SIMONE REZENDE GALVAO

GLANDULA$ SALIVARES LABIAIS DE CAES: )
ESTUDO IN SITU E APOS TRANSPLANTACAO EM OLHOS HIGIDOS
OU PORTADORES DE CERATOCONJUNTIVITE SECA EXPERIMENTAL

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do Programa
de Pés-Graduacdo em Medicina Veterinéria,
para obtencéo do titulo de Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2014



Ficha catalografica preparada pela Se¢ido de Catalogacao e
Classificacdo da Biblioteca Centralda UFV

T

Galvio, Simone Rezende, 1969-
G182¢g Glandulas salivares labiais de caes : estudo in situ e
2014 apos transplantacdo em olhos higidos ou portadores de

ceratoconjuntivite seca experimental / Simone Rezende
Galvio. - Vicosa, MG, 2014.
xii, 70f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Ricardo Junqueira Del Carlo.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Cao - Doengas. 2. Glandulas salivares. 3. C3o. 4.
Olhos. 5. Ceratoconjuntivite. I. Universidade Federal de
Vigosa. Departamento de Veterinaria. Programa de
Pés-Graduagdo em Medicina Veterinaria. I1. Titulo.

CDD 22. ed. 636.7089




SIMONE REZENDE GALVAO

GLANDULAS SALIVARES LABIAIS DE CAES:
ESTUDO IN SITU E APOS TRANSPLANTACAO EM OLHOS HIGIDOS
OU PORTADORES DE CERATOCONJUNTIVITE SECA EXPERIMENTAL

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigcosa, como parte das exigéncias do Programa
de PoOs-Graduacdo em Medicina Veterinaria,
para obtencéo do titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 30 de janeiro de 2014.

¥ //7 4
Pl GO
Dowse Ay & o Al / %//é/

Daise Nunes Queiroz da Cunha / Richard da Recha Filgueiras

s

Lagrcio dos Anjos Benjamin
(Coorientador)

7/ L

R'icarc}é Junqueira Del Carlo
(Orientador)




A DEUS.
A um grande amigo, MEU PAI (in memoriam),
motivo de mais esta conquista.
A minha mae.
Ao Marcelo, meu marido;

e as minhas filhas Isabella e Julia.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, professor Ricardo Junqueira Del Carlo, pelos seus
ensinamentos e aconselhamentos durante toda a minha vida académica e pela grande
competéncia, dedicagdo e empenho em todas as fases deste trabalho. Todo meu respeito
e gratidao.

Ao meu co-orientador, professor Laércio dos Anjos Benjamin, pelo
acolhimento, ensinamentos e sugestfes durante a execucdo e redacdo deste trabalho.
Minha eterna gratid&o.

A professora Andréa Pacheco Batista Borges, por tudo que sempre fez, pelo
carinho, apoio e ajuda imprescindivel na realizacdo deste trabalho. Todo meu respeito e
admiracéo.

Ao professor Fernando Antonio Bretas Viana, pela valiosa contribuigdo no
desenvolvimento deste trabalho.

Ao professor Jodo Carlos Pereira da Silva, pelos conhecimentos e valiosa
contribuicéo neste trabalho.

Ao professor Claudio Cés&onseca, por toda a ajuda no desenvolvimento
deste trabalho.

Aos professores Clovis Andrade Neves, pela colaboracao e Eduardo Paulino da
Costa, pela orientacdo na realizacdo das andlises estatisticas.

A Ophthalmos Industria Farmacéutica Ltda. e Agener Unido-Saide Animal
pelo fornecimento de material necessério para a conducdo deste trabalho.

Aos funcionarios Carmen, Maria José, Adao, Claudio, Claudiprpessoas
fundamentais durante a conducao deste trabalho e amigos importantes em minha vida.

Ao doutorando Carlos Eduardo Real Pereira, do Departamento de Veterinaria,
pela ajuda e importante colaboracao neste trabalho.

Ao doutorando Rafael, do Departamento de Zootecnia, por ter disponibilizado
0 microscoépio de luz utilizado neste trabalho.

Ao amigo Lucas Marcon, pela ajuda na realizacdo das analises estatisticas.

Aos técnicos do Departamento de Biologia Geral, Matheus e Alex, pela
disponibilidade e atengéo.

As colegas e amigas de pds-graduacdo Tatiana, Liana e Kelly, pelo apoio e
colaboracdo. Em especial a Emily, grande amiga e parceira, cuja ajuda foi fundamental

para a concluséo deste trabalho.



Aos amigos Ana Paula, Natalia, Rodrigo, Gustavo, Fabricio, Paulo, Vanessa e
Deise, pela ajuda, que tornou possivel a realizagédo deste trabalho.

A secretaria da pos-graduacdo Rosi, pela amizade, carinho e disposicdo em
ajudar sempre.

Aos professores e funcionarios do Departamento de Veterindria, pelo agradavel
convivio durante todo o meu aprendizado.

Aos animais, minha eterna gratidao.

Ao meu sogro Paulo César, pela importante ajuda e dedicacdo com as netas,
nos momentos em que estive ausente.

Aos meus irméos e cunhado, pelo incentivo.

Ao meu marido Marcelo e as minhas filhas Jdlia e Isabella, pelo apoio e
reconhecimento da importancia deste trabalho.

A minha mae, a quem muito admiro, pelo apoio e presenca sempre constante
em minha vida.

Ao meu pai, pelo apoio e ajuda durante quase toda a execucao deste trabalho.
Apesar de sua partida inesperada, tenho certeza de sua oracdo e de seu orgulho pela

conclusao deste trabalho. Saudades!



BIOGRAFIA

SIMONE REZENDE GALVAO, filha de José Domingos Galvdo e Marilene
Rezende Pinheiro Galvao, nasceu em Vicosa, Minas Gerais, em 15 de outubro de 1969.

Em janeiro de 1994, graduou-se em Medicina Veterinaria pela Universidade
Federal de Vigcosa, Minas Gerais.

Em novembro de 1994, obteve o titulo de Especialista em Clinica e Cirurgia de
Pequenos Animais pela Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

De 1995 a 2000, atuou como Técnica de Nivel Superior do Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

Em julho de 1998, obteve o titulo de Magister Scientiae pela Universidade
Federal de Vigcosa, Minas Gerais.

Em 2008, atuou como professora substituta de Técnica Operatéria no
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

Em agosto de 2009, ingressou no Programa de Pdés-Graduacdo em Medicina

Veterinaria, obtendo o titulo de Doctor Scientiae em janeiro de 2014.



SUMARIO

1 11V P Xeoiiiono
ABSTRACT L. etittt ettt ettt e et e e e e e ettt e e e e e st e e e e e s e b e e e e e e e nnrraees Xivererrns
INTRODUGAO GERAL ..ottt 1
CAPITULQ 1 - ASPECTOS MORFOLOGICOS, MORFQMETRICOS E
HISTOQUIMICOS DAS GLANDULAS SALIVARES LABIAIS DE CAES............... 7
RESUMO ...ttt ettt et e e e e ettt e e e e e e sttt e e e e e s s s sbe e e e e e e e asttaeeeeeeeansnsaeeaeeeeannnnes 7
N IS T I ¥ o 8
IR0 5 1007\ 1T 9
MATERIAL E METODOS ...ttt ettt es st e et ae e e seeeeen s 10
N 14T TP PPPPPPPPPPPPR 10
Coleta e preparo do MALEIIAL ...........euiiiiiiiiiiiie e 10
Avaliac6es morfolégica, morfométrica e histoquimica .............cccoevvvvvvviiiiiiiciieeneennn. 11
FAN P R SIS = LS 1o SRR 12
RESULTADOS ..ottt e e e e e st e e e e e e et e e e e e s s ssae e e e e e e asssbeneaeeeeaannnes 12
PANVZ= [ F=Tot= ol g g o] n 0] (o [ ox= NPT PRERTRRPTPPRP 12
AVAliaCa0 MOMOMELIICA . .....uvvieiiiii i e e e e e 13
AVAliaGa0 NISTOQUIMICA ... ..ueeiiieiiiiiiiiie e 13
DISCUSSAOD ..ottt ettt ettt b ettt b e s e e et et e e s s 13
CONCLUSOES ...ttt bbbttt 16
COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANGA .......coooviieeeeeeeee et 16
AGRADECIMENTOS ...t e e e e e e e e e e e et e e e eaaeeeennns 17
REFERENCIAS ...ttt e et e e 17

CAPI',TULO 2 - TRANSPLANTE DE GLANDQLAS SALIVARES LABIAIS
AUTOGENAS EM CAES: ABORDAGENS CLINICA OFTALMOLOGICA E
HISTOLOGICA EM OLHOS HIGIDOS OU PORTADORES DE

CERATOCONJUNTIVITE SECA QUANTITATIVA EXPERIMENTAL................. 23

1. INTRODUGAO ......oiiieeieeeeeeee ettt ettt ese et e s aae s ae e eaeeaens 24

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 24
2.1. Anatomofisiologia da produgao lacrimal............cccoooiiiiiiiiiiiiii e 24
2.2. Patogénese da ceratoconjuntivite seca quantitativa ................cccoeevvvvviiieieeeeeennn. 26
2.3. Abordagens clinica e cirargica da ceratoconjuntivite seca quantitativa ............. 27

3. OBUIETIVOS ...ttt e e et e e e e e e e e e e e a et e e e e e araaaes 31
T I @ o= 1A V0 T o T=T - L SPTR 31
3.2. ODjJEtiVOS ESPECITICOS ..uvvrriiiiiiiiiiiiiii et e e e e e 31

Vi



4. MATERIAL E METODOS ......oiitiiiiicteieteeiete ettt 32

4.1. AQUISIGAO0 € SeleGB0 dOS ANIMAIS .....ceevviiiiiieieeiee e 32
4.2. GrUPOS EXPEIMENTAIS. ... ..ceverirriiiiiiisiee e e e e eeeeeeeeeeeerar e s e e e e e eeeaeeeeseeesnana s 33
.3 ETAPA L. 34

G I I o =T o F= Tl o1 (0] o L= = L (0] 1 o U 34

4.3.2. ProcedimentO CIFUIQICO ......uuuuuuirrieiirieieeeeeeeeeaaaesassssssssnssnssseseseeeeeeeeeaeaaeeeeaees 35

O B N Y1 ([ T ==Y o] (o] PP 35
4.3.2.2. Obtengao do transSplante ............cooovvviiieiiiiiiiii e 36
4.3.2.3. Sutura do transplante e sitio doador .............cccccciiiiiiiiiiiii e, 36

4.3.3. Procedimentos POS-0PErAtOriOS .......uuuuuuiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeieneininse s e e e e e e e eeaeeeees 37

4.3.4. Avaliagdo clinica do Sitio FECEPLON .......cccei i 37

4.3.5. Avaliacao clinica do Sitio dOadoOr............cccevviiiiiiiiiicceee e, 37

4.3.6. Avaliagdo clinica oftalmolOgiCa..........cooiuiiiiiiiiiiiiiie e 37

4.3.7. AvaliacBes morfoldgica, morfométrica e histoquimica .........cccceeeeeeeeeeeennnn.n. 38
B4, ELAPA 2.ttt e et s 39

4.4.1. Inducdo da ceratoCONJUNLIVIEE SECA ....uuvvrrieeieieeeeeeeeeeeeeeeeeae e e e e e e 39

4.4.1.1. ProcedimentO CIFUIQICO.........uuuieiieeiiiiiieee e e e eiieeee et e e eianaeee e 40
4.4.1.2. Procedimentos POS-0PEratOrioS. .......ccuueiiiuuiieeieeeiiiiiiieeeeeesiiieeeee e e 40

4.4.2. Avaliacao clinica oftalmologica da ceratoconjuntivite seca ......................... 41

4.4.3. Tratamento da ceratoCoNJUNIVItE SECA ..........ccccuuriiriiiiiiiiieiieee e e e e e e e e e 41

4.4.4. Avaliacao clinica do Sitio reCEPLOr ........ccceeiiiiiieeeecce e, 41

4.4.5. Avaliagdo clinica do Sitio dOador ............cooiiiiiiiiiei i 42

4.4.6. Avaliacao clinica oftalmolOgiCa.............uuiiiiiiiiiieeiiiieeee e 42

4.4.7. Avaliagbes morfolégica, morfométrica e histoquimica ...........ccccceeeeiinvnenn.. 42
4.5. ANAIISE ESTALISHICA......cceiii i i i a e 42

LT o =S 1 1 R 1Y B 1 1 TS 43
o0t I L =T o = U O 43

5.1.1. Avaliacao clinica do Sitio reCEPLON .......coiiuiiiiiie e 43

5.1.2. Avaliacao clinica do Sitio dOAdOr ..........ccceiveeiiieeiiiiiiecee e, 43

5.1.3. Avaliacao clinica oftalmolOgiCa..........ooouuiiiiiiiiiiiiie e 43

5.1.4. Avaliagbes morfoldgica, morfométrica e histoquimica .............cccccvvvvvvnnnnee. 45
5.2, B BP@ 2.ttt e e e e 48

5.2.1. Avaliacéo clinica oftalmoldgica da ceratoconjuntivite seca ......................... 48

5.2.2. Avaliagdo clinica do Sitio rECEPION .........ooiiiiiiiiiiiiiie e 48

5.2.3. Avaliacdo clinica do Sitio dOadOr ............coooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 48

vii



5.2.5. AvaliacBes morfoldgica, morfométrica e histoquimica .........cccceeeveeeeeeeennnnn. 52

B. DISCUSSAD ..ottt ettt ettt ettt ettt et e et e e aeavesteste e eseareaaeaee e 54
7. CONCLUSOES ... .ottt ettt ettt eata ettt e s e e s vestestesaesseteeaesaenees 63
8. REFERENCIAS. .......ooitiieiete ettt ettt ettt ettt st et e et eateete e e aneaneene s 64
CONCLUSOES GERAIS......cootiiieee ettt ettt sttt n st neeaaens 70

viii



RESUMO

GALVAO, Simone Rezende, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de 2014.
Glandulas salivares labiais de cées: estudo in situ e apos transplantacdo em olhos
higidos ou portadores de ceratoconjuntivite seca experimentaDrientador: Ricardo
Junqueira Del Carlo. Coorientaddraércio dos Anjos Benjamin.

