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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE 

Essa tese visa auxiliar em pesquisas futuras sobre a ceratite pigmentar e sua 

patogênese, uma vez que a afecção é causa de frustração no quesito tratamento no 

âmbito veterinário e, consequentemente, na vida do tutor de cada animal portador da 

doença devido à ausência de cura conhecida até o momento. O objetivo dessa foi buscar 

um possível tratamento de sucesso e factível na rotina do Médico Veterinário, a fim de 

diminuir o impacto no número crescente de pacientes com perda da capacidade visual 

ocasionada pela pigmentação total corneana promovida pela enfermidade. 

EXPECTED IMPACT ON SOCIETY

This thesis aims to assist in future research on pigmentary keratitis and its 
pathogenesis, since the condition is a cause of frustration in terms of treatment in the 
veterinary field and, consequently, in the life of the owner of each animal with the 
disease due to the absence of a known cure. until now. The objective of this was to 
seek a possible successful and feasible treatment in the Veterinarian's routine, in order 
to reduce the impact on the growing number of patients with loss of visual capacity 
caused by the total corneal pigmentation promoted by the disease.
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TRANSPLANTE LIMBAL COMO TRATAMENTO DA CERATITE PIGMENTAR 

EM CÃES 

 

RESUMO – A ceratite pigmentar em cães é uma afecção que tem se tornado 
importante causa de déficit visual e seu tratamento ainda se apresenta insuficiente visto que, 
todos os possíveis tratamentos estudados cursam com repigmentação da córnea. Objetivou-
se avaliar a eficiência do transplante limbal como tratamento da ceratite pigmentar em 
cães. Por meio da avaliação citológica, investigou-se também a possibilidade de relação 
entre a patogenia da deficiência de células epiteliais limbais na patogenia da afecção. 
Seis unidades oculares com ceratite pigmentar de cães foram estudadas, das raças Shih 
Tzu e Pug. Dividiram-se em 2 grupos, transplante (GT) e controle (GC). Previamente ao 
transplante, amostras citológicas de impressão da superfície corneana foram coletadas 
em busca de células caliciformes. Realizou-se ceratectomia lamelar para remoção da 
camada corneal pigmentada, e as amostras foram enviadas para avaliação 
histopatológica. No GT foi aplicada técnica de transplante epitelial limbal simples (SLET) 
alógena enquanto GC apenas ceratectomia lamelar. As avaliações de melanose, edema 
corneano, blefarospasmo, secreção ocular, tecido de granulação, hiperemia conjuntival e 
transparência corneana foram qualiquantificados nos dias 0, 14, 28 e 70 pós transplante. 
Realizou-se análise estatística exploratória multivariada pela análise paralela de Horn e 
inferencial por modelos lineares generalizados multinível. Comparação múltipla entre os 
grupos foi realizada no posthoc test com o procedimento de Bonferroni. Em ambos os 
grupos, os maiores valores de melanose foram identificados no período pré-operatório, 
com queda em 14 dias pós-cirúrgico e subindo para valor intermediário com 70 dias pós. 
Embora a ausência de diferença estatística entre os grupos quanto a melanose, os olhos 
do GT apresentaram tendência ao aumento do pigmento mais tardiamente em relação 
ao GC pós cirúrgico. O GC apresentou aumento de edema corneano com 28 dias de pós 
em relação ao período pré-operatório. O GT obteve menor escore de blefarospasmo com 
28 dias pós, enquanto o GC com 70 dias. Presença de célula caliciforme foi identificada 
na citologia de impressão. Na avaliação histológica, descreveu-se a presença de 
melanócitos pigmentados no estroma superficial, bem como infiltrado inflamatório 
neutrofílico. A evidência de célula caliciforme fortifica a possível associação da deficiência de 
células epiteliais limbais na patogenia da ceratite pigmentar. O transplante limbal alógeno pela 
técnica de SLET não atingiu o objetivo de solucionar a recorrência da ceratite pigmentar nos 
cães acometidos.  

 
 
Palavras-chave: braquicefálicos, células tronco, melanose corneana, SLET alógena, 
superfície ocular  
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LIMBAL TRANSPLANTATION AS A TREATMENT FOR PIGMENTARY KERATITIS 

IN DOGS 

ABSTRACT – Pigmentary keratitis in dogs is a condition that has become an important 
cause of visual impairment and its treatment is still insufficient, since all possible 
treatments studied result in corneal repigmentation. The objective was to evaluate the 
efficiency of limbal transplantation as a treatment for pigmentary keratitis in dogs. 
Through cytological evaluation, the possibility of a relationship between the pathogenesis 
of limbal epithelial cell deficiency and the pathogenesis of the condition was also 
investigated. Six ocular units with pigmentary keratitis from Shih Tzu and Pug dogs were 
studied. They were divided into 2 groups, transplant (TG) and control (GC). Prior to 
transplantation, cytological impression samples from the corneal surface were collected 
in search of goblet cells. Lamellar keratectomy was performed to remove the pigmented 
corneal layer, and the samples were sent for histopathological evaluation. In the TG, the 
allogeneic simple limbal epithelial transplant (SLET) technique was applied, while the CG 
only lamellar keratectomy. Evaluations of melanosis, corneal edema, blepharospasm, 
ocular discharge, granulation tissue, conjunctival hyperemia and corneal transparency 
were qualified on days 0, 14, 28 and 70 post-transplantation. Multivariate exploratory 
statistical analysis was performed using Horn's parallel analysis and inferential analysis 
using multilevel generalized linear models. Multiple comparison between groups was 
performed in the posthoc test with the Bonferroni procedure. In both groups, the highest 
melanosis values were identified in the preoperative period, with a decrease at 14 days 
after surgery and rising to an intermediate value at 70 days after surgery. Despite the lack 
of statistical difference between the groups regarding melanosis, the eyes of the TG 
showed a tendency to increase in pigment later than the post-surgical CG. The CG 
showed an increase in corneal edema 28 days after the operation compared to the 
preoperative period. The TG obtained a lower blepharospasm score at 28 days post, 
while the GC at 70 days. Presence of goblet cells was identified on impression cytology. 
In the histological evaluation, the presence of pigmented melanocytes in the superficial 
stroma was described, as well as a neutrophilic inflammatory infiltrate. Evidence of goblet 
cells strengthens the possible association of limbal epithelial cell deficiency in the 
pathogenesis of pigmentary keratitis. Allogeneic limbal transplantation using the SLET 
technique did not achieve the objective of solving the recurrence of pigmentary keratitis 
in affected dogs. 

  

Keywords: brachycephalic, corneal melanosis, ocular surface, SLET allogeneic, stem 
cell. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A transparência corneana é essencial para a manutenção da visão. Dentre fatores 

importantes para sua manutenção constam a ausência de vasos sanguíneos, o relativo 

estado de desidratação e o arranjo regular de suas fibras colágenas (Ledbetter e Gilger, 

2013). Alterações como neovascularização, fibrose tecidual, infiltrado inflamatório e 

pigmentação são achados comuns tanto na ceratite pigmentar (PK) quanto na deficiência 

de células corneanas epiteliais limbais (LSCD), causando dificuldade visual devido a 

opacidade. A PK é uma ceratite não ulcerativa que se desenvolve rapidamente e de 

maneira facilitada em algumas raças braquicefálicas. É resultante da migração de 

melanócitos perilimbais para a córnea clara, os quais depositam grânulos de melanina 

juntamente às células epiteliais (Ledbetter e Gilger, 2013).  

Os fatores que são referidos como causa ou contribuidores para o aparecimento 

da PK nos Pugs abrangem irritações crônicas por distiquíase, triquíase de prega nasal, 

entrópio de canto medial e macrobléfaro (Ledbetter e Gilger, 2013). Todavia, evidências 

de que essas alterações influenciam no aparecimento da enfermidade são vagas 

(Labelle, 2013). Contudo, outras possíveis origens foram sugeridas como fator primário 

no desenvolvimento da ceratite pigmentar nos Pugs, incluindo a deficiência de células 

troncos limbais ou fatores genéticos (Labelle, 2013; Sanchez e Daniels, 2015). 

Considerando algumas raças braquicefálicas, é descrita prevalência de 40% da ceratite 

pigmentar. Observa-se que a idade média de manifestação da oftalmopatia é de 7,8 anos 

nesses animais (Vallone et al., 2016). 

A reposição do contingente celular corneano ocorre a partir da multiplicação de 

células progenitoras, localizadas no epitélio basal do limbo, região de transição entre a 

córnea e a esclera. Estas células dão origem às células amplificadoras, localizadas na 

camada basal da córnea, as quais ao se multiplicarem geram as células basais do epitélio 

corneano, que se dividem e diferenciam, migrando para a superfície até ocorrer a 

descamação como é explicado pela teoria XYZ, utilizada com frequência em estudos 

humanos (Sanchez e Daniels, 2015). O microambiente do limbo é uma composição 

delicada de arranjos estruturais, fatores de crescimento, terminações nervosas, 

pigmentação, entre outros, inclusive não totalmente elucidados. Toda e qualquer sutil 
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alteração neste meticuloso microambiente pode ocasionar a extinção deste limitado 

contingente celular, tal destruição causa a LSCD (Puangsricharern e Tseng, 1995), 

afecção conhecida e estudada em Medicina, porém que carece de estudos na 

Veterinária. 

