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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

Essa tese visa auxiliar em pesquisas futuras sobre a ceratite pigmentar e sua
patogénese, uma vez que a afeccdo é causa de frustracdo no quesito tratamento no
ambito veterinario e, consequentemente, na vida do tutor de cada animal portador da
doenca devido a auséncia de cura conhecida até o momento. O objetivo dessa foi buscar
um possivel tratamento de sucesso e factivel na rotina do Médico Veterinario, a fim de
diminuir o impacto no nimero crescente de pacientes com perda da capacidade visual
ocasionada pela pigmentacao 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 CAES

RESUMO - A ceratite pigmentar em cdes é uma afeccdo que tem se tornado
importante causa de déficit visual e seu tratamento ainda se apresenta insuficiente visto que,
todos os possiveis tratamentos estudados cursam com repigmentacéo da cornea. Objetivou-
se avaliar a eficiéncia do transplante limbal como tratamento da ceratite pigmentar em
cdes. Por meio da avaliacao citologica, investigou-se também a possibilidade de relacao
entre a patogenia da deficiéncia de células epiteliais limbais na patogenia da afeccao.
Seis unidades oculares com ceratite pigmentar de caes foram estudadas, das racas Shih
Tzu e Pug. Dividiram-se em 2 grupos, transplante (GT) e controle (GC). Previamente ao
transplante, amostras citolégicas de impresséo da superficie corneana foram coletadas
em busca de células caliciformes. Realizou-se ceratectomia lamelar para remocao da
camada corneal pigmentada, e as amostras foram enviadas para avaliagao
histopatoldgica. No GT foi aplicada técnica de transplante epitelial limbal simples (SLET)
alégena enquanto GC apenas ceratectomia lamelar. As avaliagbes de melanose, edema
corneano, blefarospasmo, secrecdo ocular, tecido de granulacéo, hiperemia conjuntival e
transparéncia corneana foram qualiquantificados nos dias 0, 14, 28 e 70 pds transplante.
Realizou-se andlise estatistica exploratéria multivariada pela analise paralela de Horn e
inferencial por modelos lineares generalizados multinivel. Comparacédo multipla entre os
grupos foi realizada no posthoc test com o procedimento de Bonferroni. Em ambos o0s
grupos, os maiores valores de melanose foram identificados no periodo pré-operatorio,
com queda em 14 dias pOs-cirurgico e subindo para valor intermediario com 70 dias pos.
Embora a auséncia de diferenca estatistica entre os grupos quanto a melanose, os olhos
do GT apresentaram tendéncia ao aumento do pigmento mais tardiamente em relacéo
ao GC pos cirargico. O GC apresentou aumento de edema corneano com 28 dias de pos
em relac&o ao periodo pré-operatério. O GT obteve menor escore de blefarospasmo com
28 dias pos, enquanto o GC com 70 dias. Presenca de célula caliciforme foi identificada
na citologia de impressdo. Na avaliacdo histolégica, descreveu-se a presenca de
melandcitos pigmentados no estroma superficial, bem como infiltrado inflamatorio
neutrofilico. A evidéncia de célula caliciforme fortifica a possivel associacéo da deficiéncia de
células epiteliais limbais na patogenia da ceratite pigmentar. O transplante limbal alogeno pela
técnica de SLET ndo atingiu o objetivo de solucionar a recorréncia da ceratite pigmentar nos
cdes acometidos.

Palavras-chave: braquicefélicos, células tronco, melanose corneana, SLET aldgena,
superficie ocular



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.



1. INTRODUCAO

A transparéncia corneana € essencial para a manutencao da visdo. Dentre fatores
importantes para sua manutencdo constam a auséncia de vasos sanguineos, o relativo
estado de desidratacéo e o arranjo regular de suas fibras coldgenas (Ledbetter e Gilger,
2013). Alteracbes como neovascularizagdo, fibrose tecidual, infiltrado inflamatorio e
pigmentacdo sdo achados comuns tanto na ceratite pigmentar (PK) quanto na deficiéncia
de células corneanas epiteliais limbais (LSCD), causando dificuldade visual devido a
opacidade. A PK é uma ceratite ndo ulcerativa que se desenvolve rapidamente e de
maneira facilitada em algumas racas braquicefalicas. E resultante da migracdo de
melandcitos perilimbais para a cérnea clara, os quais depositam granulos de melanina
juntamente as células epiteliais (Ledbetter e Gilger, 2013).