Foram avaliadas glandulas salivares labiais de cédes in situ e ap0s transplantadas na
conjuntiva da pélpebra superior de olhos higidos ou olhos portadores de
ceratoconjuntivite seca (CCS) experimental. No estudo in situ, glandulas salivares
labiais, juntamente com a mucosa oral, foram removidas de 10 cadaveres de caes
adultos, como peca Unica, no labio inferior esquerdo na regido anatébmica do segundo
dente pré-molar até a borda distal do segundo molar. Amostras das regides rostral,
média e caudal da peca foram processadas para avaliacdes morfolégica, morfométrica e
histoquimica. Para o estudo in vivo, constituido de duas etapas, foram utilizados 10 céaes
adultos, higidos, distribuidos em dois grupos de cinco animais. Na etapa 1, a conjuntiva
da pélpebra superior do olho esquerdo de cinco animais recebeu transglante d
glandulas salivares labiais (TGSL) autégenas, formando o grupo higido/TGSL e o olho
contralateral foi utilizado como controle. Foram avaliados o sitio receptor e o doador,
por meio de estudo clinico, a influéncia do transplante no olho higido, por meio de
exame clinico oftalmoldgico, e na 172 semana ap0s a realizacdo do transplante, os
aspectos morfolégico, morfométrico e histoquimico do tecido glandular. Na etapa 2,
em cinco animais, foi desenvolvido o quadro de CCS experimental no olho esquerdo.
Apoés estabelecimento do quadro clinico oftalmologico de CCS, a conjuntiva da
palpebra superior do olho esquerdo dos animais recebeu o TGSL autégenas, formando o
grupo CCS/TGSL. Foram avaliados o sitio receptor, o sitio doador, a influéncia do
transplante de glandulas salivares labiais autégen@&€8apor meio de estudo clinico
oftalmoldgico, e os aspectos morfolégico, morfométrico e histoquimico do tecido
glandular 17 semanas ap0s o transplante. O TGSL autégenas, com 1,2 cm de extenséo,
foi obtido do labio inferior esquerdo na regido anatdbmica do ultimo pré-molar e
primeiro molar inferioes e foi acondicionado na conjuntiva da palpebra superior. No
estudo in situ, as glandulas salivares labiais foram facilmente palpadas na regido de
coleta, tornando-se mais agrupadas no sentido caudal, e classificadas como glandulas

exécrinas, compostas, tubuloacinosas, mistas, predominantemente mucosas, com



presenca de semiluas serosas envolvendo algumas unidades secretoras mucosas, sendo
seu sistema de ductos formado por ductos intralobulares intercalares e estriados, ductos
interlobulares e ducto excretor principal. Na regido rostral havia menor quantidade de
parénquima em relacdo as demais regides, e o diametro dos acinos se manteve
equivalente nas trés regidésouve reacao positiva ao PAS e ao Alcian blue nas trés
regibes, demonstrando presenca de mucinas neutras, acidas carboxiladas e acidas
sulfatadas.As semiluas serosas apresentaram reacdo positiva ao Xylidine Ponceau,
indicando presenca de proteinas. No estudo in vivo, o TGSL autdgenas com 1,2 cm de
extensdo foi coletado e acondicionado na conjuntiva da pélpebra superior sem
apresentar complicacdes no sitio doador e receptor, respectivamente. Em olhos higidos,
apos o transplante de glandulas labiais, ndo houve aumento (p>0,05) da producdo de
lagrima, nem interferéncia desfavoravel tanto na estabilidade do filme lacrimal quanto
na superficie da cérnea. Os olhos com CCS experimental associados ao transplante
apresentaram resultados clinicos favoraveis, quando comparados aos obtidos apdés
inducdo do quadro, com presenca de secrecao salivar, confirmada pelo teste de Schirmer
| e pela analise histoquimica. A secrecao salivar lubrificou a superficie ocular tornando
favoravel o resultado da avaliacdo das células desvitalizAdaglandulas salivares

labiais transplantadas em olhos higidos apresentaram maior preservacao da arquitetura
histolégica do que em olhos com CCS experimental, sendo que em ambos, 0s

transplantes demonstraram manutencao do padrdo histoquimico.



ABSTRACT

GALVAO, Simone Rezende, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January, 2014.
Dogs’ labial salivary glands: in situ study and after transplantion in healthy eyes or

in eyes presenting experimentally induced keratoconjunctivitis siccaAdviser
Ricardo Junqueira Del Carl@o-adviser: Laércio dos Anjos Benjamin.

Labial salivary glands were evaluated in situ and after being transplanted into the upper
eyelid conjunctiva of healthy eyes or eyes presenting experimentally induced
keratoconjunctivitis sicca (KCS). For in situ study, labial salivary glands together with
oral mucosa were removed from 10 cadavers of adult dogs as one piece from the
anatomic region of the second pre-molar to the distal border of the second molar of the
lower left lip. Samples from the rostral, medial and caudal piece were processed for
morphologic, morphometric and histochemical evaluations. For the in vivo study
constituted of 2 steps, 10 healthy adult dogs were used, distributed in two groups of
five animals each. In the first step, the upper conjunctive eyelid of the left eye of five
animals received autogenous labial salivary gland transplant (LSGT), forming the
healthy/LSGT group and the contralateral eye was used as control. The host and donor
sites were clinically evaluated, the influence of the transplant on the healthy eye with
ophthalmic clinical examination and on thé"Week after the transplant, morphologic,
morphometric and histochemical aspects of the glandular tissue were analyzed. For step
2, in 5 animals KCS was experimentally induced on the left eye. After the ophthalmic
clinical establishment of KCS the upper conjunctive eyelid of the lefokilee animals
receivedautogenous LSGT, forming the KCS/LSGT group. The host and donor sites
were evaluated as well as the influence of the autogenous labial salivary glands on KCS
by ophthalmic clinical examination, and morphologic, morphometric and histochemical
aspects of the glandular tissue 17 weeks after transplant. The 1.2 cm long autogenous
LSGT was obtained from the anatomic region of the last lower pre-molar to the first
molar of the lower left lip and placed in the upper conjunctive eyelid. In the in situ
study, labial salivary glands were easily palpated in the harvest point, becoming better
grouped caudally and classified as exocrine, compound, tubuloacinar, mixed,
predominantly mucous with semilunar serous parts involving some secretory mucous
units, with a duct system formed by striated and intercalated intralobular, ducts

interlobular ductsand main excretory duct. In the rostral region, a lower amount of

Xi



parenchyma existed in relation to the remaining regions and acini diameters remained
the same in the three regions. PAS and Alcian blue positive reaaticthe three
regionswere observed, demonstrating the presence of neutral, carboxylated acid and
sulphated acid mucins. Serous semilunar parts presented positive reaction to Xylidine
Ponceau, indicating the presence of proteins. In the in vivo study, the 1.2 cm autogenous
LSGT was collected and placed in the upper conjunctive eyelid without any
complications for the donor and host sites, respectively. In healthy eyes after labial
gland transplant there was no increase in tear production (p>0.05) nor an unfavorable
interference both on the lachrymal film stability and cornea surface. Eyes with
experimentally induced KCS associated to transplants presented favorable clinical signs
when compared to their clinical presentation after KCS induction, with salivary
secretion confirmed by Schirmer | abg histochemicalanalysis Salivary secretion
lubricated ocular surface making the evaluation of devitalized cells favorable. Labial
salivary glands transplanted in healthy eyes maintained better their histological
architecture than KCS eyes, while in both the transplants maintained their histochemical

patter.
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INTRODUCAO GERAL

A ceratoconjuntivite seca (CCS) ou olho seco € uma condi¢ao clinica comum
em cées (ROCHA, 2012), considerada sindbnimo com deficiéncia lacrimal quantitativa,
associada a producdo inadequada do componente aquoso do filme lacrimal, com
resultante inflamacdo da coérneada conjuntiva (GIULIANO; MOORE, 2007).
Também tem sido definida por deficiéncia quantitativa no componente aquoso do filme
lacrimal ou deficiéncia qualitativa nas suas outras camadas (ALMEIDA et al., 2009).

O filme lacrimal, responsavel pela manutencdo da integridade da superficie
ocular juntamente com os anexos oculares (GIULIANO; MOORE, 2007), é constituido
pelas camadas lipidica, aguosa e mucosa, com interacado fechada entre elas (AGUILAR,
2008; RIBEIRO et al., 2008). Anormalidades em qualquer um de seus componentes
podem alterar a dindmica do fluido lacrimal e comprometer sua funcédo (GIULIANO;
MOORE, 2007).

Na deficiéncia da camada aquosa ocorre aumento da osmolaridade do filme
lacrimal com consequente inflamacdo da superficie ocular (GIULIANO; MOORE,
2007). Desta forma, os sinais clinicos variam em funcdo da gravidade e duracdo da
doenca (OFRI et al., 2009; ROSA et al., 2012).

Diversas etiologias sédo descritas par@@S incluindo agenesia da glandula
lacrimal, deficiéncia lacrimal iatrogénica, adenite lacrimal infecciosa, induzida por
drogas, protusdo da glandula da terceira pélpebra, trauma na regido orbital e
supraorbital, imunomediada, atrofia senil e neurogénica (ALMEIDA et al., 2004,
GIULIANO; MOORE, 2007; HERRERA et al., 2007; MILLER, 2008; ALMEIDA et
al., 2009). Entretanto, como em muitos casos a etiologia ndo pode ser determinada, uma
etiologia imunomediada é assumida (GRAHN; STOREY, 2004; GIULIANO; MOORE,
2007; MILLER, 2008).

O diagnostico € baseado no histérico, sinais clinicos, tempo de ruptura do filme
lacrimal, teste lacrimal de Schirmer | (TLS) com valores inferiores a 10 mmémin,
corantes da superficie ocular (GIULIANO; MOORE, 2007; MILLER, 2008;
WESTERMEYER et al., 2009). O TLS é considerado o teste padrdo para avaliar a
producdo de lagrimas em cées (WILLIAMS, 2005), sendo que o TLS | mensura a
producao lacrimal basal e a reflexa, enquanto o TLS IlI, somente a producao lacrimal
basal (HARTLEY et al., 2006).



A terapia médica é a primeira consideracdo no tratamento da CCS, sendo esta
influenciada pela etiologia, gravidade da doenca e comprometimento do proprietario
com a realizacdo do esquema proposto (GRAHN; STOREY, 2004; GIULIANO;
MOORE, 2007). A terapi@& baseada no emprego de substituto lacrimal, estimulante
lacrimal, agentes antimicrobianos e anti-inflamatorios, de forma isolada ou associada
(GIULIANO; MOORE, 2007).

Técnicas cirdrgicas tém sido descritas na literatura humana envolvendo o
emprego de glandulas salivares, devido a existéncia de semelhancas constitutivas entre
saliva e fluido lacrimal, incluindo osmolaridade e pH (GIULIANO; MOORE, 2007).
Dentre estas técnicas, o transplante de glandulas salivares labiais autégenas tem
remetido a reducéo ou suspensédo do uso de lagrimas artificiais, em funcdo de producéo
salivar local suficiente e estavel (RAUS, 2003; GUERRISSI; BELMONTE, 2004;
SOARES; FRANCA, 2005; GEERLING et al., 2008; GUPTA, 2012; SANT’ANNA et
al., 2012).