Tanto a PK como a LSCD apresentam, também em comum, a principal de suas 

causas, as irritações. No caso da PK, causada por inflamações crônicas (Ledbetter e 

Gilger, 2013). Já na LSCD, as causas são divididas em abrupta, como no caso de 

acidentes com álcalis ou ácidos, ou gradual, como nas irritações crônicas que levam a 

modificações no microambiente do limbo (Puangsricharern e Tseng, 1995). Todas as 

causas citadas para PK poderia tratar-se de fatores que, em longo prazo, ensejariam 

alterações no microambiente das células tronco.  

Alguns autores hipotetizam que a PK pode se tratar de um tipo de LSCD na 

Veterinária, uma vez que o limbo perde sua capacidade de barreira, permitindo a invasão 

corneal por melanócitos e células inflamatórias (Sanchez e Daniels, 2015). Vallone et al. 

(2016) não encontraram evidência de LSCD via microscopia confocal, em estudo em 

braquicefálicos com ceratite pigmentar, porém, referem que a manifestação da LSCD em 

Pugs pode ocorrer de maneira diferenciada, necessitando-se assim de estudos em torno 

do assunto. 

Em estudo preliminar utilizando o transplante de células epiteliais limbais, para 

tratamento da opacidade corneana das ceratites pigmentar e lipídica, apresentaram-se 

resultados interessantes onde houve melhora discreta na transparência corneana, 

embora com um tamanho amostral de apenas três pacientes. (Montilha et al., 2016). 

Visando a possibilidade de prolongar a visão de cães acometidos pela PK, promover 

conforto e uma superfície corneana mais hígida, o objetivo foi avaliar, de maneira inédita, a 

eficiência do transplante limbal como tratamento de eleição para a ceratite pigmentar em cães. 

Além disso, investigar se há associação da deficiência de células epiteliais limbais na 

patogenia da ceratite pigmentar por meio das avaliações citológica, em busca de células 

califormes, e histopatológica dessas células. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Anatomia do limbo e fisiologia das células-tronco limbais 

 

Da junção entre os epitélios da córnea e da conjuntiva se forma o limbo (Buskirk, 1989; 

Davanger e Evenson, 1971). Ou seja, trata-se de uma área de transição entre a córnea 

transparente e a esclera (Buskirk, 1989). As células-tronco limbais (CTLs) são células adultas 

que possuem diferenciação ainda maior no epitélio da córnea (Le et al., 2018). A 

funcionalidade dessas células-tronco é essencial para manutenção da integridade da 

superfície cornena e da sua transparência. Desse modo, o limbo e as CTLs saudáveis atuam 

como barreira contra a invasão de células epiteliais conjuntivais na córnea (Le et al., 2018; 

Ramos et al, 2015; Joe e Yeung, 2014).  

Encontram-se as CTLs na camada basal do epitélio dentro da região limbal (Le et al., 

2018; Yeung e Joe, 2014; Ordonez e Di Girolamo, 2012; Pellegrini et al., 1999; Ebato et al., 

1988). A estrutura limbal denominada paliçadas de Vogt é responsável por abrigar uma alta 

densidade dessas células, além de propiciar um microambiente ideal para a sobrevivência, 

funcionalidade das CTLs e manutenção estrutural das células (Le et al., 2018; Yeung e Joe, 

2014; Ordonez e Di Girolamo, 2012). Em humanos, encontram-se as células-tronco também 

nas criptas epiteliais limbais e fossas epiteliais limbais (Di Girolamo, 2015). 

Nos cães, o epitélio límbico é composto por três camadas: células escamosas 

estratificadas não queratinizadas superficiais, células alares intermediárias paralelas à 

camada superficial e células basais perpendiculares à camada superficial. Seu epitélio límbico 

é organizado em 5 a 8 fileiras de células. A camada basal é composta por células 

arredondadas, também chamadas de isoprismáticas, que não formam uma camada colunar 

típica em outras espécies. Ao invés de criptas, conforme Figura 1, o cão apresenta uma 

invaginação do epitélio, mas não criptas reais (Patruno et al., 2017). 
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Figura 1. Epitélio limbal e estroma conectivo de cão apresentando invaginação do epitélio, 
criptas não reais (Patruno et al., 2017). 
 

2.2. Cães braquicefálicos e particularidades 

 

A conformação craniana leva à síndrome ocular braquicefálica. Essa última 

consiste na combinação de qualquer das seguintes alterações como o entrópio de canto 

medial, exoftalmia por órbita rasa, macrobléfaro, lagoftalmia, triquíase de carúncula, 

intertrigo facial, ceratite pigmentar, epífora e cromodacriorreia (Maggs, 2008). 

A prevalência de enfermidades oftálmicas foi investigada em sete diferentes raças 

braquicefálicas. Observou-se diferença estatística em relação a proporção das 

populações estudadas, em que 34,3% (333/970) eram Shih Tzus, seguidos de 20,8% 

(202/970) Pugs. Além disso, o Shih Tzu também foi a raça mais prevalente em afecções 

oftálmicas como as ceratites ulcerativas, ceratite pigmentar e ceratoconjuntivite seca 

(Palmer et al., 2021). 

 

2.3. Deficiência limbal em cães 

 

Em humanos, a deficiência de células limbais pode ser desencadeada por infecção 

microbiana, isso inclui a ceratite herpética (Hatch e Dana, 2009). Do mesmo modo, Ledbetter 

et al. (2012), observaram deficiência de células epiteliais corneais limbais em cão após 

resolução de ceratite herpética, confirmada pela detecção de células caliciformes na superfície 

corneana. Além disso, simultaneamente, desenvolveu-se ceratite neurotrófica por 

consequência da ceratite herpética, a qual a depleção sensorial da córnea pode contribuir 



11 
 

 

diretamente para a deficiência de CTLs, visto que induz ambiente estromal inadequado para 

a funcionalidade, proliferação e sobrevivência das células-tronco (Cavanagh e Colley, 1989; 

Puangsricharern e Tseng, 1995, Ledbetter et al., 2012). Nesse caso, foram observadas 

alterações em regiões do epitélio corneano, onde o tecido foi substituído por um epitélio 

desorganizado incluindo células caliciformes e células pigmentadas, um padrão típico do 

epitélio conjuntival (Ledbetter et al., 2012). Dentre os sinais clínicos apresentados por esse 

animal constavam opacificação superficial da córnea com aparência acinzentada, 

pigmentação multifocal com migração centrípeta e vascularização subepitelial que se 

estendeu até 50% de toda extensão corneana (Ledbetter et al., 2012). Além do herpes vírus 

canino tipo 1, acredita-se que nos cães, irritações crônicas e/ou condições imunomediadas 

como a ceratoconjuntivite seca, ceratite superficial crônica e a ceratite pigmentar possam se 

desenvolver ou serem originadas em partes pela LSCD (Sanchez e Daniels, 2015). Brunelli 

et al. (2006) induziram a deficiência limbal em cães experimentalmente e constataram o 

aparecimento de pigmentação corneana 30 dias após, sendo 61,1% dos animais de maneira 

leve e 11,1% dos cães na forma moderada. Os achados feitos por Brunelli et al. (2006) em 

seu estudo, reforçam a possibilidade de associação entre a pigmentação corneana e LSCD. 

Sabe-se que cães e gatos braquicefálicos possuem quantidade inferior de troncos 

nervosos na córnea o que resulta em sensibilidade corneana diminuída (Blocker e Van Der 

Woerdt, 2001). Notam-se proliferações espontâneas, medianas a graves, de pigmentos 

corneais na ceratite pigmentar em Pugs, que normalmente é acompanhada de entrópio de 

canto medial acentuado e pode ser agravado por sensibilidade corneana reduzida e/ou pelo 

efeito produzido pelo diminuído número de troncos nervosos na córnea que alteram a saúde 

do microambiente para as células-tronco epiteliais corneanas (Sanchez e Daniels, 2015). Em 

humanos, o fator de crescimento nervoso foi descrito como essencial para a renovação das 

células-tronco e provavelmente um fator de crescimento com importantes funções regulatórias 

no nicho de células-tronco epiteliais limbais do limbo humano (Qi et al., 2008). 

Especificamente na raça Pug, dois estudos nos Estados Unidos da América e um 

na Áustria, a raça apresentou taxas de prevalência de pigmentação corneana de 82,4, 

71,8 e 70%, respectivamente (Labelle et al., 2013; Krecny et al., 2014, Vallone et al., 2016). 

Labelle e colaboradores (2013) descreveram que a PK em Pugs não está associada às 

doenças de deficiência lacrimal ou anormalidades de anexos oculares, diferentemente do que 
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é observado em outras raças. No entanto, a presença de comorbidades, como afecções 

palpebrais e baixa produção lacrimal, podem intensificar a gravidade da ceratite pigmentar 

nos Pugs que manifestam tais alterações (Labelle et al., 2013). Todavia, Maini et al. (2019) 

encontraram uma associação significativa da PK com a presença de entrópio de canto medial 

inferior e sua gravidade. A idade em que a raça manifesta pigmentos corneanos é 

significativamente menor em relação às outras raças, além de apresentarem um escore de 

severidade maior (Vallone et al., 2016). Foi observada alta prevalência da condição em Pugs 

de diferentes canis, com diferentes linhagens, o que sugere que possa existir uma base 

genética para o aparecimento da afecção na raça (Labelle et al., 2013). Além disso, Labelle 

et al. (2013) incluíram no estudo, a avaliação dos proprietários quanto a presença de visão ou 

não do animal, considerando que a PK progride podendo acometer toda a extensão corneana 

e, assim, resultando em dificuldade visual, o que afeta diretamente a qualidade de vida do 

indivíduo. 