Os fatores que sao referidos como causa ou contribuidores para o aparecimento
da PK nos Pugs abrangem irritacdes cronicas por distiquiase, triquiase de prega nasal,
entropio de canto medial e macrobléfaro (Ledbetter e Gilger, 2013). Todavia, evidéncias
de que essas alteracOes influenciam no aparecimento da enfermidade séo vagas
(Labelle, 2013). Contudo, outras possiveis origens foram sugeridas como fator primario
no desenvolvimento da ceratite pigmentar nos Pugs, incluindo a deficiéncia de células
troncos limbais ou fatores genéticos (Labelle, 2013; Sanchez e Daniels, 2015).
Considerando algumas racas braquicefalicas, é descrita prevaléncia de 40% da ceratite
pigmentar. Observa-se que a idade média de manifestacdo da oftalmopatia € de 7,8 anos
nesses animais (Vallone et al., 2016).

A reposicao do contingente celular corneano ocorre a partir da multiplicacdo de
células progenitoras, localizadas no epitélio basal do limbo, regido de transicdo entre a
cérnea e a esclera. Estas células ddo origem as células amplificadoras, localizadas na
camada basal da cérnea, as quais ao se multiplicarem geram as células basais do epitélio
corneano, que se dividem e diferenciam, migrando para a superficie até ocorrer a
descamacdo como é explicado pela teoria XYZ, utilizada com frequéncia em estudos
humanos (Sanchez e Daniels, 2015). O microambiente do limbo € uma composi¢éo
delicada de arranjos estruturais, fatores de crescimento, terminacées nervosas,

pigmentacédo, entre outros, inclusive nédo totalmente elucidados. Toda e qualquer sutil



alteracado neste meticuloso microambiente pode ocasionar a extincdo deste limitado
contingente celular, tal destruicdo causa a LSCD (Puangsricharern e Tseng, 1995),
afeccdo conhecida e estudada em Medicina, porém que carece de estudos na
Veterinaria.

Tanto a PK como a LSCD apresentam, também em comum, a principal de suas
causas, as irritacdes. No caso da PK, causada por inflamacdes cronicas (Ledbetter e
Gilger, 2013). J4 na LSCD, as causas séo divididas em abrupta, como no caso de
acidentes com alcalis ou acidos, ou gradual, como nas irritacdes crénicas que levam a
modificacées no microambiente do limbo (Puangsricharern e Tseng, 1995). Todas as
causas citadas para PK poderia tratar-se de fatores que, em longo prazo, ensejariam
alteracdes no microambiente das células tronco.

Alguns autores hipotetizam que a PK pode se tratar de um tipo de LSCD na
Veterinaria, uma vez que o limbo perde sua capacidade de barreira, permitindo a invasao
corneal por melandcitos e células inflamatoérias (Sanchez e Daniels, 2015). Vallone et al.
(2016) ndo encontraram evidéncia de LSCD via microscopia confocal, em estudo em
braquicefalicos com ceratite pigmentar, porém, referem que a manifestacéo 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 lipidica, apresentaram-se
resultados interessantes onde houve melhora discreta na transparéncia corneana,
embora com um tamanho amostral de apenas trés pacientes. (Montilha et al., 2016).

Visando a possibilidade de prolongar a visdo de cées acometidos pela PK, promover
conforto e uma superficie corneana mais higida, o objetivo foi avaliar, de maneira inédita, a
eficiéncia do transplante limbal como tratamento de elei¢éo para a ceratite pigmentar em caes.
Além disso, investigar se ha associacdo da deficiéncia de células epiteliais limbais na
patogenia da ceratite pigmentar por meio das avaliacdes citologica, em busca de células

califormes, e histopatoldgica dessas células.
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3. CONCLUSOES

Conclui-se que a evidéncia de célula caliciforme na cornea de um cdo com ceratite
pigmentar fortifica a possivel associacao da LSCD em sua patogenia, embora estudos com
um maior n amostral sejam necessarios para confirmacéo desse dado. Além disso, com os
resultados aqui obtidos, o transplante limbal alégeno pela técnica de SLET ndo atingiu o
objetivo de solucionar a recorréncia da ceratite pigmentar nos caes acometidos, embora

tenham apresentado clinicamente aumento da melanose mais tardiamente.
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