Em Medicina Veterinaria, alguns tratamentos cirargicos tém sido empregados,
como a oclusdo do ponto lacrimal (WILLIAMS, 2002; ROSA et al., 2012) e a
transposicdo do ducto da glandula parétida (HERRERA et al., 2007). Entretanto,
limitagbes tém sido associadas a técnica de oclusdo do ponto lacrimal em cdes sem
nenhuma producdo de lagrima (WILLIAMS, 2002) e complicacbes relatadas ao
emprego da transposicdo, como secrec¢do salivar excessiva e dermatite facial
(HERRERA et al., 2007). Estudos recentes (ANGELICO et al., 2011; ROCHA, 2012)
envolvendo transplante de glandulas salivares labiais autdégenas, em cdes com quadro
clinico de CCS, relatam resultados preliminares satisfatorios.

No cdo, as glandulas salivares séo classificadas em maiores e menores, sendo
as primeiras constituidas pelas glandulas parétida, mandibular, sublingual, zigomatica,
localizadas a certa distancia da cavidade oral (BANKS, 1991; DYCE et al., 2004).
Segundo Banks (1991) seu sistema de ductos é constituido pelos ductos intralobular
intercalar e estriado, lobular, intralobar, lobar e excretor.

As glandulas salivares menores sdo compostas pelas glandulas labiais, linguais,
bucais e palatinas e encontram-se localizadas no interior da lamina prépria-submucosa,
em estreita proximidade com o epitélio de revestimento (BANKS, 1991; DYCE et al.,
2004; FRAPPIER, 2006). Constituem-se em formas miniaturizadas das glandulas

maiores, variando entre mucosas, serosas ou mistas (BANKS, 1991; FRAPPIER, 2006),



sendo as glandulas salivares labiais classificadas como glandulas mucosas por Banks
(1991) e como glandulas mistas predominantemente mucosas por Rocha (2012).

A organizacdo das glandulas salivares é semelhante (BANKS, 1991), cujas
unidades secretoras podem ocorrer na forma acinar, tubular ou tubuloacinosas
(FRAPPIER, 2006). Entretanto, nas glandulas salivares menores o sistema de ductos
apresenta-se menos desenvolvido (HAND et al., 1999), ndo sendo os ductos estriados
caracteristicos das mesmas (FRAPPIER, 2006).

Os ductos estriados sdo estruturas grandes dentro dos I6bulos, caracterizados
por estriacbes na por¢cdo basal da célula, resultante da orientacdo perpendicular de
mitocondrias dentro de compartimentos formados pela membrana basal (BANKS, 1991,
FRAPPIER, 2006), sendo importantes no processo secretorio (FRAPPIER, 2006).
Entretanto, estes ductos ndo estdo presentes em glandulas salivares exclusivamente
mucosas (BANKS, 1991).

A despeito de seu nome, as glandulas menores desempenham importante papel
na fisiologia da cavidade oral, sendo que sua secrecéo providencia um fluxo continuo de
fluido e substancias organicas para umedecer e proteger os tecidos (HAND et al., 1999).

Em funcéo do interesse crescente na utilizagdo das glandulas salivares labiais
na terapia da ceratoconjuntivite seca em caes, e da existéncia de coasmférsintes
ao seu tipo de secrecao, torna-se importante o conhecimento do tipo de secrecdo e de
caracteristicas que possam ser utilizadas em sua avaliacdo apds transplantadas.

Este trabalho teve como objetivos descrever aspectos morfofuncionais
referentes as glandulas salivares labiais de cées ie dépois de transplantadas para
olhos higidos ou portadores de ceratoconjuntivite seca quantitativa experimental em

caes.
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CAPITULO 1

Aspectos morfolégicos, morfométricos e histoquimicos das glandulas salivares

labiais de caes

Morphological, morphometric and histochemical aspects of dogs labial salivary

glands

Simone Rezende Galvd®d Ricardo Junqueira Del Carlo' Andréa Pacheco Batista
Borges Laércio dos AnjosBenjamin'

Claudio CésarFonseca Lucas Marcon' Carlos Eduardo Real Pereira

RESUMO

As glandulas salivares labiais, juntamente com a mucosa oral, foram removidas
de 10 cadaveres de cées adultos, como peca Unica, do labio inferior esquerdo na regiao
anatdémica do segundo dente pré-molar até a borda distal do segundo molar. Amostras
das regides rostral, média e caudal da peca foram processadas para avaliacdes
morfolégica, morfométrica e histoquimic#s glandulas salivares labiais foram
facilmente palpadas na regido de coleta, tornando-se mais agrupadas no sentido caudal.
O estudo revelou glandulas exdcrinas, compostas, tabuloacinosas, mistas,
predominantemente mucosas, com presenca de semiluas serosas associadas a algumas
unidades secretoras mucosas, sendo seu sistema de ductos formado por ductos
intralobulares intercalares e estriados, ductos interlobulares e ducto excretor principal.

Na regido rostral havia menor quantidade de parénquima em relacdo as demais regioes,

* Manuscrito submetido a Revista Ciéncia Rural.
' Departamento de Veterinaria, Universidade Federal de Vicosa (UFV), 36570i868a, MG, Brasil.
E-mail: simone.galvao@ufv.btAutora para correspondéncia.



e o diametro dos acinos se manteve equivalente nas trés rétpdes. reacdo positiva

ao PAS e ao Alcian blue nas trés regides, demonstrando presenca de mucinas neutras,
acidas carboxiladas e acidas sulfatadas. semiluas serosas apresentaram reacao
positiva ao Xylidine Ponceau, indicando presenca de proteinas.

Palavras-chave: caracterizacdo glandular; glandula salivar menor; glandula salivar

labial.

ABSTRACT

Labial salivary glands together with oral mucosa were removed from 10
cadavers of adult dogs as one piece from the anatomic region of the second pre-molar to
the distal border of the second molar of the lower left lip. Samples from the rostral,
medial and caudal piece were processed for morphologic, morphometric and
histochemical evaluations. Labial salivary glands were easily palpated in the harvest
point, becoming better grouped caudally. The study revealed exocrine, compound,
tubuloacinar, mixed glands, predominantly mucous with semilunar serous parts
associated with some secretory mucous units, with a duct system formed by striated and
intercalated intralobular ducts, interlobular ducts and main excretory duct. In the rostral
region, a lower amount of parenchyma existed in relation to the remaining regions and
acini diameters remained the same in the three regions. PAS and alcian blue positive
reactions in the three regions were observed, demonstrating the presence of neutral,
carboxylated acid and sulphated acid mucins. Serous semilunar parts presented positive
reaction to Xylidine Ponceau, indicating the presence of proteins.

Key words: glandular characterization; minor salivary glands; labial salivary glands.



INTRODUCAO

As glandulas salivares do céo sao classificadas em maiores e menores, sendo as
primeiras constituidas pelas glandulas parétida, mandibular, sublingual e zigomatica
(BANKS, 1991a; DYCE et al., 2004). Segundo BANKS (1991a), sua via secretora €
constituida pelos ductos intralobular intercalar, intralobular estriado, lobular, intralobar,
lobar e excretor.

As glandulas salivares menores constituem formas miniaturizadas das
glandulas maiores, variando entre mucosas, serosas ou mistas (BANKS, 1991a;
FRAPPIER, 2006). Estdo localizadas no interior da lamina prépria-submucosa, em
estreita proximidade com o epitélio de revestimento, sendo compostas pelas labiais,
linguais, bucais e palatinas (BANKS, 1991a; DYCE et al., 2004; FRAPPIER, 2006). A
organizacdo das glandulas salivares € semelhante, embora ndo seja tdo elaborada nas
menores (BANKS, 1991a), cujas unidades secretoras podem ocorrer na forma acinar,
tubular ou tubuloacinosas (FRAPPIER, 2006). Ja o sistema de ductos, nas glandulas
salivares menores, apresenta-se menos desenvolvido (HAND et al., 1999) e desprovido
de ductos estriados (FRAPPIER, 2006).

As glandulas salivares labiais tém sido descritas como fonte alternativa para
lubrificacdo da superficie ocular em humanos (MURUBE, 1997) e, mais recentemente,
na Medicina Veterinaria (ANGELICO et al., 2011; ROCHA, 2012). Embora o tipo de
secrecdo das glandulas labiais jA esteja estabelecido em humanos (RAUS, 2003;
SOARES & FRANCA, 2005) no céo, ainda existem contradicbes a este respeito, sendo
classificadas como glandulas mucosas por BANKS (1991a) e como glandulas mistas
predominantemente mucosas por ROCHA (2012).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo descrever os aspectos

morfologicos, morfométricos e histoquimicos das glandulas salivares labiais de cées,



que permitirdo caracteriza-las para que possam ser utilizadas e avaliadas depois de

transplantadas para a conjuntiva palpebral.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 10 cdes adultos, machos, sem raca definida, com peso
variando entre 14 e 21 kg, que vieram a 6bito por patologias que nédo influenciaram a

producao de saliva, doados ap0s assinatura de termo de livre consentimento.

Coleta e preparo do material

As glandulas salivares labiais localizadas topograficamente no labio inferior do
antimero esquerdo na regido anatdbmica do segundo dente pré-molar até a borda distal
do segundo molar, juntamente com a mucosa oral, foram dissecadas e removidas,
imediatamente apds o O6bito, como peca Unica que, em seguida, foi seccionada
perpendicular ao seu eixo maior, permitindo coletar uma amostra em cada regido
(rostral, média e caudal).

As amostras foram fixadas em formaldeido a 4% por 24 horas, em temperatura
ambiente, e processadas segundo técnicas histoldégicas convencionais para inclusdo em
parafina. Em seguida, foram obtidos cortes de 5 pm de espessura, em micrétomo de
rotacdo manual (Spencer), que foram montados em laminas e corados com
hematoxilina-eosina para descricdo das caracteristicas morfoldégicas e avaliacao
morfométrica. Para caracterizar o padrao histoquimico foram utilizados os métodos de
Periodic Acid-Schiff (deteccdo de glicoconjugados neutros), Alcian blue pH 2,5

(deteccédo de glicoconjugados acidos carboxilados e sulfatados), Alcian blue pH 0,5
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(deteccdo de glicoconjugados acidos sulfatados) e Xylidine Ponceau (deteccdo de
proteinas).
As laminas foram analisadas em microscopio de luz (Olympus BX50) e as

imagens obtidas com camera acoplada (CMOS), com auxilio de software (TSView).

AvaliacGes morfoldgica, morfométrica e histoquimica

Na avaliacdo morfologica, as caracteristicas das glandulas foram determinadas
principalmente em relacédo a formaetipo de unidade secretora, além do sistema de
ductos.

Na avaliacdo morfométrica foram analisados 10 diferentes campos escolhidos
ao acaso, por animal, em cada uma das regides rostral, média e caudal, para quantificar
0 parénquima e o estroma das glandulas. As mensuracfes foram realizadas em imagens
obtidas com objetiva de 10X, por meio de quantificacdo dos pontos de interseccao sobre
os componentes das glandulas, utilizando gradicula de 90.00@euérea, com 441
pontos de interseccéao.

Para o didametro dos acinos, as mensura¢fes foram realizadas em imagens
obtidas com objetiva de 10X, onde foram avaliados 30 acinos apresentando
caracteristicas tipicas, por animal, em cada uma das regides rostral, média e caudal. Os
indices morfométricos foram determinados por programa de analise de imagens (Image-
Pro Plus 1.3.2, 1994).

A caracterizacdo do padrdo histoquimico da glandula foi baseada nos
componentes organicos das secrecdes das unidades secretoras (acinos e tubulos), sendo
a reacao histoquimica classificada em negativa e positiva. A positividade foi observada
pela coloragcdo magenta para o PAS, azul para o Alcian blue e vermelho-alaranjado para

a Xylidine Ponceau.
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Analise estatistica

Como as variaveis nao atenderam as premissas de normalidade (Lilliefors) e
homocedasticidade (Cochran), mesmo apos as transformacdes apropriadas, os dados
foram submetidos ao teste ndo parameétrico de Kruskal-Wallis. Foi utilizado o programa

Statistica 7.0 e nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Avaliacdo morfologica

As glandulas salivares labiais coletadas no labio inferior do antimero esquerdo
apresentaram-se facilmente palpaveis e mais agrupadas em direcdo caudal. Nas trés
regides avaliadas as glandulas foram observadas profundamente a mucosa de
revestimento da cavidade vestibular, na tinica submucosa, e envolvendo-as estava
presente tecido conjuntivo que se estendia pelo parénquima, dividindo a glandula em
estruturas semelhantes a lobulos (Figura 1A).

As glandulas foram descritas como exocrinas, compostas, tubuloacinosas,
mistas predominantemente mucosas, com presenca de células que constituiam estruturas
semelhantes a semiluas serosas associadas a algumas unidades secretoras mucosas.
Foram observadas diversas unidades secretoras puramente mucosas e algumas
seromucosas. As células secretoras mucosas apresentaram nucleo achatado, localizado
na superficie basal e citoplasma granuloso, enquanto as serosas, em estruturas em forma
de semilua, exibiram nucleo arredondado (Figura 1B).