Os estudos envolvendo a PK em Pugs revelam também que existe relação a 

outros fatores, como o mencionado por Labelle et al. (2013), sugerindo que a presença de 

melanina na ceratite pigmentar dos Pugs pode ser por anormalidade funcional ou reduzido 

número de células-tronco ou melanócitos limbais. Além disso, como mencionado acima, Maini 

et al. (2019) afirmaram que o entrópio de canto medial inferior grave se associa com o agravo 

da ceratite pigmentar nesses cães, por esta razão a correção da patologia palpebral pode 

resultar em um efeito positivo na saúde da córnea desses cães.  

 

2.4  Deficiência de células epiteliais corneais limbais 

 

Para ocorrência da LSCD, considera-se a hipótese XYZ, onde X corresponde à 

proliferação de células basais aliada à Y, proliferação e migração centrípeta de células limbais, 

que resultam em Z, perda de células epiteliais da superfície (Daniels et al., 2001; Dua et al., 

2005). Descreve-se em humanos que quando a área do limbo é danificada pode ocorrer 

migração de células caliciformes da conjuntiva para o estroma corneano, acarretando em 

conjuntivalização. Além disso, outros sinais podem ser manifestados, como a 

neovascularização corneana, ceratite crônica, presença de defeitos epiteliais persistentes, 
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blefarospasmo, edema corneank, secreção ocular e perda da transparência da córnea 

(Puangsricharern e Tseng, 1995; Daniels et al., 2001). 

Em humanos, as LSCDs podem ser classificadas conforme o agente causal (categoria 

I), que engloba a perda de células-tronco (CTs) epiteliais por destruição abrupta, ou por 

exaustão funcional de CTs (categoria II). Nota-se na categoria I, casos onde há evidência 

clínica de destruição limbal, observados em queimaduras químicas e ceratites infecciosas 

graves. Já na categoria II, são descritas ceratites interligadas às deficiências endócrinas e em 

irritações crônicas (Puangsricharern e Tseng, 1995). 

 

2.5 Condutas para o tratamento LSCD 

 

As condutas descritas na Veterinária incluem desbridamento com transplantação de 

enxerto conjuntival limbal, transplante de membrana amniótica de cães e crioterapia (Azoulay, 

2013, Attallah et al., 2016), porém ainda de maneira vaga, visto que, os estudos na Veterinária 

são limitados e ainda faltam diretrizes. Na Medicina humana, utiliza-se também de transplante 

limbal autógeno e alógeno, transplante de membrana amniótica, uso de terapia celular e 

expansão “ex-vivo” de células epiteliais limbais (Attallah et al., 2016).  

 

2.6 Transplante de células limbais 

 

Considerando-se que a LSCD pode ser parcial ou total, unilateral ou bilateral, ao se 

deparar com casos unilaterais, é importante avaliação adequada do olho adelfo, visto que uma 

lesão bilateral pode passar despercebida, fato que culmina em implicações consideráveis no 

uso do olho “saudável” como leito doador de transplante autolimbal (Dua et al., 2010). 

Dentre as vantagens de se utilizar transplante autolimbal e de doador vivo, é que 

ambos oferecem tecido fresco e, considerando novas diretrizes de coleta, o risco de 

complicações em longo prazo no local doador é baixo (Ivekovic et al., 2005; Dua et al., 2010).  

Na seleção do paciente receptor do transplante, deve ser realizada inspeção com 

exame completo dos olhos. Quanto às pálpebras, posição, movimento ao piscar, anatomia da 

margem, presença de triquíase e lagoftalmia. Quanto ao sistema lacrimal, teste lacrimal de 

Schirmer (TLS), tempo de ruptura do filme lacrimal (TRL), presença de opacidade ou 
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desvitalização corneana que evidenciem olho seco. No caso de pacientes com olho seco, o 

transplante é contraindicado em humanos nos casos graves, visto que o tecido vivo não 

sobrevive nesse tipo de ambiente. Considerar a espessura do tecido fibrovascular na córnea, 

principalmente no estroma corneano. A avaliação da pressão intraocular (PIO) pode ser 

dificultosa pela desorganização da superfície ocular acometida. Por fim, uma análise completa 

do paciente, considerando a possível imunossupressão necessária no pós-operatório (Dua et 

al., 2010). 

O sucesso do transplante se relaciona com a transparência da superfície ocular e com 

o alívio dos sinais clínicos do paciente, incluindo vermelhidão, desconforto, cegueira, secreção 

(Dua et al., 2010). Brunelli et al. (2007) descreveram sucesso no transplante limbal autógeno 

em cães na restauração da transparência corneana, sem complicações em cães com 

destruição limbal induzida. 

Lesões induzidas por álcali em humanos e animais originam deficiência de células-

tronco limbal de origem secundária (Ozgencil et al., 2014). Brito et al. (2010), utilizaram o 

transplante limbal autógeno para tratamento de uma úlcera induzida por álcali em um cão e 

obtiveram bons resultados na estabilidade da superfície ocular, não apresentando ulcerações 

e sem conjuntivalização corneana. 

Na Medicina, são descritas diferentes abordagens nas técnicas de transplante limbal 

para o tratamento de deficiência de células limbais. Dentre as opções de transplante autólogo 

estão o transplante epitelial limbal simples (SLET), o autoenxerto limbal conjuntival (CLAU) e 

o transplante epitelial limbal cultivado (CLET) (Kenyon and Tseng, 1989; Pellegrine et al. 

1997). Já os transplantes alógenos incluem o SLET alógeno, LR-CLAL (Living-Related 

Conjunctival Limbal Allograft) e o aloenxerto ceratolímbico (KLAL) (Moshirfar et al., 2022). 

Dentre as técnicas abordadas acima, a SLET possui resultados satisfatórios (Moshirfar 

et al., 2022). No entanto, alguns fatores de risco são descritos para corroborar com sua falha, 

como queimaduras químicas, simbléfaro antes e simultâneo ao procedimento e a 

ceratoplastia penetrante. Descreve-se uma maior ocorrência de falha nos primeiros seis 

meses pós-cirúrgico (Moshifar et al., 2022). Quanto às complicações, a mais frequente seria 

a recorrência dos sinais e, consequentemente, da LSCD no olho tratado. Constatou-se 

também hemorragia sob a membrana amniótica, ceratite infecciosa, conjuntivalização 

progressiva, simbléfaro e perda do tecido doador (Yin, 2018; Moshifar et al., 2022). 
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Quando se refere aos transplantes alogênicos em humanos, são descritas terapias 

imunossupressoras associadas ao tratamento cirúrgico, via oral ou intravenosa, incluindo o 

uso de corticosteroides e imunomoduladores como a ciclosporina (Serna-Ojeda et al., 2020). 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

  

3.1. Considerações quanto à ética 

 

As exigências quanto à Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade 

de Ciências Agrárias e Veterinárias – UNESP – Câmpus de Jaboticabal (protocolo número: 

4330/20) foram atendidas e sob a concessão dos proprietários dos pacientes admitidos na 

pesquisa. Outrossim, sob as normas internacionais da “Association for Research in Vision and 

Ophthalmology” – ARVO (Naticional Institutes of Health Publication No 85-23: Revised 1985), 

conforme o código de NÜREMBERG (Goldin, 1995). 

Foram utilizadas 6 unidades oculares de cães (Canis familiares – Linnaeus, 1758), 

sendo destes 3 machos, 2 da raça Pug e 1 da raça Shih Tzu, apresentando melanose 

corneana intensa, afetando a capacidade visual e qualidade de vida do paciente. Todos foram 

referidos ao Serviço de Oftalmologia do Hospital Veterinário “Governador Laudo Natel”, da 

FCAV – Unesp, Câmpus de Jaboticabal, São Paulo, Brasil. 

Todos os pacientes passaram por exame oftálmico, sempre pelo mesmo avaliador, 

baseado nos testes dos reflexos de ameaça e pupilares, no teste lacrimal de Schirmer1, na 

biomicroscopia com lâmpada em fenda2, na tonometria de rebote3, oftalmoscopia indireta4 – 

quando possível de avaliação e, no teste de tingimento pela fluoresceína sódica5. Para 

avaliação das condições clínicas sistêmicas, realizou-se exame físico, hemograma e 

avaliação das funções hepática e renal por meio da análise de sangue. Os proprietários 

estavam cientes de todos os procedimentos e assinaram um termo de compromisso (Anexo 

I). 

 

 
1 Teste Lacrimal de Schirmer, Drogavet, Ribeirão Preto, Brasil 
2 Lâmpada de fenda portátil SL-15, Kowa, Tokyo, Japão 
3 Tonovet Plus – icare, Finlândia 
4 Oftalmoscópio binocular indireto OHC, Eye Tec, São Carlos, Brasil 
5 Fluoresceína strips, Ophthalmos, São Paulo, Brasil 
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3.2. Grupos e protocolos experimentais 

 

Todos os pacientes selecionados passaram pelo procedimento de ceratectomia e a 

córnea removida foi enviada para análise citológica e histopatológica. Todos os 

procedimentos cirúrgicos foram realizados pelo mesmo cirurgião e mesmo anestesista, a fim 

de limitar variações. Estes olhos foram divididos em dois grupos: Grupo transplante (GT) 

(n=3), os quais receberam explante de limbo no ato contínuo a retirada da pigmentação e 

membrana amniótica, e o Grupo controle (GC) (n=3), que recebeu apenas a membrana 

amniótica, sendo o GC o olho adelfo de cada olho transplantado no intuito de minimizar vieses 

individuais. A variável do tamanho amostral foi determinada por pesquisadores do 

Departamento de Ciências Exatas da FCAV/Unesp, Câmpus de Jaboticabal, a partir de 

estudos prévios. Porém, devido ao período vivido de pandemia mundial, dificuldades no 

número amostral foram encontradas com visto que houve desistência por parte de tutores, 

pela dificuldade em seguir os protocolos de retornos exigidos no experimento, bem como 

longo período de lockdown estabelecidos para toda a cidade do hospital veterinário. Como a 

afecção não se enquadrava como urgência ou emergência, o atendimento dentro do hospital 

veterinário de enfermidades como a ceratite pigmentar nesse período foi vedado. Desse 

modo, houve também dificuldades em recuperar o número amostral proposto inicialmente. 

