras experimentais, regeneracdo do tecido tendineo e correcdo de defeito
0sseo segmentar femoral, todos realizados em caes, ndo houve qualquer beneficio
com a administracdo da FCM autdloga. Nos trabalhos citados, a auséncia de uma
resposta favoravel a administracdo das células mononucleares pode ter ocorrido
devido ao curto periodo de avaliacdo, ja que a maioria acompanhou os animais por,
no maximo, um més e as alteraces mais significativas observadas no presente
estudo ocorreram 60 dias apés o tratamento. No estudo de HANS et al. (2005), por
exemplo, foi observada melhora do quadro de cardiopatia isquémica grave em
humanos apo6s administracdo de FCM por via transendocardica, sendo que o0s
efeitos do tratamento foram avaliados durante um periodo de seis meses.

Ao exame histologico, foram observados congestdo, hemorragia e infiltrado
linfoplasmocitico leve a moderado, que, por estarem presentes no D1 e no D2,
provavelmente ndo decorreram da presenca de células mononucleares. Estes
achados, que foram classificados de leve a moderado, provavelmente surgiram do
processo de inoculagdo, em que houve perfuracdo da terceira palpebra e distenséo
do tecido pela injecdo de solucdo salina e FCM autéloga, desencadeando um
processo inflamatério. A presenca de leucécitos em duas amostras do D2, contudo,
€ importante, pois sugere que houve contaminacdo da agulha ou da FCM durante
seu processamento. Apesar de os achados histologicos serem moderados e nao
terem gerado alteragdes clinicas, fica evidenciada a importancia de isolar a FCM em
camara de fluxo laminar e administra-la em ambiente asséptico, a fim de evitar

contaminagoes.
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CONCLUSOES

A colheita a partir do esterno, utilizando agulha hipodérmica 40x12mm, em
cdes submetidos a MPA, é féacil, segura, eficaz e viavel para o transplante
subconjuntival palpebral na clinica veterinaria.

O volume de MO obtido gerou quantidade e viabilidade celulares adequadas.

A administracdo de FCM autéloga na glandula da terceira palpebra de
coelhos e de cdes mostrou-se viavel, segura e sem efeitos deletérios.

As administracdes subconjuntivais de solucdo salina e de solucdo salina +
FCM autdloga aumentaram significativamente os valores do TLS-1. Os valores do
TLS-1 no grupo de céaes tratados foi 3,5mm maior apos 60 dias do tratamento.

A aplicacdo da FCM autdloga na terceira palpebra € um tratamento promissor

para a CCS em cées.
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CAPITULO IV

CONSIDERACOES FINAIS

No experimento, demonstrou-se nao haver contraindicacdes para a
administracdo subconjuntival palpebral sobre a glandula da terceira péalpebra da
fracdo autdloga de células mononucleares obtida da medula 6ssea. Tendo sido
comprovada a viabilidade e a seguranca do procedimento e sabendo-se que a
inoculacao tem efeito positivo na producado lacrimal, o préximo passo € avaliar a
influéncia das células mononucleares na fisiologia da glandula da terceira palpebra
de cdes com ceratoconjuntivite seca. Além disto, verificar se, mesmo mediante
eventual regeneracdo da glandula da terceira palpebra, o carater munomediado da

CCS afetara esta estrutura novamente.
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