Foram observados ductos intralobulares revestidos por epitélio simples,
continuo com as unidades secretoras, denominados intercalares (Figura 1C); ductos
intralobulares, de epitélio simples, com células apresentando estriacdes basais,

designados estriados (Figuras 1D, 1E); ductos interlobulares, localizados no septo de
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tecido conjuntivo, apresentando epitélio biestratificado (Figura 1F); e o ducto excretor

principal, com epitélio estratificado.

Avaliacdo morfométrica

Na andlise morfométrta das trés regibes das glandulas salivares labiais
(rostral, média, caudal), a regido rostral mostrou diferenca (p<0,05) nos valores da
quantificacdo do parénquima e estroma em relacdo as demais (Tabela 1). Entretanto,
nenhuma diferenca (p>0,05) foi observada, entre as trés regides, em relacdo ao diametro

dos &cinos (Tabela 1).

Avaliacao histoquimica

Na avaliacdo histoquimica, os acinos mucosos e tubulos que compbem a
unidade secretora apresentaram, nas trés regides, reacdo positiva ao método de PAS
(Figura 2A) e ao Alcian blue com intensidade diferente de reacao entre o pH 2,5 (Figura
2B) e o pH 0,5 (Figura 2C). Ja a reacdo a técnica de Xylidine Ponceau foi negativa
(Figura 2D).

As células que constituiam estruturas semelhantes a semiluas serosas
apresentaram reacao negativa ao Alcian blue pH 2,5 (Figura 2E) e positiva ao Xylidine

Ponceau (Figura 2F).

DISCUSSAO

A facilidade de palpacdo e o agrupamento das glandulas salivares labiais
observados neste estudo recomendam a area do labio inferior, situada entre a regido
anatébmica do 2dente pré-molar e do®2molar inferioes como sitio doador de
glandulas para transplante, como vém realizando ANGELICO et al. (2011) e ROCHA

(2012).
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Envolvendo as glandulas salivares labiais, nas trés regides avaliadas, foi
observado tecido conjuntivo a semelhanca de uma capsula, apesar de BACHA &
BACHA (2003) ndo demonstrarem a presenca de capsula de tecido conjuntivo. A
mesma estrutura foi observada por DANIELS (1984) em glandulas salivares labiais de
humanos e por ROCHA (2012) em céaes.

Este tecido conjuntivo envolvendo e entremeando as glandulas dividindo-as em
porcdes, conferiu as glandulas aspecto semelhante a l6bulos, como descrito por HAND
et al. (1999).

As analises morfoldgicas e histoquimicas permitiram classificar as glandulas
como exdcrinas, compostas, tubuloacinosas, mistas, predominantemente mucosas,
concordando com a classificacdo apresentada por ROCHA (2012). Entretanto, BANKS
(1991a) as descreveu como glandulas mucosas, o que nao procede, pois neste estudo,
além de células mucosas foram observadas outras células que constituiam estruturas
semelhantes a semiluas, com nucleo arredondado, associadas a algumas unidades
secretoras mucosas que sao classificadas como serosas (BANKS, 1991b; HAND et al.,
1999). Assinale-se que estas mesmas estruturas apresentaram padrbes de reacdes
histoquimicas diferentes dos demonstrados pelas células mucosas quando foram
empregados métodos (COOK, 1996) para evidenciar presenca de glicoconjugados
(mucinas).

Com relacéo a via secretora, FRAPPIER (2006) afirmou que ductos estriados
ndo sao caracteristicos de glandulas salivares menores de animais. Entretanto, além de
ductos intercalares, foram observados dentro dos l6bulos das glandulas labiais, ductos
com epitélio simples com estriacbes na porcdo basal da célula que, segundo BANKS
(1991a), sdo denominados ductos estriados em funcdo da presenca de estriacoes

resultantes da orientacdo perpendicular de mitocondrias dentro de compartimentos
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formados pela membrana basal. A presenca de ductos estriados reforca ainda mais a
classificacdo destas glandulas como predominantemente mucosas com presenca de
semiluas serosas, pois, segundo BANKS (1991a) estes ductos ndo estdo presentes em
glandulas salivares exclusivamente mucosas.

A diferenca na quantificacdo morfométrica do parénquima e estroma da regiao
rostral em relacdo as outras regides, identificou menor quantidade de parénquima nesta
regido. Em relacdo a mensuracédo do diametro dos acinos, ndo houve diferenca entre as
trés regibes, mantendo a caracteristica morfolégica das glandulas, independente da
regido, demonstrando o padrdo da estrutura glandular.

A avaliacdo histoquimica das glandulas salivares labiais revelou que elas sdo
PAS positivas e, portanto, secretam glicoconjugados neutros. Elas também exibiram
alcianofilia, ou seja, Alcian blue positivas em pH 2,5, demonstrando que secretam
glicoconjugados acidos, e em pH 0,5, caracterizando a presenca de glicoconjugados
acidos sulfatados em suas secrecoes, a semelhanca da classificacdo estabelecida por
COOK (1996) e MUNYALA et al. (2009).

A diferenca na intensidade de reacéo ao Alcian blue observada no pH 2,5 em
relacdo ao pH 0,5, nas trés regifes, e em todos os animais do estudo, demonstra a
presenca de glicoconjugados acidos carboxilados.

Os glicoconjugados, ou seja, as mucinas salivares secretadas pelas células
mucosas, demonstradas pela andlise histoquimica, atuam como um lubrificante,
mantendo a integridade da mucosa (MUNYALA et al.,, 2009). Para SAMAR et al.
(1995), as mucinas salivares possuem propriedades como baixa solubilidade e altas
viscosidade e adesividade, que as tornam capazes de se concentrar na superficie da

mucosa e providenciar uma barreira efetiva contra a dessecagéo.
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Foram encontrados diferentes glicoconjugados nas glandulas salivares labiais,
aos moldes do observado por COOK (1996), ou seja, eles podem estar presentes como
tipo Unico dentro do tecido ou, mais comumente, como mistura dos diferentes tipos.
Além disso, o padrdo de reacdo foi mantido nas trés regides avaliadas em todos os
animais.

A reacdo positiva para Xylidine Ponceau, demonstrada pelas células que
constituiam estruturas semelhantes a semiluas, representa presenca de proteinas que,
aliada a alcianofilia e ao PAS positivo nas unidades secretoras mucosas, confirmam
unidades secretoras seromucosas nas glandulas salivares labiais de cdes. De forma
semelhante, ALMANSOUR & BASHIR (2007) confirmaram o tipo glandular por meio

de critérios histoquimicos.

CONCLUSOES
O presente estudo permite concluir que as glandulas salivares labiais:

— sdao exadcrinas, compostas, tubuloacinosas, mistas, predominantemente mucosas, com
presenca de semiluas serosas envolvendo algumas unidades secretoras mucosas;

— o sistema de ductos é formado por ductos intralobulares sendo estes intercalares e
estriados, por ductos interlobulares e pelo ducto excretor principal;

— apresentam quantidade menor de parénquima na regido rostral e o didametro dos
acinos ndo se modifica nas trés regides anatdbmicas; e

— secretam mucinas neutras, acidas carboxiladas e acidas sulfatadas, além de proteinas.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA

Metodologia aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal de Vicosa (CEUA/UFV) segundo parécer/a010.
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Figura 1 - Fotomicrografia das glandulas salivares labiais de céo, regido rostral de
coleta. A: Tecido conjuntivo envolvendo a glandula (seta) que se estende para o
parénquima (ponta de seta), dividindo-a em estruturas semelhantes a I6bulos (L). B:
Células constituindo estruturas semelhantes a semiluas serosas associadas a algumas
unidades secretoras mucosas (ponta de seta). C: Ducto intercalar (DIC). D: Ducto
estriado (DE) caracterizado por estriacdes (*) em transicdo para ducto intercalar. E:
Ducto estriado (DE) caracterizado por estriagbes (*) em transicdo para ducto
interlobular. F: Ducto interlobular (DIL). HE. Barras: A: 500 um; B-F: 50 pm.
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Tabela 1 - Valores médios da quantificacdo do parénquima, estroma e do diametro dos
acinos nas regides rostral, média e caudal da &rea de coleta de glandulas salivares labiais

de caes
. Regibes
Locais .
Rostral Média Caudal
Parénquima  328,31+57,0% 348,27+53,2% 356,56+45,40
Estroma 112,69+57,08 92,73+53,27 84,44+45 4D
Acinos 206,52+25,67 211,58+32,99 206,35+29,95

Valores expressos como média + desvio-padréao.
Valores com letras minUsculas distintas sobrescritas nas linhas indicam difered@®) pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis.
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Figura 2 - Fotomicrografia das glandulas salivares labiais de cdo, regido média de
coleta. A: acinos e tabulos, reacéo positiva ao PAS. B: acinos e tabulos, reacéo positiva
ao Alcian blue pH 2,5. C: &cinos e tubulos, reacao positiva ao Alcian blue pH 0,5. D:
acinos e tubulos, reacdo negativa ao Xylidine Ponceau. E: semiluas serosas (seta),
reacado negativa ao Alcian blue pH 2,5. F: semiluas serosas (seta), reacao positiva ao
Xylidine Ponceau. Barras: A-D: 200 um; E-F: 50 um.
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CAPITULO 2

TRANSPLANTE DE GLANDULAS SALIVARES LABIAIS AUTOGENAS EM

CAES: ABORDAGENS CLINICA OFTALMOLOGICA E HISTOLOGICA EM

OLHOS HIGIDOS OU PORTADORES DE CERATOCONJUNTIVITE SECA
QUANTITATIVA EXPERIMENTAL

RESUMO: Foram avaliadas glandulas salivares labiais de cdes usadas como transplante
autdgeno aplicado na conjuntiva da pélpebra superior de olhos higidos e de olhos
portadores de ceratoconjuntivite seca (CCS) experimental. O estudo foi constituido de
duas etapas, utilizando-se 10 cées adultos, higidos, distribuidos em dois grupos de cinco
animais. Na etapa 1, a conjuntiva da palpebra superior do olho esquerdo de cinco
animais recebeu transplante de glandulas salivares labiais (TGSL) autégenas, formando
0 grupo higido/TGSL e o olho contralateral foi utilizado como controle. Foram
avaliados o sitio receptor e o doador, por meio de estudo clinico; a influéncia do
transplante no olho higido, por meio de exame clinico oftalmolégico; e na 172 semana
apos a realizacdo do transplante, os aspectos morfol6gico, morfométrico e histoquimico
do tecido glandular. Na etapa 2, em outros cinco animais foi desenvolvido o quadro de
ceratoconjuntivite seca (CCS) experimental no olho esquerdo. Apos estabelecimento do
quadro clinico oftalmoldgico de CCS, a conjuntiva da palpebra superior do olho
esquerdo dos animais recebeu o transplante de glandulas salivares labiais autdégenas,
formando o grupo CCS/TGSL. Foram avaliados o sitio receptor e o sitio doador e a
influéncia do transplante de glandulas salivares labiais autégenas na ceratoconjuntivite
seca, por meio de estudo clinico oftalmolégico. Ainda, no grupo CCS/TGSL foram
avaliados, os aspectos morfoldégico, morfométrico e histoquimico do tecido glandular,
na 172 semana apos o transplante. Nao foram observadas complica¢des nos sitios doador
e receptor. Apés o transplante de glandulas salivares labiais nos olhos higidos (grupo
higido/TGSL), ndo houve aumento (p>0,05) da producao de lagrima, nem interferéncia
desfavoravel tanto na estabilidade do filme lacrimal quanto na superficie da cérnea. Os
olhos com CCS experimental associados aos transplantes (grupo CCS/TGSL)
apresentaram resultados clinicos favoraveis em relacdo aos obtidos ap6s a inducdo do
quadro. A secrecao das glandulas salivares labiais autdégenas transplantadas para os
olhos com CCS experimental foi confirmada pelo teste de Schirmer | e pela
histoquimica. Na avaliagdo pela Lissamina verde ao longo do tempo, os resultados
foram semelhantes em todas as avaliacdes realizadas a partir da terceira semana. As
glandulas salivares transplantadas para o grupo higido/TGSL apresentaram maior
preservacdo da arquitetura em relacdo ao CCS/TGSL. Em ambos os grupos, 0s
transplantes demonstraram, na avaliacdo histoquimica, manutencdo do padrédo
histoquimico.
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1. INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS) é doenca comum em cdes (ROCHA, 2012),
caracterizada por deficiéncia do componente aquoso do filme lacrimal, com
comprometimento da superficie ocular (GIULIANO; MOORE, 2007). Também tem
sido definida por deficiéncia quantitativa no componente aquoso do filme lacrimal ou
deficiéncia qualitativa nas suas outras camadas (ALMEIDA et al., 2009).

A CCS por deficiéncia quantitativa da camada aquosa do filme lacrimal possui
diversas etiologias (MILLER, 2008) e € a forma mais comum, apresentando variacao de
sinais clinicos em funcdo da gravidade e duracdo (OFRI et al., 2009; ROSA et al.,
2012).

A terapia médica € a primeira consideracao de tratamento, sendo influenciada
pela etiologia, gravidade da doenca e comprometimento do proprietario com a
realizacdo do esquema proposto (GRAHN; STOREY, 2004; GIULIANO; MOORE,
2007).