 

3.2.1. Obtenção de explantes de limbo 

 

Três explantes de limbo medindo aproximadamente 3 mm (Figura 2) de comprimento 

foram removidos de 3 olhos de cães diferentes, 2 machos e 1 fêmea, referidos ao Hospital 

Veterinário “Governador Laudo Natel”, da FCAV/Unesp, câmpus de Jaboticabal para 

castração eletiva. Foi conversado com os tutores sobre a participação no estudo e os 

benefícios que poderiam ser oferecidos aos animais receptores do transplante. Os animais 

inclusos no estudo para função de doação de limbo encontravam-se em condição oftálmica 

de higidez, os quais foram avaliados previamente ao procedimento. A coleta e o transplante 

foram realizados em um intervalo máximo de 6 horas, sendo que o tecido foi mantido em 

solução salina balanceada, a fim de não causar danos as células a serem transplantadas. 

(Jain et al., 2014; Sangwan et al., 2012;). A superfície ocular do olho doador não apresentou 
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nenhuma intercorrência durante a cicatrização do leito doador e foi acompanhado até o total 

conforto do paciente. O doador fez uso após coleta de tobramicina tópica, uma gota a cada 8 

horas durante 5 dias. 

    

Figura 2. Sob anestesia geral, foi realizada coleta de tecido do limbo do paciente doador. A. 
Delimitação de 3 mm do explante de limbo com régua estéril Viscot Medical LLC. B. Região 
delimitada com caneta marcadora estéril Viscot Medical LLC na região dorsal da 
circunferência perilimbal. Jaboticabal, 2021. 
 

3.3. Procedimentos 

 

3.3.1. Avaliação pré-cirúrgica 

 

Previamente à ceratectomia, a superfície corneana foi fotografada 6e, a partir destas 

imagens, os percentuais da área que apresentava melanose foram calculados com auxílio do 

software ImageJ7 (Figura 3) onde toda área da córnea foi selecionada com o modo circular e, 

após, a área com pigmento foi selecionada no modo freehands. Finalizada definição de ambas 

áreas o percentual de pigmento em córnea foi calculado em regra de 3 (Kobashigawa et al., 

2018). Foram coletadas amostras citológicas de impressão da superfície corneana para 

pesquisa de células caliciformes (Ozgencil et al., 2017; Le et al., 2018).  

 
6 Retinógrafo, Topcon, Tokyo, Japan 
7 http://imagej.nih.gov/ij/; National Institutes of Health, Bethesda, MD, US 

A B 
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Figura 3. Demonstração da seleção da área acometida pelo pigmento onde, primeiramente 
foi delimitada área total de córnea e depois área contendo pigmento. 

 

3.3.2. Confecção das lâminas para avaliação citológica 

Previamente ao procedimento cirúrgico, foi instilado colírio anestésico8 com o animal 

acordado. Realizou-se coleta de material para avaliação citológica pelo método de imprint 

corneano (Figura 4), diretamente na lâmina de vidro, posteriormente fixado ao ar. Em seguida, 

colocado em etanol 95% durante 5 minutos e então lavado em água destilada. As células 

foram incubadas com solução 0,5% de ácido periódico por 10 minutos, enxaguadas com água 

da torneira, corado com reagente de Schiff (proporção 1:1) por 10 minutos, seguido de 

enxágue em água. Por fim, contracorou-se com solução de hematoxilina por 30 segundos e 

o material foi lavado com água corrente por 5 minutos, após com água destilada. Em seguida, 

foram montadas com as células voltadas para cima com lamínulas e resina sintética9. A 

avaliação teve como propósito avaliar as células encontradas no imprint em busca de células 

caliciformes. 

 

 
8 Anestésico Allergan Inc, São Paulo, Brasil  
9 Entellan R, Merck, São Paulo, Brasil. 
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Figura 4. Imagem fotográfica do momento da realização do Imprint corneal diretamente sobre 
lâmina de vidro, ato contínuo à instilação de colírio anestésico em olho esquerdo de cão 
macho da raça Pug, para avaliação citológica. Jaboticabal, 2021. 
 

3.3.3. Cirurgia dos anexos 

 

Os pacientes com alterações nos anexos como entrópio de canto medial, 

macrobléfaro, intertrigo facial, distiquíases ou cílios ectópicos passaram por correção cirúrgica 

das alterações no mesmo procedimento do transplante limbal. Em todos os cães foi realizada 

cantoplastia medial via técnica de MMC modificada. Nos Pugs também foi feita a diminuição 

da prega nasal. Todos os procedimentos foram realizados pelo mesmo cirurgião. 

 

3.3.4. Coleta e processamento das córneas 

 

Após anestesia geral inalatória, tricotomia e antissepsia, a superfície corneana 

apresentando pigmento foi excisada sob a magnificação de um microscópio cirúrgico (ie. 

ceratectomia), ato realizado com divisão da superfície corneana em quatro quadrantes (Figura 

5). A amostra passou por análise histopatológica, quanto à morfologia e disposição celular. 

Células epiteliais corneanas diferenciadas e conjuntivais como células calificiformes foram 

pesquisadas utilizando técnica citológica. 

 



20 
 

 

 
 

Figura 5. Imagens fotográficas do procedimento cirúrgico de ceratectomia para excisão de 
melanose corneana. A. Divisão da superfície corneal em quadrantes. B. Ceratectomia lamelar 
do primeiro quadrante. C. Pós operatório imediato da ceratectomia lamelar total da superfície. 
Jaboticabal, 2021. 

 

3.3.4.1. Confecção das lâminas para avaliação histopatológica 

 

Após a cirurgia, os quatro quadrantes da córnea foram fixados em formalina 

tamponada neutra a 10% para posterior análise macroscópica e microscópica. 

Posteriormente, as córneas foram processadas por um histopatologista externo à faculdade 

onde o estudo foi realizado. Seções de 4 μm de espessura foram coradas com Hematoxilina 

e Eosina (HE) e Ácido Periódico de Schiff (PAS) (Luna, 1968) e, posteriormente, examinadas 

sob um microscópio de luz padrão para identificar a células que constituem a córnea com 

ceratite pigmentar. 

 

3.3.5. Transplante limbal 

 

A técnica de transplante utilizada foi a SLET alógena (Sangwan et al., 2012). Uma 

ceratectomia 360° foi realizada na córnea do olho doente com divisão da mesma em quatro 

quadrantes conforme descrito no item 3.3.4. 

Uma membrana amniótica, oriunda de placenta canina armazenada em glicerina por 

por 30 dias mínimos foi posicionada com o lado estromal para baixo e o lado epitelial para o 

meio externo. Esta cobriu toda extensão da córnea e aproximadamente 2 mm da esclera para 

ser fixada abaixo da borda conjuntival (Figura 6C). Desse modo, foi estendida com 

instrumental cirúrgico e suturada na conjuntiva com nylon 9-0. Com uma tesoura Vannas o 
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enxerto limbal foi seccionado em 10 pedaços de tamanhos iguais (Figura 6A). Os explantes 

foram então alocados entre a membrana e a córnea (Figura 6B). Realizou-se flap de 3ª 

pálpebra no GT e mantido por 7 dias, para evitar a perda precoce do transplante. 

O tratamento pós cirúrgico para ambos os olhos incluiu hialuranato de sódio 0,15% 

tópico a cada 8 horas até o final do experimento, EDTA 0,35% tópico a cada 2 horas durante 

5 dias e após a cada 4 horas até total cicatrização da lesão ulcerativa, tobramicina tópica QID 

(qualque in die) até total cicatrização da úlcera, ciclosporina 1% tópica BID (bis in die) uso 

contínuo. Dipirona dose de 25mg/Kg via oral (VO) TID (ter in die) durante 5 dias, meloxicam 

dose 0,1 mg/Kg VO SID (semel in die) durante 3 dias e cloridrato de tramadol 4mg/Kg durante 

5 dias. Para as cirurgias dos anexos, foi prescrito pomada de acetato de retinol 10.000UI/g + 

aminoácidos 25mg/g + metionina 5mg/g + cloranfenicol 5mg/g BID durante 12 dias. 

 

 

Figura 6. Esquema representativo da técnica de transplante limbal alógeno. A. Divisão do 
enxerto limbal em 10 a 12 pedaços iguais. B. Colocação dos aloenxertos na córnea 
transplantada abaixo da membrana amniótica e C. Posterior sutura da membrana amniótica 
com o lado estromal para baixo.  

 

 

3.3.6. Avaliação pós-transplante 

 

Os olhos foram avaliados nos dias 0, 14, 28 e 70 após o transplante. Sinais de edema 

corneano, de blefarospasmo, de secreção ocular, de tecido de granulação e de hiperemia 

conjuntival foram qualiquantificados sempre pelo mesmo avaliador em (0) ausentes, (1) 

discretos, (2) moderados e (3) severos. 
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A transparência corneana foi classificada em (0) córnea totalmente transparente, (1) 

opacidade discreta que permitiu avaliação detalhada da íris, (2) opacidade moderada, onde a 

observação da íris foi dificultada; (3) opacidade severa, impedindo a percepção do contorno 

pupilar (Andrade et al., 2009; Selver et al., 2016). 

 

3.4.  Descrição Estatística 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas por um cientista de dados no 

software R com o ambiente de desenvolvimento integrado RStudio10. As funções e os 

pacotes utilizados foram apresentados no formato ‘pacote::função’ correspondente à 

linguagem de programação em R. Para todos os testes foi considerada significância de 

5%. Para ser inclusivo todas as figuras foram construídas com paleta de cores 

distinguíveis a pessoas daltônicas (ggplot2::scale_colour_viridis_d). As análises 

estatísticas foram conduzidas em duas etapas, uma exploratória e outra inferencial.  

Primeiramente, foi feita uma estatística multivariada para explorar a associação 

múltipla entre as variáveis conduzida por uma análise de componentes principais (ACP; 

‘stats::princomp’). O número ótimo de componentes principais (CPs) a serem retidos na 

ACP foi determinado pela análise paralela de Horn (‘psych::fa.parallel’) (Preacher e 

MacCallum, 2003). Como critério para determinar associação entre cada variável e o CP 

foram usados os valores de carga (λ) maiores que 0,40 ou menores que -0,40 (Hair et 

al., 2014). Para ilustrar tais resultados foram feitos dois biplots colorindo os indivíduos de 

acordo com os grupos e com os tempos perioperatórios para uma análise qualitativa 

(julgamento visual) de sua distribuição.  

Posteriormente, realizou-se uma estatística inferencial para identificar diferenças 

entre os grupos (controle vs transplantado) e ao longo do perioperatório (pré-operatório 

vs 14 d pós-operatório vs 28 d pós-operatório vs 70 d pós-operatório). Para tanto foram 

conduzidos modelos lineares multinível (lme4::lmer) para aquelas variáveis (melanose e 

edema corneano) que apresentaram aderência dos resíduos à normalidade pelo teste 

de Cramer-Von Mises (nortest::cvm.test), ou modelos lineares generalizados multinível 

(lme4::glmer) quando esta pressuposição não foi atendida (blefarospasmo, secreção 

 
10 RStudio Version 4.1.0 (2021-06-29), RStudio, Inc. 
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ocular, tecido de granulação, transparência corneana e hiperemia). Para todos os 

modelos a interação de tempos perioperatórios com grupos foi usada como efeito fixo, 

bem como os cães foram usados como efeitos aleatórios. A comparação múltipla de 

grupos e tempos perioperatórios no posthoc test foi conduzida com o procedimento de 

Bonferroni (lsmeans::lsmeans e multcomp::cld) (Michael et al., 2004). Os resultados 

foram ilustrados com gráficos de caixa (ggplot2::ggplot e ggplot2::geom_boxplot). 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Animais selecionados 

 

Os animais enquadrados no estudo manifestavam ceratite pigmentar grave, 

acometendo a córnea em área superior a 60% da superfície, ressalta-se que estes pacientes 

apresentavam dificuldade visual devido à essa alteração. Os cães da raça Pug tiveram 

porcentagem de melanose superior à 93%, bilateralmente. O indivíduo Shih Tzu apresentava 

61,1% no olho esquerdo e 74,7% no olho direito.  

Os três cães manifestavam hiperemia conjuntival severa no primeiro atendimento, 

secreção mucopurulenta, edema corneano, neovascularização e pigmentação corneana 

difusa. Ambos os Pugs apresentavam dificuldade visual que interferia na locomoção do 

animal, cujos proprietários descreviam como completamente cegos. O Shih Tzu apresentava 

histórico de trombar em objetos esporadicamente. A ceratite pigmentar se apresentou 

bilateralmente em todos os pacientes. 

Um dos Pugs apresentava prega nasal exuberante e após passar por dieta com o setor 

de Nutrição clínica do mesmo hospital veterinário houve discreta redução do volume da prega 

nasal. 

Na Figura 7 é apresentada evolução fotográfica dos olhos de um dos Pugs tanto o olho 

controle quanto transplantado dos dias 0 a 70 pós cirúrgico. 
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Figura 7. Evolução fotográfica de um cão macho da raça Pug, comparando o olho controle 

(grupo controle) ao olho transplantado (grupo transplante) dos dias 0, 14, 28 e 70 pós cirúrgico. 

 

4.2. Análises Exploratórias 

 

A análise paralela de Horn indicou a retenção dos dois primeiros CP de um total 

de 7 CP gerados pela ACP. O CP1 e CP2 juntos explicaram 62% da variação total dos 

dados (Tabela 1). No CP1, melanose e secreção ocular mostraram uma associação 

positiva [valores de carga (λ) >0,40] com o CP1, enquanto edema corneano e 

blefarospasmo mostraram associação negativa (λ <-0,40) com o CP1. Portanto, o 

conjunto de variáveis associadas positivamente com o CP1 apresentaram uma dinâmica 

semelhante entre si (todas aumentam ou diminuem concomitantemente) e apresentam 

um comportamento inverso daquelas associadas negativamente com o CP1. Desta 

forma, a diminuição de melanose e de secreção ocular ocorreu concomitantemente com 

o aumento de edema corneano e de blefarospasmo, considerando todos os momentos 

e grupos. A melanose mostrou o λ (0,93) mais distante de zero no CP1, que pode ser 

interpretado como a variável com maior variação (importância) no CP1. Pelo CP2, foi 

possível observar que o edema corneano e hiperemia mostraram uma associação 
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positiva com o CP2. Assim, o edema corneano e a hiperemia aumentam 

concomitantemente, levando em conta todos os momentos e grupos. Hiperemia foi o λ 

(0,86) mais distante de zero no CP2, que pode ser entendido como a variável com maior 

importância no CP2 devido a sua maior variação. 

Tabela 1. Valores de carga, autovalores e variância da análise de componentes 
principais. (CP = componente principal; # representa o CP indicado a ser retido pela 
análise paralela de Horn; em negrito estão os valores de carga maiores que 0,40 ou 
menores que -0,40 indicando associação da variável com o CP). 

 
A Figura 8 mostra o grupo controle e transplantado com cores diferentes. Os 

centróides de ambos os grupos estão representados pelos círculos maiores, e por um 

julgamento visual encontram-se próximos da origem (convergência entre o eixo y e x do 

gráfico) e parcialmente sobrepostos. O centroide indica o centro de massa dado pelo 

polígono formado com a interpolação dos círculos menores de uma mesma cor. Já na 

Figura 9 o centróide do pré-operatório está localizado no quadrante superior direito, 

enquanto o centróide de 14 e 28 dias de pós-operatório está em direção oposta (à 

esquerda) nos quadrantes inferior e superior respectivamente, e o centróide de 70 dias 

de pós-operatório encontra-se ao meio dos quadrantes inferiores. Tais achados sugerem 

que as variáveis analisadas pouco conseguiram distinguir os grupos, mas aparentemente 

conseguiram separar os tempos do perioperatório. Todavia, estes achados precisam ser 

confirmados com análises inferenciais. 

 

Variáveis CP1# CP2# CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 

Melanose 0,95 0,01 0,08 0,10 0,11 0,09 0,25 

Edema Corneano -0,65 0,49 0,14 0,47 -0,26 -0,11 0,12 

Blefarospasmo -0,57 0,17 -0,74 -0,15 -0,04 0,26 0,09 

Secreção Ocular 0,73 0,32 -0,29 -0,24 -0,47 -0,09 -0,03 

Tecido de Granulação -0,39 0,26 0,69 -0,51 -0,10 0,10 0,07 

Transparência Corneana 0,37 0,82 0,20 0,24 0,05 0,25 -0,14 

Hiperemia -0,03 0,86 -0,23 -0,22 0,31 -0,23 0,03 

Autovalor 2,47 1,86 1,23 0,69 0,41 0,23 0,11 

Variância (%) 35,29 26,59 17,63 9,81 5,83 3,27 1,58 

Variância acumulada (%) 35,29 61,88 79,51 89,32 95,15 98,42 100,00 
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Figura 8. Biplot bidimensional da análise de componentes principais com as variáveis do 
estudo e os indivíduos separados por grupo. 
(Círculos menores indicam cada indivíduo e círculos maiores representam o centroide 
de cada grupo; centroide indica o centro de massa dado pelo polígono formado com a 
interpolação dos círculos menores de uma mesma cor; as setas indicam os vetores de 
cada uma das variáveis) 
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Figura 9. Biplot bidimensional da análise de componentes principais com as variáveis do 
estudo e os indivíduos separados por tempos no perioperatório. 
(Círculos menores indicam cada indivíduo e círculos maiores representam o centroide 
de cada grupo; centroide indica o centro de massa dado pelo polígono formado com a 
interpolação dos círculos menores de uma mesma cor; as setas indicam os vetores de 
cada uma das variáveis) 
 

4.3. Análises Inferenciais 

 

Para ambos os grupos, os maiores valores de melanose foram encontrados no 

tempo pré-operatório, sofrendo uma queda para até os menores valores em 14 dias de 

pós-operatório, e subindo para um valor intermediário em 70 dias de pós-operatório 

(Figura 10 e Tabela 2). No entanto, os animais do grupo transplantado mostraram uma 

elevação dos valores de melanose mais tardios, apenas com 70 dias de pós-operatório, 

enquanto os animais do grupo controle mostraram valores estatisticamente equivalentes 

nos tempos de 28 e 70 dias após a cirurgia. Todavia, não houve diferença entre os grupos 

em cada um dos tempos perioperatórios.
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Figura 10. Gráfico de caixas da melanose (%) de cada grupo ao longo dos tempos no 
perioperatório.  
[Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística significativa ao longo dos 
tempos perioperatórios em um mesmo grupo (p<0,05), sendo que a>b>c; * indica 
diferença estatística significativa entre os grupos em um mesmo tempo perioperatório 
(p<0,05); o losango indica a média] 
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Tabela 2. Média e desvio-padrão das variáveis do estudo de cada grupo ao longo dos 

tempos no perioperatório de cães [Letras minúsculas diferentes indicam diferença 

estatística significativa ao longo dos tempos perioperatórios em um mesmo grupo 

(p<0,05), sendo que a>b>c; * indica diferença estatística significativa entre os grupos em 

um mesmo tempo perioperatório (p<0,05)]. 