Na Medicina, o transplante de glandulas salivares labiais autdgenas tem
remetido a reducao ou suspensdo do uso de lagrimas artificiais, em funcao de producéo
salivar local suficiente e estavel (RAUS, 2003; GUERRISSI; BELMONTE, 2004;
SOARES; FRANCA, 2005; GEERLING et al., 2008; GUPTA, 2012; SANT’ANNA et
al., 2012).

Em Medicina Veterinéria, alguns tratamentos cirdrgicos tém sido empregados,
como a oclusdo do ponto lacrimal (WILLIAMS, 2002; ROSA et al., 2012) e a
transposicdo do ducto da glandula parétida (HERRERA et al.,, 2007). Entretanto,
limitacbes e complicacbes tém sido relatadas (HERRERA et al.,, 2007). Estudos
(ANGELICO et al., 2011; ROCHA, 2012) envolvendo o transplante de glandulas
salivares labiais autdgenas em cdes com quadro clinico de CCS, relatam resultados

preliminares satisfatorios.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Anatomofisiologia da producéao lacrimal

O filme lacrimal pré-corneano é uma estrutura trilaminar complexa composta

pelas camadas lipidica externa, aquosa meédia e mucosa interna, sendo essencial na
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manutencdo da saude da superficie da cérnea e conjuntiva (AGUILAR, 2008; RIBEIRO
et al., 2008). Contribui também para a fisiologia normal do estroma ao influenciar o
balanco hidrico entre o estroma e o humor aquoso (AGUILAR, 2008).

A camada lipidica é produzida por glandulas sebaceas modificadas (glandulas
tarsais) localizadas dentro da placa tarsal das palpebras (Figura 1), e é constituida por
triglicerideos, colesterol e alguns lipidios polares (GRAHN; STOREY, 2004) que
retardam a evaporacéo do filme (GIULIANO; MOORE, 2007).

_ Glandula lacrimal

—— Glandulas tarsais

Glandula da terceira
palpebra

Células caliciformes

Fonte: Adaptado de Grahn e Storey (2004).

Figura 1 - Localizagao anatdmica de componentes do sistema lacrimal de c&o.

A camada aquosa da lagrima é secretada pelas glandulas lacrimal e da terceira
palpebra (WILLIAMS, 2008). A glandula lacrimal localiza-se profundamente ao
ligamento orbital e ao processo supraorbital do osso frontal (MILLER, 2008), enquanto
a glandula da terceira péalpebra encontra-se na base da cartilagem da terceira palpebra
(CABRAL et al., 2005) (Figura 1). E constituida por 98,2% de agua e 1,8% de sélidos
(IWATA, 1983). Possui propriedades antibacteriana, lubrificante, além de remover
metabdlitos da superficie da cérnea e da conjuntiva (DAVIDSON; KUONEN, 2004;
GIULIANO; MOORE, 2007).

A camada mucosa € secretada pelas células caliciformes presentes na
conjuntiva (Figura 1), principalmente aquelas localizadas no férnice conjuntival inferior
(GRAHN; STOREY, 2004) e, em menor quantidade, pela glandula lacrimal e pelos
epitélios da conjuntiva e da cérnea (DAVIDSON; KUONEN, 2004). E responsavel pela
aderéncia do filme lacrimal a superficie da cérnea (GRAHN; STOREY, 2004),
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promovendo estabilidade do filme lacrimal (AGUILAR, 2008) e lubrificagdo da
superficie da cérnea (GIULIANO; MOORE, 2007).

2.2. Patogénese da ceratoconjuntivite seca quantitativa

A integridade da superficie ocular € determinada pela acdo do filme lacrimal
pré-corneano, em consonancia com a conformacao e funcédo normal dos anexos oculares
(GIULIANO; MOORE, 2007). O filme lacrimal providencia uma superficie lisa para a
refracdo da luz, nutre a cérnea, possui importante papel no sistema de defesa ocular,
além de ser essencial na manutencdo da transparéncia da cérnea (DAVIDSON;
KUONEN, 2004). Para o desempenho eficaz de sua fun¢édo, seus componentes devem
estar integros e em constante equilibrio (AGUILAR, 2008).

Na CCS, independente do fato da deficiéncia ser qualitativa ou quantitativa, a
hipertonicidade e desidratacdo da superficie da cérnea sdo os eventos fisiopatoldgicos
iniciais (GIULIANO; MOORE, 2007; AGUILAR, 2008).

Na ceratoconjuntivite seca quantitativa ha aumento da friccdo dependente do
movimento palpebral, além de comprometimentos da remocdo de produtos do
metabolismo e da manutencao da umidade da cérnea (GIULIANO; MOORE, 2007). A
deficiéncia da fracdo aquosa aumenta a osmolaridade do filme lacrimal (BARABINO et
al., 2004) que, além de acarretar lesbes epiteliais por desidratacdo e acimulo de muco,
influencia o processo inflamatério na superficie ocular (AGUILAR, 2008) que se torna
a causa e a consequéncia do dano celular, originando um ciclo autoperpetuante de
deterioracdo (STERN et al., 2004). Desta forma, desenvolve-se o quadro clinico de
ceratite, conjuntivite e, em casos crbnicos, vascularizacdo e pigmentacdo da cérnea com
decréscimo da visdo (GIULIANO; MOORE, 2007).

Para Mantelli e Argieso (2008), alteracdes na glicosilacdo das mucinas séo
responsaveis pela perda da capacidade hidrofilica e de lubrificacédo, e pela reducdo na
estabilidade do filme lacrimal. O comprometimento das células epiteliais da cérnea
também interfere com a adesdo da mucina e resulta em desestabilizacdo adicional do
filme lacrimal (GIULIANO; MOORE, 2007).
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2.3. Abordagens clinica e cirargica da ceratoconjuntivite seca quantitativa

A terapia médica € a primeira consideracdo no tratamento da CCS, sendo
influenciada pela etiologia, gravidade da doenca e comprometimento do proprietario
com o0 esquema de tratamento proposto. A terapia envolve o uso de substituto lacrimal e
estimulante lacrimal, além de agentes antimicrobianos e anti-inflamatérios, empregados
de forma isolada ou associada (GIULIANO; MOORE, 2007).

Os lacrimomiméticos sdo substitutos do filme lacrimal que atuam
providenciando lubrificacdo da superficie ocular, estabilidade e manutencédo de filme
lacrimal isotonico (GIULIANO; MOORE, 2007). Sao importantes a composi¢ao, a
concentracdo e o tipo de agente empregado, sendo que os produtos contendo celulose
sdo os mais usados nas desordens aquosas por permanecerem por mais tempo na
superficie ocular em fungédo de sua maior viscosidade (GRAHN; STOREY, 2004). Seu
emprego como terapia isolada, em Medicina Veterinaria, é limitado pela alta frequéncia
de aplicacdes (GIULIANO; MOORE, 2007).

Os lacrimogénicos sdo farmacos de custo elevado, capazes de estimular a
producdo lacrimal, e incluem agentes imunossupressores (ciclosporina, tacrolimus,
pimecrolimus, serolimus), farmacos colinérgicos (GRAHN; STOREY, 2004), fator de
crescimento neural e interferon(RIBEIRO et al., 2008).

A ciclosporina topica é importante no manejo médico, pois grande numero de
casos de CCS é de origem imunomediada (KASWAN; SALISBURY, 1990). Possui
efeito lacrimogénico e propriedade anti-inflamatéria (GIULIANO; MOORE, 2007).
Entretanto, percentagem significativa de casos séo resistentes aos efeitos da
ciclosporina, dentre eles os de origem congénita (HERRERA et al., 2007,
WESTERMEYER et al., 2009), neurogénica e 0s casos crénicos com valores no teste
lacrimal de Schirmer | de 0 mm/min (WILLIAMS, 2002). Em alguns caes, a irritacéo
ocular, a auséncia de retorno da producéao lacrimal a valores no limite de efetividade, e 0
alto custo, proporcional ao longo tempo de terapia, também limitam o emprego deste
medicamento (BERDOULAY et al., 2005).

Novos farmacos imunossupressores, como tacrolimus e pimecrolimus, séo
alternativas viaveis em pacientes que nao respondem ou que apresentem efeitos
indesejaveis a ciclosporina (BERDOULAY et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008).

Rorig (2009) avaliou a eficacia do pimecrolimus na forma de pomada

oftalmica a 0,5%, no tratamento de ceratoconjuntivite seca em 12 caes e observou
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aumento nos valores do teste lacrimal de Schirmer I. Para Ofri et al. (2009), o
pimecrolimus 1% foi mais efetivo no controle da CCS quando comparado a
ciclosporina. Entretanto, Nell et al. (2005) verificaram resposta insatisfatoria em 25% e
moderada em 37,5% dos animais tratados, atribuindo os resultados ao emprego do
farmaco em apenas uma concentracdo, mas também a dano irreversivel na glandula
lacrimal, e a intoler&ncia ao produto em alguns casos.

Berdoulay et al. (2005) avaliando o efeito do tacrolimus 0,02% topico em cées,
verificaram producdo significativa de lagrimas em 83% dos pacientes com CCS
presumidamente imunomediada que mostraram resultados n&o satisfatorios a
ciclosporina. Embora o efeito do tacrolimus seja mais acentuado que o da ciclosporina
guando existe algum remanescente de glandula lacrimal, na auséncia de tecido glandular
ou em estagios avancados de fibrose glandular, nenhum farmaco imunossupressor
aumentara a producao lacrimal (WILLIAMS, 2008).

A pilocarpina é indicada na CCS neurogénica (GRAHN; STOREY, 2004),
frequentemente unilateral e pouco responsiva a ciclosporina (GIULIANO; MOORE,
2007). Sua efichcia depende da presenca de glandula funcional (KLAUSS;
CONSTANTINESCU, 2004). Segundo Grahn e Storey (2004), efeitos colaterais tém
sido associados a sua aplicacao tdépica como hiperemia conjuntival e uveite.

Outrcs farmacos lacrimogénicos (interferane fator de crescimento neural)
também tém sido testados (RIBEIRO et al., 2008). Gilger et al. (1999) observaram
melhora clinica ap0s a administracdo de interfer@m 55% dos cdes com CCS. Da
mesma forma, Coassin et al. (2005) ao empesgar fator de crescimento neural em
cades com CCS, obtiveram melhora clinica e aumento da producéo lacrimal. Entretanto,
mais estudos sdo recomendados para comprovacao de sua eficacia.

A abordagem cirargica da CCS deve ser realizada em pacientes nao
responsivos a terapia médica por periodo minimo de 3 a 6 meses (MILLER, 2008).
Segundo Ribeiro et al. (2008), animais que apresentam baixa resposta ao lacrimogénico
e alto risco anestésico podem se beneficiar da oclusédo dos pontos lacrimais. Entretanto,
Williams (2002) verificou que a técnica tem valor limitado em cées sem producédo de
lagrimas e, para Rosa et al. (2012), a técnica constitui medida auxiliar no tratamento da
CCs.

Peixoto (2013) descreveu o uso da fracdo de células mononucleares (FCM) da

medula 6ssea para o tratamento da CCS canina, conferindo melhora a superficie ocular

28



dos pacientes acometidos. Entretanto, afirma a necessidade de maiores investigacoes
sobre o efeito de plasticidade celular e a acdo anti-inflamatéria da FCM.

As glandulas salivares tém sido exploradas como fonte alternativa para
lubrificar a superficie ocular em humanos desde 1951 (SOARES; FRANCA, 2005),
devido a existéncia de semelhancas constitutivas entre a saliva e o fluido lacrimal
(RAUS, 2003), incluindo osmolaridade e pH (GIULIANO; MOORE, 2007).

Em Medicina Veterinaria, a técnica de transposicdo do ducto da glandula
parétida deve ser considerada em pacientes ndo responsivos a terapia com farmacos
topicos (HERRERA et al., 2007) por periodo minimo de oito semanas (GIULIANO;
MOORE, 2007). A técnica foi aplicada por Herrera et al. (2007) no tratamento de caes
com suspeita de aplasia ou hipoplasia de glandula lacrimal, ndo responsivos a
ciclosporina, tendo sido observada secrecdo salivar excessiva e dermatite facial. Outra
complicagcdo é a obstru¢do do ducto transplantado (TERMOTE, 2003). Além disto, a
natureza serosa da secrecao da glandula pardétida difere da composicao do filme lacrimal
humano (SOARES; FRANCA 2005; CHEN et al.,, 2008). Também, a producado e a
natureza da secrecado salivar humana séo diferentes entre glandulas, e esta diferenca se
manifesta de forma bioquimica e biofisica, como a viscosidade da secre¢cdo (MURUBE,
1997).

Murube (1997) reportou, em humanos, técnicas de transplante de glandula
salivar maior com anastomose vascular, e também transplante de fragmentos sem
anastomose.

Sieg et al. (2000) realizaram, em humanos, a transferéncia microvascular da
glandula submandibular para a regidao temporal, com implantacdo de seu ducto no
férnice conjuntival superior. Estes autores observaram melhor homeostase na superficie
ocular em relacédo as lagrimas artificiais que estavam sendo utilizadas, sem ocorréncia
de secrecédo salivar reflexa. Porém, reportaram alta complexidade e longo tempo de
execucao da técnica.

Nas glandulas salivares labiais em humanos, a secrecdo é descrita como
mucoserosa (RAUS, 2003) ou aquoserosa e mucosa (SOARES; FRANCA, 2005), com
composicdo semelhante a da lagrima. Porém, € mais viscosa e com nivel de lipidios
quatro a cinco vezes maior que de outras glandulas salivares, tornando-a apropriada
para substituir lagrimas naturais (RAUS, 2003). Este ultimo autor observou melhora

clinica em todos os pacientes e presenca de secrecdo viscosa duas a quatro semanas
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apos o transplante de glandulas salivares labiais autdgenas em humanos, para o
tratamento de deficiéncia lacrimal.

O transplante de glandulas salivares labiais autégenas em paciente humano
refratario ao manejo clinico evidenciou, quinze dias apds a cirurgia, reducdo do
desconforto ocular com mudanca da frequéncia de aplicagdo do lacrimomimético
(GUERRISSI; BELMONTE, 2004). Para os autores o resultado foi atribuido & melhor
homeostase promovida pela secrecao salivar.

Soares e Franca (2005) realizaram o transplante de glandulas salivares labiais
autégenas para o tratamento de deficiéncia lacrimal grave em pacientes humanos, e
observaram que 40,5% deixaram de usar lagrimas artificiais e 51,4% reduziram a
frequéncia de uso, sendo a melhora atribuida a presenca das mucinas que aumentam a
viscosidade da “lagrima salivar”.

Transplante de glandulas salivares labiais autdgenas também foi realizado por
Geerling et al. (2008) em pacientes humanos, que verificaram transplantes viaveis e
vascularizados na primeira semana, sendo que a vascularizacdo foi assowéttaa
dos sintomas e aumento da lubrificacdo na superficie ocular.

Gupta (2012) avaliou o transplante de glandulas salivares labiais autégenas no
tratamento de olho seco grave em humanos, com valores iniciais do teste de Schirmer |
iguais a zero. O autor notou melhora no teste e no quadro clinico, com reducdo na
frequéncia do uso de lacrimomiméticos em todos 0s pacientes.

Sant’Anna et al. (2012) também observaram melhora nos resultados do teste de
Schirmer | e no quadro clinico, seis meses ap0s o transplante de glandulas salivares
labiais autdgenas em 14 dos 17 olhos de pacientes humanos analisados.

Embora os sinais clinicos sejam importantes na avaliacdo do transplante, eles
sao imprecisos e, para se conhecer a sobrevivéncia do tecido glandular transplantado e
seu funcionamento, a bidpsia do material e a comprovacdo de acinos funcionantes é a
prova classica (MURUBE, 1997).

Guerrissi e Belmonte (2004) observaram, em humanos, acinos atrofiados,
ducto com contetdo de mucina e infiltrado inflamatério em bidpsia realizada aos trés
meses apos o transplante das glandulas salivares labiais. Sieg et al. (2000) verificaram
tecido acinar normal um ano apdés transplante microvascular de glandula submandibular
em humanos.

A sobrevivéncia de tecido acinar, em avaliacdo histoldgica, foi observada em

humanos por Raus (2003), apos resseccéao parcial do transplante das glandulas salivares
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labiais 18 meses apos a cirurgia, devido a queixa de “olhos lacrimejantes”. De forma
semelhante, Geerling et al. (2008) encontraram glandulas vidveis aos 18 e 36 meses
apos a cirurgia em pacientes humanos, com presenca de minimo infiltrado inflamatorio
aos 36 meses.

Segundo Soares e Franca (2005), a técnica envolvendo transplante de glandulas
salivares labiais constitui procedimento simples, com répida integracdo do tecido ao
leito receptor, minima morbidade do paciente e possibilidade de repeticdo. Entretanto,
foram observadas infeccdo e ptose palpebral definitiva em pacientes com doencas
oculares associadas (SOARES; FRANCA, 2005), necrose parcial do transplante
(GEERLING et al., 2008) e erosao corneana (RAUS, 2003).

Em Medicina Veterinaria, o transplante de glandulas salivares labiais
autdgenas para o tratamento de CCS foi realizado por Angélico et al. (2011) em 16 caes
com intenso comprometimento da cOrnea e ndo responsivos a terapia médica. Os
autores observaram aumento na producdo de “lagrimas” e melhora dos sinais clinicos
em 56,2% dos casos.

Rocha (2012) reportou o transplante de glandulas salivares labiais autégenas,
associado ou ndo a ocluséo cirargica do ponto lacrimal, em cédes com valores de teste de
Schirmer | inferiores a 10 mm/min, e observou melhora clinica significativa em ambos

casos, embora a associacao das duas técnicas nao tenha apresentado vantagens.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o transplante de glandulas salivares labiais autbgenas em um leito
preparado na conjuntiva da palpebra superior em olhos higidos ou com CCS

experimental.

3.2. Objetivos especificos

— Avaliar clinicamente o sitio receptor do transplante de glandulas salivares labiais
autogenas em olhos higidos ou em olhos com ceratoconjuntivite seca experimental,
— Avaliar clinicamente o sitio doador do transplante de glandulas salivares labiais

autogenas em olhos higidos ou em olhos com ceratoconjuntivite seca experimental,
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— Determinar a influéncia do transplante de glandulas salivares labiais autdégenas, em
olhos higidos ou em olhos com ceratoconjuntivite seca experimental, por meio de
avaliacéo clinica oftalmologica; e

— Avaliar morfolégica, morfométrica e histoquimicamente as glandulas salivares
labiais transplantadas em olhos higidos ou em olhos com ceratoconjuntivite seca

experimental.
4. MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais da
Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV) segundo parédgf/a010.

4.1. Aguisicéo e selecéo dos animais

Foram selecionados 10 cées adultos, higidos, machos, pesando entre 14 e 21
kg, sem raca definida, provenientes do canil experimental do Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa, apds avaliacdes clinica e oftalmoldgica.
A avaliacdo oftalmoldgica foi realizada por meio do teste lacrimal de Schitneste
da impregnacao por fluoresceingeste de Jones, Lissamina Vérdempo de ruptura
do filme lacrimal, biomicroscopia com lampada de féndaoftalmoscopia direta
monocular. Avaliagdo clinica da cavidade oral também foi realizada para descartar
processos infecciosos e outras anormalislade

Depois de selecionados, os cdes foram vermifu§astasinados e alojados

em baias individuais, e receberam racdo comercial duas vezes ao dia e agua ad libitum.

! Teste de Schirmer - Ophthalmos. Guarulhos, S&o FBRIo,

2 Fluoresceina 1% - Ophthalmos. Guarulhos, S&o Paulo, BR.

% Lissamina Verde -Ophthalmos. Guarulhos, S&o Paulo, BR.

4 Modelo SL 15- kowa. Tokyo, Japan.

® Oftalmoscopio -Welch Allyn. New York, USA.

® Helfine Plus Cées - Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A. Embu-GuaguaBao8R.

" Canigen CHAPPI/LCv e Canigen R - Bio-Vet S/A. Vargem Grande Paulista, S0 Paulo, BR.
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4.2. Grupos experimentais
Inicialmente foram selecionados cinco caes que fizeram parte da etapa 1.

Posteriormente, cinco cdes foram selecionados e fizeram parte da etapa 2, para

estabelecimento e tratamento da CCS (Figura 2).

2 ETAPAS

Grupo higido/TGSL Grupo CCS/ TGSL
n=5 n=>5

TGSL: Transplante de glandulas salivares labiais, CCS: Ceratoconjuntivite seca.

Figura 2 - Esquema representativo das etapas e respectivos grupos experimentais.

Na etapa 1, o transplante de glandulas salivares labiais autégenas foi aplicado
na conjuntiva da pélpebra superior do olho esquerdo dos cinco animais (grupo
higido/TGSL). Foram avaliados, por meio de estudos clinico e oftalmoldgico, os sitios
doador e o receptor, e a presenca/influéncia do transplante em relagdo ao olho
contralateral (controle). Também, foram analisados os aspectos morfologico,
morfométrico e histoquimico do tecido glandular apds transplante, que foi obtido por
meio de biopsia.

Na etapa 2, em outros cinco animais foi induzida a ceratoconjuntivite seca
apos remocdo das glandulas lacrimal e da terceira palpebra do olho esquerdo dos
animais, conforme técnica descrita por Cabral et al. (2005).

A CCS foi confirmada por avaliagdo clinica e, no sétimo dia, pelo teste
lacrimal de Schirmer I. Nesse momento e até o décimo dia, todos 0s animais passaram a
receber lacrimomimético para deficiéncia quantitativa (carboximetilcelulos® §etd

vezes ao dia. No décimo dia apos a inducdo da CCS, a conjuntiva da péalpebra superior

8 Ophthalmos Industria Farmacéutica. Guarulhos, S&o Paulo, BR.
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do olho esquerdo dos cinco animais recebeu o transplante de glandulas salivares labiais
autdgenas e o colirio continuou sendo instilado por 15 dias, periodo esperado para que o
transplante respondesse. Foram avaliados os sitios receptor e doador e a acdo do
transplante autdgeno na ceratoconjuntivite seca experimental, por meio de estudo
clinico oftalmolégico. Também, foram avaliados o0s aspectos morfoldgico,
morfométrico e histoquimico do tecido glandular apos o transplante, que foi obtido por

meio de biopsia.

4.3. Etapa 1

4.3.1. Preparo pré-operatorio

O preparo da cavidade oral foi realizado por meio de lavagem com solucéo de
gluconato de clorhexidina a 0,13% cada 12 horas, iniciado trés dias prévios ao ato
cirdrgico.

Os animais foram submetidos a jejum prévio e ambos os olhos dos animais do
grupo higido/TGSL foram avaliados pelo teste lacrimal de Schirmer | e foi anotado o
tempo de ruptura do filme lacrimal, antes da administragdo de qualquer farmaco.

Em seguida, foi realizada antibioticoterapia profilatica com enrofloxHc{Bo
mg/kg, IM), medicacdo anti-inflamatéria com meloxic¢arf®,1 mg/kg, SC) e analgesia
a base de sulfato de morfiig0,5 mg/kg, SC).

Os animais foram submetidos & medicacdo pré-anestésica com aceprdmazina
(0,1mg/kg, 1V), inducdo anestésica com propdf¢emg/kg, V) e manutencdo com

isoflurand® em circuito semi-fechado, através de vaporizador calibrado.

® perioGard - Colgate-Palmolive Indistria Ltda. S&o Bernardo do C&@#ipdRaulo, BR.
9 Duotrill 2,5% injetavel Laboratérios Duprat Ltda. Japeri, Rio de JaneR.

1 Maxican 0,2 % injetavel - Ourofino Pet Ltda. Vinhedo, S&o Paulo, BR.

2 Dimorf 10 mg - Cristalia. Belo Horizonte, Minas Gerais, BR.

13 Acepran 1% - Univet S/A Industria Veterinaria. S&o Paulo, SP, BR.

* Propovan 1% - Cristalia. Belo Horizonte, Minas Gerais, BR.

'3 |soforine - Cristalia. Itapira, S0 Paulo, BR.
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4.3.2. Procedimento cirdrgico
4.3.2.1. Sitio receptor

Apés preparo da superficie ocular esquerda com solugdo de iodopovidona
topica® diluida a 0,5% em solucao fisiologica estéril 0:9% palpebra superior foi
invertida e fixada por duas suturas, com fio de poliamid&,4r@nspassando a margem
da palpebra e ancorando na pele proxima a margem da Orbita. Em seguida, anestésico
local sem vasoconstrittr foi injetado no espaco subconjuntival (Figura 3A) para
separar a conjuntiva do plano muscular adjacente e facilitar a dissecacao.

Figura 3 - Imagens fotograficas da transplantacdo de glandulas salivares labiais
autdbgenas na conjuntiva palpebral superior esquerda de céo. A:
Administracdo de anestésico local para separacdo da conjuntiva do plano
muscular adjacente. B: Incisdo na conjuntiva palpebral. C: Transplante
suturado na conjuntiva palpebral. Detalhe: transplante constituido pelas
glandulas salivares labiais e mucosa oral. D: Reposicionamento da
palpebra superior no pds-operatorio imediato.

'® Riodeine- Rioquimica Industria Famacéutica Ltda. S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo, BR

" Solugéo de Cloreto de Sédio 0,9% - JP Industria Farmacéutica Ltda. RPitépS&o Paulo, BR.
'8 Nylon 40 — Shalon Fios Cirtrgicos Ltda. S&o Luis de Montes Belos, Goias, BR.