Variáveis Grupos 
Tempos Perioperatórios 

Pré-
Operatório 

14 d Pós-
Operatório 

28 d Pós-
Operatório 

70 d Pós-
Operatório 

Melanose 
Controle 

89,19±12,91 
a 

2,60±2,34 c 12,43±9,58 bc 38,14±5,70 b 

Transplantado 
83,66±19,59 

a 
0,00±0,00 c 14,39±12,70 c 50,41±21,87 b 

Edema 
Corneano 

Controle 0,33±0,58 b 2,00±1,00 ab 2,33±0,58 a 1,67±1,15 ab 

Transplantado 1,33±1,15 1,67±0,58 2,00±0,00 2,00±1,00 

Blefarospasmo 
Controle 0,00±0,00 b 1,67±1,15 a 0,67±1,15 ab 0,00±0,00 b 

Transplantado 0,00±0,00 b 1,33±0,58 a 0,00±0,00 b 0,00±0,00 b 

Secreção Ocular 
Controle 2,67±0,58 1,33±0,58 1,67±0,58 1,00±0,00 

Transplantado 2,67±0,58 1,00±0,00 1,67±1,15 1,00±0,00 

Tecido de 
Granulação 

Controle 0,00±0,00  0,33±0,58 1,67±1,53 0,00±0,00  

Transplantado 0,00±0,00  0,67±0,58 1,00±1,00 0,00±0,00  

Transparência 
Corneana 

Controle 2,67±0,58 2,00±1,00 2,67±0,58 2,33±0,58 

Transplantado 2,67±0,58 1,67±0,58 2,33±0,58 2,33±1,15 

Hiperemia 
Controle 1,67±0,58 1,67±1,15 2,00±0,00 1,67±0,58 

Transplantado 2,00±0,00 1,67±0,58 1,67±0,58 1,00±1,00 

 

Para apenas o grupo controle, houve um aumento dos valores de edema corneano 

do tempo pré-operatório em relação ao tempo 28 dias de pós-operatório (Figura 11 e 

Tabela 2). Não houve diferença entre os tempos perioperatórios do grupo transplantado 

ou entre os dois grupos em cada um dos tempos. 
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Figura 11. Gráfico de caixas do edema corneano de cada grupo ao longo dos tempos no 
perioperatório. 
[Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística significativa ao longo dos 
tempos perioperatórios em um mesmo grupo (p<0,05), sendo que a>b>c; * indica 
diferença estatística significativa entre os grupos em um mesmo tempo perioperatório 
(p<0,05); a ausência de letras indica a não diferença estatística (p<0,05); o losango 
indica a média] 

 

Para o grupo controle, os valores de blefarospasmo encontrados 14 dias pós-

operatório foram maiores que no pré-operatório e em 28 dias de pós-operatório, 

enquanto para o grupo transplantado os valores encontrados com 14 dias de pós-

operatório foram superiores à todos os demais tempos perioperatórios (Figura 12 e 

Tabela 2). Tais achados indicam que os olhos transplantados reduziram o escore de 

blefarospasmo após 28 dias da cirurgia, enquanto os olhos do grupo controle mostraram 

essa redução após 70 dias da cirurgia. Apesar disso, não houve diferença entre os 

grupos em cada um dos tempos perioperatórios. 
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Figura 12. Gráfico de caixas do blefarospasmo de cada grupo ao longo dos tempos no 
perioperatório [Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística significativa ao 
longo dos tempos perioperatórios em um mesmo grupo (p<0,05), sendo que a>b>c; * 
indica diferença estatística significativa entre os grupos em um mesmo tempo 
perioperatório (p<0,05); o losango indica a média]. 

 

A secreção ocular, o tecido de granulação, a transparência corneana e a 

hiperemia mostraram valores estatisticamente equivalentes entre os tempos de 

perioperatório para cada grupo, bem como entre os dois grupos em cada um dos tempos 

(Tabela 2). 

O paciente da raça Shih tzu apresentou complicação por ceratomalácea em um 

dos olhos e passou por cirurgia para correção da lesão por meio de enxerto pediculado 

conjuntival em córnea acometida. 
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4.4. Avaliação citológica 

 

Na avaliação citológica foi identificada presença de célula caliciforme (Figura 13) em 

um dos indivíduos inclusos no estudo, sendo esta uma célula de região conjuntival, não 

presente em córnea em condições de normalidade. Constataram-se também células epiteliais 

nucleadas, por diversas vezes contendo pigmento de melanina e discreta granulação 

magenta intracitoplasmática. A presença de infiltrado inflamatório neutrofílico variou de 

discreto a moderado.  

  

 

Figura 13. Imagem de avaliação citológica corneana de cão por imprint evidenciando célula 

caliciforme pela seta vermelha.  

 

4.5. Avaliação histopatológica 

 

Na avaliação por histopatologia, os fragmentos corneanos apresentaram hiperplasia 

regular difusa e moderada do epitélio. No citoplasma dos queratinócitos, predominantemente 

do estrato basal, há pigmento de melanina multifocal moderado. Nota-se no epitélio superficial 

e médio, vascularização e edema multifocal moderado (Figura 14). Quanto ao estroma 

superficial, na amostra do indivíduo 1 (Figura 14A), identificou-se melanócitos intensamente 

pigmentados multifocal moderado. A amostra do animal 2 (Figura 14B e C), difuso e intenso. 
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Ademais, a córnea do animal 3 (Figura 14D), pigmentação intensa principalmente na periferia 

do fragmento no estroma superficial. 

 

 

Figura 14. Imagens microscópicas histopatológicas, aumento de 400x. A. Indivíduo 1, seta 
vermelha indica melanócitos no estroma superficial. B. Indivíduo 2 apresentando melanócitos 
pigmentados de maneira difusa e intensa no estroma superficial. C. Coloração de Alcian Blue 
em corte histológico do indivíduo 2. D. Indivíduo 3, seta vermelha indica melanócitos no 
estroma superficial. 
 
 

5. DISCUSSÃO 

 

Quanto à seleção da técnica empregada nos pacientes, recomenda-se o transplante 

autólogo devido às menores complicações no pós-transplante (Ivekovic et al., 2005; Dua et al. 

A B 

C D 
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2010). Porém, dentre todo o período de seleção de n amostral que se estendeu por mais de 

um ano, não houve atendimentos de pacientes com ceratite pigmentar unilateral significativa. 

Todos os animais quando referidos ao setor de Oftalmologia Veterinária com queixa de 

melanose corneana possuíam a enfermidade bilateralmente. Por esta razão, a escolha da 

técnica necessitava abranger a possibilidade de transplante alógeno. Outrossim, o fato de os 

procedimentos serem realizados em uma mesma unidade animal minimizam os vieses 

individuais, trazendo dados sobre as comparações entre os olhos de forma mais fidedigna. 

A correção das alterações dos anexos via cirurgia foi adotada, a fim de minimizar 

interferências secundárias ocasionadas por agraves da síndrome ocular braquicefálica ou 

distúrbios dos cílios. Enfatiza-se a importância da correção, visto que, tais alterações 

favorecem estímulos crônicos inflamatórios na córnea e alteração do microambiente limbal 

que possivelmente predispõem ao desenvolvimento da LSCD (Puangsricharern e Tseng, 

1995; Ledbetter e Gilger 2013). 

Os pacientes doadores do explante limbal não demonstraram nenhuma 

complicação ou intercorrência após a coleta, corroborando com o descrito por 

Puangsricharern e Tseng (1995). 

Brunelli et al. (2006) induziram deficiência limbal em cães experimentalmente, e 

os sinais clínicos encontrados foram, principalmente, edema, neovascularização e 

pigmentação corneal em 72,2% dos cães (61,1% leve e 11,1% moderada) em 30 dias 

após a retirada do limbo. Tais achados vão ao encontro com os sinais clínicos 

encontrados nos animais selecionados para o presente estudo. Os pacientes da 

pesquisa em pauta também apresentavam também hiperemia conjuntival. Em 

contrapartida, Ledbetter e colaboradores (2012), relataram caso de LSCD secundário a 

herpesvirus, em que o tutor do cão referiu não ter observado hiperemia em nenhum 

momento (Ledbetter et al., 2012). Apesar de tal divergência, os cães do presente estudo 

apresentavam ceratoconjuntivite seca, quadro que cursa com hiperemia de conjuntiva 

em decorrência ao atrito que ocorre sobre a superfície ocular. 