19 Cloridrato de Lidocaina 2% - Hiporlabor Farmacéutica Ltda. Sabara, Minas Gerais, BR.
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A incisdo na conjuntiva foi realizada na metade da distancia compreendida
entre a margem palpebral e o fornice conjuntival da palpebra superior, em posicao
horizontal (Figura 3B), estendendo-se por aproximadamente 1,2 cm entre o canto nasal
e temporal, criando uma area cruenta, que correspondeu ao sitio receptor. Em seguida,

as margens da ferida foram dissecadas para permitir o acondicionamento do transplante.
4.3.2.2. Obtencéao do transplante

ApOGs preparo da mucosa oral do labio inferior do antimero esquerdo com
solucéo de gluconato de clorhexidina a 0,12%, as glandulas salivares labiais e a mucosa
oral, que originaram o transplante, foram obtidas do labio inferior no antimero esquerdo
na regido anatémica do ultimo pré-molar e primeiro molar inferior, por meio de incisao
eliptica na mucosa oral, aprofundada até o plano muscular, com 1,2 cm de comprimento
e largura e profundidade correspondentes as das glandulas.

Em seguida, o transplante, constituido pelas glandulas salivares labiais e a
mucosa oral, foi dissecado com auxilio de uma tesoura, coletado (Figura 3C - detalhe) e

imediatamente transferido para o sitio receptor previamente preparado.
4.3.2.3. Sutura do transplante e sitio doador

O transplante foi acondicionado no sitio receptor, criado na conjuntiva da
palpebra superior esquerda, com a face glandular em contato com a superficie cruenta.

A conjuntiva palpebral foi suturada a mucosa oral do transplante de forma
continua utilizando fio de poliamida 62 sendo a agulha inicialmente introduzida pela
pele da palpebra superior no sentido da conjuntiva palpebral e ao término da sutura, as
extremidades do fio foram enodadas na pele da palpebra superior (Figura 3C). Em
seguida, os pontos de apoio foram removidos, permitindo o reposicionamento palpebral
(Figura 3D).

O sitio doador foi coberto com flap mucoso de avanco e suturado com pontos

simples separados com fio de acido poliglicélico?-0

29 Nylon 60 — Shalon Fios Cirtrgicos Ltda. S&o Luis de Montes Belos, Goias, BR.
L Acido Poliglicélico 30 — Shalon Fios Cirdrgicos Ltda. S&o Luis de Montes Belos, Goias, BR.
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4.3.3. Procedimentos pés-operatérios

Imediatamente ao final da cirurgia foi realizada uma bandagem ligeiramente
compressiva sobre o olho operado, que foi mantida por 5 dias.

No pés-operatorio, foi realizada antibioticoterapia tépica no olho operado com
cloridrato de ciprofloxacino 0,35% (1 gota, a cada 6 horas), durante 15 dias, e
sistémica com enrofloxacifid (5 mg/kg a cada 12 horas), durante 7 dias. A analgesia
foi estabelecida com sulfato de morfina (0,5 mg/kg, SC, a cada 4 horas) no primeiro dia.
Também foram utilizados diclofenaco séditoomo colirio anti-inflamatério topico (1
gota, a cada 8 horas), durante 15 dias e meloxicam (0,1 mg/kg, SC, a cada 24 horas),
durante 3 dias. As medicacdes com colirios foram realizadas no olho esquerdo com
intervalo de 15 minutos entre os mesmos, conforme recomendacéo de Ofri et al. (2009).

Os animais receberam racdo comercial macia durante os primeiros 7 dias e
permaneceram com o colar de protecdo até a retirada do ponto na palpebra superior, no
15° dia.

4.3.4. Avaliacgao clinica do sitio receptor

A regido receptora foi avaliada diariamente, durante 10 dias, quanto ao aspecto
do transplante (coloracdo e presenca/auséncia de edema), presenca ou auséncia de
qguemose e ocorréncia de complicagdes.

4.3.5. Avaliacdao clinica do sitio doador

ApOs a cirurgia, a regido doadora foi avaliada diariamente, durante 10 dias, em

relacdo a aparéncia, cicatrizacéo e ocorréncia de complicagdes.

4.3.6. Avaliacdo clinica oftalmologica

A avaliacdo pelo teste lacrimal de Schirmer | para mensurar a producédo de

lagrimas no olho que recebeu o transplante de glandulas salivares labiais auggenas,

22 Biamotil - Allergan- Produtos Farmacéuticos Ltda. Guarulhos, S&o Paulo, BR.
%3 Duotrill 50 mg comprimide- Laboratérios Duprat Ltda. Japeri, Rio de JanebR.
24 siill colirio - Allergan- Produtos Farmacéuticos Ltda. Guarulhos, S&o Paulo, BR.
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no contralateral (controle) dos cinco cdes (grupo higido/TGSL), foi realizada,
diariamente, na 12 e 22 semanas e, depois, semanalmente até a 132 semana, com a ultima
avaliacdo ocorrendo na 172 semana. O teste foi realizado sempre no mesmo periodo do
dia, em funcdo de flutuacdes de producdo de lagrima ao longo do dia, no mesmo
ambiente para todos os animais e empregando tiras do mesmo lote.

As avaliagcbes do tempo de ruptura do filme lacrimal para verificar alteragcdes
qualitativas, do teste da impregnacéao por fluoresceina para detectar presenca de ceratites
ulcerativas e do aspecto biomicroscopico da superficie da cornea em relacdo a
ocorréncia de opacidade e vascularizacao, foram realizadas semanalmente em ambos 0s
olhos, durante 13 semanas, com a Ultima avaliagdo ocorrendo na 172 s@mana.
resultado do teste da impregnacdo pela fluoresceina foi classifoagmsitivo ou
negativo e do aspecto biomicroscopico da superficie da cérnea, classificado em normal

ou alterado.

4.3.7. Avaliacbes morfoldgica, morfométrica e histoquimica

Para permitir as avaliacdes morfolégica, morfométrica e histoquimica, na 172
semana apos o transplante, os cinco animais do grupo higido/TGSL foram submetidos a
jejum prévio por 12 horas, feram realizadas antibioticoterapia com enrofloxacino (5
mg/kg, IM) e analgesia com sulfato de morfina (0,5 mg/kg, SC). Em seguida, foram
sedados com acepromazina (0,1 mg/kg, 1V), e a anestesia foi induzida (6 mg/kg, IV) e
mantida com propofol.

Apoés preparo da superficie ocular esquerda com solucdo de iodopovidona
topica diluida a 0,5% em solucdo fisiologica estéril 0,9%, a palpebra superior foi
invertida e um fragmento do transplante de aproximadamente 2 mm de espessura foi
coletado ao longo do seu eixo maior com auxilio de bisturi. Em seguida, o local de
coleta foi suturado com categute cromadd5-€m padrdo simples separado com nés
ocultos. No pés-operatério, foi realizada antibioticoterapia topica com cloridrato de
ciprofloxacino 0,35% (1 gota, a cada 6 horas) e diclofenaco sddico, como colirio anti-
inflamatorio topico (1 gota, a cada 8 horas), durante 7 dias.

O material coletado foi fixado em formaldeido a 4% por 24 horas, em

temperatura ambiente, e processado por meio de técnicas histolégicas convencionais

% CatGut cromado 8- Shalon Fios Cirdrgicos Ltda. S&0 Luis de Montes Belos, Goias, BR.
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para inclusédo em parafina. Em seguida, foram obtidas sec¢des de 5 pm de espessura, em
micrétomo de rotacdo manual (Spencer).

As seccdes foram coradas por hematoxilina-eosina para descricdo das
caracteristicas morfologicas e avaliacdo morfométrica das glandulas. Para caracterizar o
padrdo histoquimico, os seguintes métodos foram utilizados: Periodic Acid-Schiff
(deteccdo de glicoconjugados neutros), Alcian blue pH 2,5 (deteccdo de
glicoconjugados acidos carboxilados e sulfatados), Alcian blue pH 0,5 (deteccdo de
glicoconjugados acidos sulfatados).

As laminas foram analisadas em microscopio de luz (Olympus BX50), e as
imagens obtidas com camera acoplada (CMOS), com auxilio de software (TSView).

Na avaliacdo morfoldgica foi observada a manutencéo ou perda da arquitetura
glandular em relacdo ao parénquima e estroma, além da auséncia ou presenca de
infiltrado inflamatorio, classificado em leve, moderado ou intenso.

Na avaliacdo morfométrica foram analisados 10 diferentes campos por animal,
escolhidos ao acaso, para quantificar o parénquima e o estroma das glandulas labiais. As
mensuracdes foram realizadas em imagens obtidas com objetiva de 10X, por meio de
guantificacdo dos pontos de intersec¢édo sobre os componentes das glandulas, utilizando
gradicula de 90.000 (frde &rea com 441 pontos de interseccéo.

As mensuracdes do diametro dos acinos das glandulas salivares labiais foram
realizadas em imagens obtidas com objetiva de 10X, onde foram avaliados 30 &cinos,
apresentando caracteristicas tipicas, por animal, sendo os indices morfométricos
determinados por meio de programa de analise de imagens (Image-Pro Plus 1.3.2,
1994).

A caracterizacdo do padrdo histoquimico foi baseada nos componentes
organicos das secrec¢des das unidades secretoras (acinos e tubulos), sendo a reacao
histoquimica classificada em negativa e positiva. A positividade destas reacbes foi
observada pela coloragdo magenta para o PAS e azul para o Alcian blue.

4.4, Etapa 2
4.4.1. Inducéo da ceratoconjuntivite seca

Para o estabelecimento da ceratoconjuntivite seca, todos os cées da etapa 2

foram submetidos ao mesmo preparo pré-operatorio descrito na etapa 1, exceto o
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preparo referente a cavidade oral. Da mesma forma, o teste lacrimal de Schirmer | foi
realizado antes da administracéo de qualquer farmaco.
A palpebra superior do olho esquerd@a eegido dorsolateral da orbita dos

cinco animais foram submetidas a tricotomia.

4.4.1.1. Procedimento cirargico

Apoés preparo do campo operatério com solucdo de iodopovidona topica, a
glandula lacrimal foi acessada por meio de incisdo de pele de 3 cm na margem
dorsolateral da orbita e no septo orbital, conforme técnica descrita por Cabral et al.
(2005).

Em seguida, o ligamento orbital foi localizado e parcialmente seccionado, e a
glandula lacrimal, dissecada e removida. Apos remocdo, o ligamento orbital foi
reconstituido com fio de acido poliglicélico03em ponto padrdo “X”. O septo orbital e
o tecido subcutaneo foram suturados em padrdo simples continuo, com fio categute
cromado 5-0, e a pele, com fio poliamida 4-0 em padréo simples separado.

Apbs preparo da superficie ocular esquerda com solucdo de iodopovidona
topica diluida a 0,5% em solugéo fisiologica estéril 0,9%, a glandula da terceira
palpebra foi exposta por meio de incisdo e disseca¢éo da conjuntiva posterior da terceira
palpebra, e removida apdés sua dissecacdo da cartilagem e dos tecidos adjacentes,
conforme Cabral et al. (2005). ApGs remocéo da glandula, a conjuntiva foi suturada com
pontos simples separados invertidos, com fio categute cromado 5-0.

4.4.1.2. Procedimentos pds-operatérios

No pés-operatorio, foi realizada analgesia com sulfato de morfina (0,5 mg/kg,
SC, a cada 4 horas) no primeiro dia e meloxicam (0,1 mg/kg, SC, a cada 24 horas)
durante 3 dias.

Os animais permaneceram com colar de protecéo e a retirada dos pontos foi

realizada no 15°dia.
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4.4.2. Avaliacgédo clinica oftalmoldgica da ceratoconjuntivite seca

Os animais foram avaliados diariamengesinais clinicos de enfermidade
foram representados por hiperemia conjuntival, secrecado ocular e blefaroespasmo. No
7° dia foi realizado o teste lacrimal de Schirmer 1.

A hiperemia conjuntival foi avaliada por meio de escores que variaram de 0 a
3, sendo 0, conjuntiva normal; 1, hiperemia leve; 2, hiperemia moderada; e 3, hiperemia
intensa (MOORE et al., 2001).

Para secrecao ocular, o escore 0 indicou auséncia de muco visivel ou presenca
de filamento de muco claro; 1, corddo de muco ndo aderente; 2, corddo de muco
aderente cobrindo até 25% da cornea; e 3, muco aderente cobrindo acima de 25% da
cornea(Adaptado de MOORE et al., 2001).

O blefaroespasmo recebeu escore 0, quando ausente; 1, para fissura palpebral
75% estreita; 2, fissura palpebral 50% estreita; e 3, fissura fechada, abrindo
ocasionalmente.

Apos a avaliacdo clinica oftalmoldgica realizada no 7° dia, todos os animais
iniciaram o tratamento com lacrimomimético, 6 vezes ao dia, por 3 dias, para preparar a

superficie ocular para realizacao do transplante.