Quanto ao uso da membrana amniótica de cão, pesquisas apontam que além de 

abrigar os aloenxertos límbicos, o seu uso pode favorecer o controle da inflamação 

(Jackson et al., 2020). Kalpravidh et al. (2009) afirmam que o uso da membrana promove 

aumento da epitelização, redução da vascularização, inflamação e formação de 
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cicatrizes. Mittal et al. (2015), abordaram quatro casos de SLET em que o crescimento 

de células foi estimulado sobre membrana amniótica in vivo, por meio coloração de 

fluoresceína. Notou-se o aparecimento de células centradas em transplantes individuais 

em crescimento na superfície da MA. Tal crescimento foi variável, alguns dos 

transplantes produziram lâminas de células complexas e outros não (Mittal et al., 2015). 

Esse dado permitiu extrair a ideia de que o SLET produz efeitos benéficos adicionais 

além dos observados pelo uso da MA isolada (Sangwan e Sharp, 2017). No presente 

estudo, fica o questionamento da melhora clínica do GT estar associado ao SLET ou se 

o uso isolado da MA poderia já trazer tais observações.  

Na avaliação citológica, foi identificada célula caliciforme em uma das lâminas de 

um dos cães com ceratite pigmentar, assim como descrito por Özgencil et al. (2017) em 

um cão diagnosticado com LSCD. A forma como a lâmina fora confeccionada, torna 

praticamente impossível a presença de tal célula por erro de coleta. Ressalta-se que a 

identificação de célula caliciforme em citologia de córnea é considerado padrão ouro para 

o diagnóstico de LSCD (Özgencil et al., 2017). Isso ocorre pois o epitélio da córnea não 

se regenera na deficiência de células troncos do limbo e, por esta razão, ocorre 

conjuntivalização da córnea, vascularização, inflamação crônica, úlceras e defeitos 

epiteliais persistentes. Assim, na LSCD a superfície corneana é coberta por epitélio 

conjuntival que contém as células caliciformes (Özgencil et al., 2017). Desse modo, é 

possível inferir uma tendência à associação da LSCD na patogenia da ceratite pigmentar, 

questão levantada pela autora. 

Labelle e Labelle (2023) referiram que os achados histopatológicos da ceratite 

pigmentar em braquicefálicos incluem pigmentação no epitélio e estroma corneal, 

presença de leucócitos e vascularização também no estroma da córnea. Esses dados 

corroboram com as alterações encontradas na histopatologia das córneas processadas 

no estudo em pauta. 

Em humanos é descrito que pacientes com ceratoconjuntivite seca (KCS) importante 

não devem ser considerados como receptores de transplantes limbais (Dua et al., 2010; 

Moshifar et al., 2022). Considerando a Oftalmologia Veterinária, sabe-se que a inervação da 

córnea desenvolve importante função tanto no reflexo de piscar, quanto na produção lacrimal, 

cicatrização de lesões e na manutenção da saúde do epitélio corneano. Kafarnik et al. (2008) 
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demonstraram densidade de fibras nervosas nos plexos nervosos subepiteliais menor em 

braquicefálicos em relação às demais conformações cranianas. Também já foi evidenciado 

em cães saudáveis uma sensibilidade corneal central 50 até 93% menor em braquicefálicos 

(Barrett, 1991; Bolzanni et al., 2020). Em consequência, esses animais já nascem com 

redução na secreção da parte aquosa da lágrima (Bolzanni et al., 2020), deduzindo que 

encontrar um paciente sem distúrbio lacrimal para este estudo, que tem foco em animais 

braquicefálicos, seria um feito não possível. Por esta razão, antes da realização do 

transplante, todos os cães já faziam tratamento para a ceratoconjuntivite seca com 

ciclosporina variando entre 0,5 a 1% uso tópico BID, tendo assim a produção lacrimal aquosa 

estável e o mesmo foi mantido em todo o tratamento pós transplante. Além disso, o uso de 

MA pode favorecer um ambiente mais propício para o crescimento das células tronco limbais 

(Mittal et al., 2015) o que poderia amenizar o ambiente inapropriado para o crescimento das 

células promovido pela KCS. 

É sabido que nos casos de KCS grave em humanos, as junções celulares 

responsáveis pela manutenção da barreira da córnea, localizada na camada das células 

epiteliais são interrompidas e, consequentemente, sua função é prejudicada (Pflugfelder e de 

Paiva 2017; Zhang et al., 2017). Imaizumi et al. (2023) descobriram que as células tronco 

mesenquimais do tecido adiposo humano fortalece essas junções, além de aumentar os 

níveis de expressão de componentes relacionados à função de barreira. Também são 

capazes de suprimir a inflamação (Imaizumi et al., 2023), informação que poderia justificar a 

observação clínica em que o GT apresenta menor blefarospasmo. Outrossim, se as CTs 

limbais de cães apresentassem o mesmo comportamento das CTs do tecido adiposo em 

humanos, poderia haver uma melhora do quadro de KCS por meio da melhora da barreira da 

córnea, possibilitando abranger o uso de transplante limbal para cães que apresentem a 

comorbidade concomitante.  

A literatura descreve que o uso de corticosteroides via sistêmica não teria o poder 

de aumentar a ação lítica da colagenase da córnea numa reparação (Rankin, 2021). 

Considerando a intercorrência do paciente Shih tzu, que apresentou “melting” corneano, 

e que a ceratectomia para remoção do pigmento atingiu profundidade importante, 

resultando em úlcera corneal iatrogênica, ressalta-se o receio em instituir terapia com 

antiiflamatórios esteroidais para imunossupressão, uma vez que os mesmos aumentam 
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a ação lítica das enzimas colagenase, podendo acarretar rápido derretimento estromal 

das úlceras da córnea (Rankin, 2021). Os corticosteroides tópicos são geralmente 

considerados contraindicados na presença de ceratites ulcerativas. Destaca-se que na 

prática clínica o agravo de lesões estromais com corticosteroide sistêmico é factível. 

Desta forma, exalta-se o receio da equipe à administração de corticosteroides nas 

úlceras caninas. Enfatiza-se que o imunomodulador foi empregado criteriosamente por 

todo o período, pré e pós cirúrgico. Não obstante, houve dificuldade de adesão dos 

tutores ao experimento clínico considerando as possibilidades de complicações vistas na 

rotina prática. Salienta-se que no presente estudo foram utilizados pacientes, animais de 

tutores bastante preocupados com o bem estar dos seus cães.  

Considerando os mecanismos de cicatrização corneana, o papel dos fatores de 

crescimento sobre as lesões é essencial, destacando-se o fator de crescimento 

epidérmico (EGF), com papel fundamental na reepitelização (Mustafa e Zlateva, 2022). 

A concentração desse fator nas lágrimas altera rapidamente após lesão na córnea, 

ocorrendo em baixas concentrações quando há lacrimejamento em lesões crônicas e 

altas concentrações quando estimulado por lesões mais agudas (Van Setten et al., 

1991). Assim, quando há lacrimejamento crônico em pacientes com defeitos epiteliais 

persistentes, a concentração do EGF reduz pelo esgotamento das reservas de proteínas 

secretadas na glândula lacrimal (Lim et al., 2003). Considerando que os pacientes com 

ceratite pigmentar possuem defeitos persistentes (crônicos), a concentração lacrimal de 

EGF estará reduzida e, consequentemente, a reparação corneano desses animais será 

prejudicada. Tendo em vista que os animais abordados na pesquisa, abrange a situação 

da maioria dos pacientes com o mesmo diagnóstico atendidos na rotina clínica, permite 

concluirmos que grande parte desses animais apresentam deficiência no mecanismo de 

cicatrização. Esse dado favorece ao aparecimento do pigmento corneano na reparação 

tecidual. 

Os braquicefálicos possuem inervação corneal reduzida (Kafarnik et al. 2008), e, 

consequentemente, do fator de crescimento do nervo (NGF), o qual promove a 

cicatrização de ceratites ulcerativas relacionadas ao comprometimento do nervo 

sensorial (Mustafa e Zlateva, 2022). Este compõe os fatores neurotróficos (NTs), os 

quais desempenham papel na homeostase da superfície ocular, estimulando a 
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proliferação e a inervação das células epiteliais. Considerando a escassez da inervação 

da córnea, reportada nos cães braquicefálicos comparativamente à outras raças, pode-

se inferir que apresentem deficiência do metabolismo epitelial, promovendo, juntamente 

às demais alterações da síndrome braquicefálica, a manifestação de distúrbios da 

superfície ocular. Além de estimular o crescimento do nervo, o NGF também pode atuar 

na modulação da inflamação, da cicatrização e do aumento da liberação de 

neuropeptídeos e outros fatores de crescimento (Klenkler et al., 2007). 

Considerando o uso de enxerto de natureza alogênica na manutenção da 

transparência corneana, a taxa de sucesso também segue como um desafio na Medicina 

no tratamento da LSCD. Porém, o insucesso é intensificado no longo prazo, acima de 2 

anos após o transplante, já nesta obra em 70 dias, ou seja, curto prazo. Um dos pacientes 

foi referido pelo tutor piora visual importante e retorno da dificuldade de deambulação 5 

meses após o procedimento. O declínio ocorre na sobrevida do aloenxerto e na acuidade 

visual. Evidencia-se que a rejeição seria o principal risco de insucesso (Yin e Jurkunas, 

2018). Em relação à técnica SLET em específico, em humanos é constatado potencial 

sucesso inicial, embora careça de resultados a longo prazo. E, além disso, são escassos 

estudos comparativos entre diversas técnicas e pesquisas prospectivas randomizadas, 

tornando-se assim um desafio e gerando dificuldade na tomada de decisão de qual 

técnica escolher em cada caso (Yin e Jurkunas, 2018).  

Embora na Medicina seja realizada imunossupressão sistêmica bem como o uso 

de corticosteroides, no longo prazo, essa imunossupressão ameaça a salubridade dos 

indivíduos pela presença de efeitos colaterais, por vezes graves, como anemia, 

insuficiência renal e/ou hepática e hiperglicemia (Krakauer et al., 2012; Holand et al., 

2012; Vazirani et al., 2016). Em contrapartida, Djalilian et al. (2005) demonstraram em 

humanos sobrevivência de células tronco epiteliais de doadores por um período de até 

3,5 anos após o transplante limbal. Bem como, constatou-se que as CTs sobreviventes 

do doador se tornaram fonte primária de epitélio na córnea (Djalilian et al., 2005). Desse 

modo, compreende-se que o sucesso a longo prazo do transplante de aloenxerto límbico 

é dependente da sobrevivência das CTs do doador, no entanto, faz-se necessária 

imunossupressão adequada para evitar a rejeição (Djalilian et al., 2005). Assim, o 
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sucesso do transplante entra em conflito aos efeitos colaterais da imunossupressão 

prolongada.  

Em humanos, relatou-se ocorrência de neoplasia conjuntival em receptor de 

aloenxerto límbico com células compatíveis às do carcinoma metastático de mama que 

o indivíduo doador do enxerto possuía. Esse dado levanta a necessidade de estabelecer 

criteriosamente a seleção do doador e aumento da vigilância do câncer no receptor 

(Miller et al., 2017). De todo modo, considerando a LSCD bilateral em humanos, o 

transplante alógeno segue uma entre as poucas opções viáveis (Yin e Jurkunas, 2018). 

Por esta razão, ainda uma tentativa passível de estudos em cães com ceratite pigmentar, 

levando em pauta a presença de células caliciformes encontradas na avaliação citológica 

corneana de cão nesse estudo, desde que com melhores diretrizes, aperfeiçoamento da 

técnica e do estabelecimento de padrão adequado de tratamento pós cirúrgico nesses 

indivíduos. 

Outras técnicas menos invasivas já foram testadas como possíveis tratamentos 

para a ceratite pigmentar grave em cães. Entre as técnicas hoje descritas, relata-se a 

criocirurgia. No entanto, assim como nesse estudo, apesar de um resultado satisfatório 

no curto prazo e a possibilidade de deambulação do animal no ambiente, que em alguns 

casos se apresentavam inicialmente com cegueira, todos os casos acompanhados com 

tempo maior de pós cirúrgico voltaram a apresentar pigmento na córnea (Azoulay, 2013; 

Ghiggi et al., 2022). Este fator levanta um confronto em que, considerando a recidiva da 

pigmentação corneana, o fator anestésico, pós-operatório prolongado, quais seriam os 

reais benefícios das cirurgias hoje adjuvantes ao tratamento da ceratite pigmentar. Em 

indivíduos completamente cegos, os estudos apontam que há a possibilidade de 

reestabelecimento temporário ou parcial da visão a curto e médio prazo (Azoulay, 2013). 

Todavia, para investigar novas possibilidades de tratamento, é necessário compreender 

a multiplicidade de fatores e mecanismos da afecção, não completamente elucidados em 

cães. A presença de células caliciformes na córnea com ceratite pigmentar encontrada 

nesse estudo, abre caminhos para desenvolvimento de novas tentativas cirúrgicas, visto 

que, esse dado corrobora com a hipótese de se estar perante a uma deficiência de 

células epiteliais limbais. Assim, faz-se necessário aprimorar a técnica de transplante 

limbal em cães, considerando os vieses presentes na Veterinária, notadamente quanto 
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a lidar com indivíduos apresentando produção de lágrima adequada seria um desafio a 

ser solucionado. 

Em humanos, as técnicas cirúrgicas estão bem definidas. No entanto, os 

comportamentos envolvendo proliferação e migração das CTs do transplante não possui 

delineamento detalhado e seu papel em casos graves ainda precisa ser determinado 

(Yin e Jurkunas, 2018). Ademais, os resultados do transplante limbal são de 

interpretação difícil por razões diversas, incluindo estágio e gravidade mal definidos, tipo 

de LSCD, heterogeneidade das causas, tipo de enxerto e posteriores resultados 

(enxertos alógenos e autógenos) (Yin e Jurkunas, 2018). 

Apesar de constatar que não houve diferenças estatísticas entre os grupos 

controle e transplante, a constatação de célula caliciforme na córnea de um cão levanta 

a hipótese de haver sim relação da LSCD na patogenia da ceratite pigmentar. No entanto, 

um n amostral maior bem como a execução da técnica padrão ouro para avaliação 

citológica deve ser empregada em posteriores pesquisas para validar e confirmar a 

informação obtida nesse estudo. 

Além disso, salienta-se que esse é um estudo inédito quanto ao uso de transplante 

limbal alógeno em cães com ceratite pigmentar e, por essa razão, a resolução dos 

impasses observados na execução da técnica de transplante limbal em cães com ceratite 

pigmentar deve ser sanada, bem como melhor explanada para ser obtida uma 

padronização da técnica, afim de minimizar a possibilidade de vieses negativos na 

pesquisa. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Conclui-se que a evidência de célula caliciforme na córnea de um cão com ceratite 

pigmentar fortifica a possível associação da LSCD em sua patogenia, embora estudos com 

um maior n amostral sejam necessários para confirmação desse dado. Além disso, com os 

resultados aqui obtidos, o transplante limbal alógeno pela técnica de SLET não atingiu o 

objetivo de solucionar a recorrência da ceratite pigmentar nos cães acometidos, embora 

tenham apresentado clinicamente aumento da melanose mais tardiamente.  
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Em relação ao tamanho do n amostral, com o acontecimento da pandemia mundial 

(COVID-19), houve restrição de atendimentos e de circulação de pessoas e pacientes no 

Hospital Veterinário, a desistência de tutores com seus animais confirmados no experimento 

foi significante, bem como a dificuldade na adesão de novos pacientes devido às incertezas 

gerais do período. No entanto, houve homogeneidade dos dados quanto a evolução dos sinais 

clínicos encontrados nesse estudo, o que contribuiu para o bem-estar animal, porquanto foi 

factível trazer resultados e promover o uso de uma quantidade menor de animais para 

experimentação científica. 

Além disso, encontraram-se dificuldades em aplicar a técnica de citologia com o filtro 

de papel. Mesmo seguindo as instruções de estudos anteriores, a execução da coloração e 

confecção das lâminas foi dificultosa e, por isso, optou-se apenas por citologia de impressão 

diretamente da lâmina na córnea acometida. 

Devido às limitações de estudos acerca do tema do trabalho, houve dificuldade em 

encontrar qual técnica seria mais adequada para uso em cães, levando em consideração as 

particularidades corneais caninas que diferem das humanas. Sendo assim, ainda não há uma 

técnica consagrada para a Medicina Veterinária. 

Em relação à escolha do flap de terceira pálpebra para proteger os explantes limbais, 

ela não parece ter interferido no resultado, visto que não houve diferenças estatísticas. A 

técnica não foi utilizada no olho controle considerando que não se enquadraria nas normas 

para aceitação no CEUA, bem como a falta de aceitação pelos tutores dos animais do estudo. 
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ANEXO I 

Jaboticabal, ___ de _____________ de ________. 

 

TERMO DE COMPROMISSO 

 

Eu,_______________________________________________,RG_________________,CPF 

_____________________, responsável pelo paciente________________, raça _____________________, 

de _________anos de idade, estou ciente de que o mesmo está participando do Projeto de Pesquisa, no setor 

de Oftalmologia da FCAV/UNESP/Jaboticabal, que tem como orientadora a Prof. Dr. Paola de Castro 

Moraes e como equipe os pós graduandos Karina Kamachi Kobashigawa, Francimery Aparecida 

Fachini, Laís Fernanda Sargi, Daniela Moura dos Santos e Cinthya de Andrade Gujanwski, os 

quais poderei contatar a qualquer momento que julgar necessário através do telefone (16) 3209 

7100 ramal 7791, ou pelo e-mail setoroftalmologiaunesp@gmail.com. 

Declaro, também, estar ciente dos riscos associados ao projeto, tratando-se de 

procedimento microcirúrgico com delicado pós-operatório. Tenho ciência de que os olhos não 

terão aparência final transparente como um olho normalmente saudável. Todos os exames e 

retornos agendados devem ser cumpridos fielmente para o bom resultado do procedimento. 

Comprometo-me, portanto, a comparecer a todos os exames precisamente NAS DATAS 

MARCADAS pela equipe e a instituir TODAS as recomendações estabelecidas ao paciente, 

incluindo uso do colar protetivo elizabetano durante o período estipulado, bem como todos os 

colírios ou pomadas oftálmicas instituídas e medicações via orais. 

mailto:setoroftalmologiaunesp@gmail.com
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________________________________ 

Responsável 