4.4.3. Tratamento da ceratoconjuntivite seca

No 10° dia ap6s a inducdo da ceratoconjuntivite sesaanimais foram
submetidos ao transplante das glandulas salivares labiais autégenas na conjuntiva da
palpebra superior do olho esquerdo formando o grupo CCS/TGSL, seguindo a mesma
técnica e protocolos descritos na etapa 1, acrescido de lacrimomimético nos 15
primeiros dias apés a cirurgia. Também e, de forma semelhante a etapa 1, o teste
lacrimal de Schirmer | foi realizado antes da administracdo de qualquacfarm

4.4.4. Avaliagéao clinica do sitio receptor
A regido receptora foi avaliada diariamente, durante 10 dias quanto ao aspecto

do transplante (coloracdo e presenca/auséncia de edema), presenca/auséncia de quemose

e complicacoes.
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4.4.5. Avaliagao clinica do sitio doador

A regido doadora dos animais do grupo CCS/TGSL foi avaliada diariamente,

durante 10 dias, em relacdo a aparéncia, cicatrizacdo e ocorréncia de complicacoes.

4.4.6. Avaliagéo clinica oftalmolégica

A avaliacdo dos sinais clinicos foi realizada semanalmente durante 13 semanas,
com a ultima avaliagdo ocorrendo na 172 semana, conforme escores ja estabelecidos no
item 4.4.2., e constou dos seguintes sinais de ceratoconjuntivite seca: hiperemia
conjuntival, secrecéo ocular e blefaroespasmo.

A avaliacao oftalmica foi realizada semanalmente durante 13 semanas, com a
tltima avaliacdo ocorrendo na 172 semana, por meio do teste lacrimal de Schirmer |,
Lissamina verde, aspecto biomicroscépico da superficie da cérnea em relacdo a
ocorréncia de opacidade e vascularizacdo classificado em normal ou alterado, teste da
impregnacdo por fluoresceina para ceratite ulcerativa, classificado em positivo ou
negativo. O teste lacrimal de Schirmer | foi realizado conforme descrito na etapa 1.

O teste com Lissamina verde, utilizado para verificar presenca de células
desvitalizadas, foi iniciado na 32 semana e classificado de acordo com a escala de Van
Bijsterveld (1969) utilizada na coloracdo com Rosa Bengala. A superficie ocular foi
dividida em trés regides: conjuntiva bulbar nasal, cérnea e conjuntiva bulbar temporal,
sendo que cada regiao recebeu escore de 0 a 3, de acordo com ordem crescente de

intensidade de coloracgdo.
4.4.7. Avaliacbes morfoldgica, morfométrica e histoquimica

Na 172 semana ap0s o transplante, todos os animais foram submetidos aos
mesmos procedimentos pré-operatérios, de coleta, processamento do material, técnicas
histologicas e histoquimicas, e avaliagdes descritos na etapa 1.

4.5. Andlise estatistica

As variadveis quantitativas foram submetidas aos testes de normalidade

(Lilliefors) e homocedasticidade (Cochran) e, posteriormente, a analise de variancia.
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Quando apresentaram significancia, foi utilizado o teste t (dois tratamentos) e o teste de
Duncan (mais de dois tratamentos). Quando ndo atenderam as premissas de normalidade
e homocedasticidade, mesmo apds as transformacOes apropriadas, os dados foram
submetidos ao teste nao-paramétricdvdamn-Whitney (dois tratamentos) e Kruskal-
Wallis (mais de dois tratamentos). As variaveis qualitativas foram submetidas ao teste
ndo paramétrico Kruskal-Wallis. Todos os testes foram realizados utilizando o

programa Statistica 7.0 e nivel de significancia de 5%.
5. RESULTADOS
5.1. Etapa 1
5.1.1. Avaliacao clinica do sitio receptor

Todos os transplantes apresentaram coloracdo pélida nas primeiras 24 horas
apos a cirurgia. Na avaliacdo realizada apds 48 horas, foram evidenciados edema e
coloracdo semelhante & da &rea de coleta na mucosa oral. A quemose observada em
todos os animais teve duragcdo maxima de seis dias.

5.1.2. Avaliacéo clinica do sitio doador

A aparéncia foi comparavel a uma regido mucosa submetida a trauma cirdrgico

leve, com cicatriza¢do normal e sem ocorréncia de complicacées.

5.1.3. Avaliacéo clinica oftalmolégica

O teste lacrimal de Schirmer |, realizado no olho higido/TGSL e no
contralateral (controle), ndo evidenciou diferenca (p>0,05) no periodo pré-operatério, e
durante todo o periodo de avaliacdo (Figura 4). Nao foram observadas diferencas
(p>0,05) quando foram confrontados os valores para o0 mesmo olho (higido/TGSL ou
contralateral), ao longo de todo o periodo de avaliagéo (Figura 4).

43



w
(3]
J

# Olhos higidos/TGSL

w
o
1

u Olhos contralaterais

= = N N
o ul o 6]
1 1 1 1

Valores médios do Teste lacrimal de
Schirmer | (mm/min)
(03]

o
!

0 1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 17
Semanas

Semana 0 - valor pré-operatério. Valores expressos como médiaalc@udesvio-padrdo (barra). Ndo foram
encontradas diferencas na comparacgao de valores entre 0s tratamergos\paaar os valores no mesmo tratamento
ao longo do tempo.

Figura 4 - Valores médios do teste lacrimal de Schirmer | (mm/min) em olhos
higidos/TGSL e contralaterais de cées, ao longo do periodo experimental.

Com relacdo ao tempo de ruptura do filme lacrimal, foram observadas
diferencas (p<0,05) entre o olho higido/TGSL e o contralateral na 32 e 102 semanas ap6s
a cirurgia, com menores valores para o olho contralateral (Figura 5). Ao analisar os
valores do olho que recebeu transplante ao longo do tempo e do contralateral, também
ao longo do tempo de avaliacdo, foi observada diferenca estatistica apenas no
contralateral na 10% semana em relacao a 22, 42 e 62 semanas (Figura 5).

N&o foram observadas alteracdes nos olhos higidos/TGSL e nos olhos
contralaterais nas avaliagbes pelo teste da impregnacao por fluoresceina e do aspecto

biomicroscopico das superficies das cérneas.
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Figura 5 - Valores médios do tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL) em olhos
higidos/TGSL e contralaterais de cédes ao longo do periodo experimental.

5.1.4. Avalia¢des morfoldgica, morfométrica e histoquimica

Na avaliacdo morfolégica do material biopsiado do transplante de glandulas
salivares labiais autégenas nos olhos higidos (grupo higido/TGSL) foi observado, em
80% dos animais, parénquima glandular com acentuada hipotrofia, algumas regibes com
preservacdo do padrdao morfolégico (Figura 6A) e outras com unidades secretoras
apresentando células cubicas ou pavimentosas associadas a [imen amplo.

No cédo 4 (20% dos animais) foram observadas regides com parénquima
glandular relativamente preservado e, em menor quantidade, regibes com acentuada
hipotrofia (Figura 6B), sendo estas semelhantes as observadas nos demais cdes do
grupo.

Em todas as bidpsias realizadas na 172 semana ap6s o transplante, foi
observado infiltrado inflamatério leve a moderado, com predominio de linfocitos e

macroéfagos, e presenca de grande quantidade de tecido conjuntivo.

45



A: Parénquima glandular com acentuada hipotrofia (circulo vermelhopi@esecom preservagdo do padrédo
morfolégico (*). B: Parénquima glandular relativamente preservado e rdggdeslelimitadas exibindo acentuada
hipotrofia glandular (circulo vermelho). HE. Barras: 150 pm.

Figura 6 - Fotomicrografia das glandulas salivares labiais autdégenas transplantadas para
a conjuntiva palpebral de cées, pertencentes ao grupo higido/TGSL.

Os valores médios da quantificacdo do parénquima e estroma proveniente da
bidpsia dos animais do grupo higido/TGSL estdo representados na Tabela 1. Quando
comparados os valores entre os animais foram verificadas diferencas (p<0,05) entre os
cées 2 e 4, e dos mesmos em relacdo aos demais, sendo que o cdo 4 apresentou a maior
relacdo parénquima e estroma, e o cdo 2, a menor relagéo (Tabela 1). N&o foi observada

diferenca estatistica entre os demais (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores médios da quantificacdo do parénquima e estroma do material
oriundo de bidpsia do transplante de glandulas salivares labiais autégenas
dos caes do grupo higido/TGSL, pertencentes a Etapa 1

Animais Parénquima Estroma
Céo1l 181,4+36,67 259,6+36,67
Céo 2 117,4+37,38 323,6 37,39
Céo 3 159,2+58,49 281,8+58,49
Céo4 254,7+54,92 186,3+54,92
Céo 5 176,1+42,54 264,9+42,54

Média Total 177,76+63,70 263,24+63,70

Valores expressos como média + desvio-padrao.
Valores com letras distintas sobrescritas na mesma coluna indicam diferen9a)pe teste de Duncan.
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Os valores médios da mensuracdo do didmetro de acinos proveniente da
bidpsia dos animais do grupo higido/TGSL sdo apresentados na Tabela 2. Quando
comparados os valores entre os animais, foram verificadas diferencas (p<0,05),

conforme representadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores médios da mensuracao do diametro de acinos presentes no material
oriundo de bidpsia realizada no transplante de glandulas salivares labiais
autdgenas dos caes do grupo higido/TGSL, pertencentes a Etapa 1

Animais Diametro
Cio 1l 98,61+13,08%
Cio 2 143,12+36,61
Cao 3 102,55+24,1%'
Cio 4 116,51+13,8%
Cio5 106,50+25, 36

Média Total 115,08+28,89

Valores expressos como média + desvio-padréo.
Valores com letras distintas sobrescritas na mesma coluna indicam diferen9a)pe teste de Kruskal-Wallis.

A avaliacéo histoquimica realizada no material oriundo de biépsia de todos os

animais, mostrou reacdes positivas aos métodos de PAS e Alcian blue pH 2,5 e pH 0,5
(Figura 7).

A: Reacdo positiva ao PAS. B: Reacao positiva ao Alcian blue pHC2 BReacdo positiva ao Alcian blue pH 0,5.
Barras: 150 pm.

Figura 7 - Fotomicrografia de unidades secretoras das glandulas salivares labiais
autdgenas transplantadas para a conjuntiva palpebral de cdo, pertencente ao
grupo higido/TGSL.
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5.2. Etapa 2

5.2.1. Avaliacéo clinica oftalmolégica da ceratoconjuntivite seca

Os valores do teste lacrimal de Schirmer |, realizado nos olhos esquerdos dos
animais do grupo CCS/TGSL antes do procedimento cirargico de inducdo da CCS,
apresentararsenormais (17,4+2,07 mm/min).

Apoés a inducédo da CCS, a palpebra superior esquerda e conjuntiva palpebral
dos animais pertencentes ao grupo CCS/TGSL apreasrtaredemaciadas nos cinco
primeiros dias e foram observadas hiperemia conjuntival em 100% dos cées, além da
presenca de blefaroespasmo e secrecdo em 80%, sendo esta, presente em 100% deles,
no 6°dia.

No sétimo dia, o teste lacrimal de Schirmer | apresentou valor igual a 0
mm/min em todos os animais. Em 1 animal (20%), foi observada ceratite ulcerativa
superficial, que foi tratada com lacrimomimético, administrado 6 vezes ao dia, como
previsto no experimento, associado a antibioticoterapia topica (cloridrato de
ciprofloxacino 0,35%, 1 gota a cada 6 horas) e anti-inflamatorio tépico (diclofenaco
sédico, 1 gota a cada 8 horas), com remissao dentro de 7 dias.

5.2.2. Avaliacéo clinica do sitio receptor

Todos os transplantes apresentaram coloracdo palida nas primeiras 24 horas.
Na avaliacdo realizada apés 48 horas, apresentaram-se edemaciados e com coloracao
rosada semelhante a da mucosa oral. Todos 0s animais apresentaram quemose apos a
cirurgia, que teve duracdo maxima de oito dias.

A presenca de fio de sutura frouxo foi observada em dois animais no momento

da retirada do ponto, e um deles, apresentou sinais de ceratite ulcerativa superficial.
5.2.3. Avaliacéo clinica do sitio doador
Desde o pOs-operatorio imediato, o sitio doador apresentou-se, em todos o0s

casos, com aparéncia de tecido submetido a trauma cirdrgico leve, com cicatrizagdo

normal e sem ocorréncia de complicacdes.
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5.2.4. Avaliacao clinica oftalmoldgica

Na avaliacdo dos sinais clinicos da ceratoconjuntivite seca, 0s valores
referentes a soma dos escores obtidos para hiperemia, secre¢ao ocular e blefaroespasmo,
observados ap6s a inducdo da CCS (semana zero) e semanalmente para os animais do
grupo CCS/TGSL, encontram-se representados na Figura 8 e Tabela 3. Ao se comparar
os valores obtidos ap6s a inducédo da CCS com os apresentados ao longo das semanas,
foi observada diferenca (p<0,05) apenas na 12 e 22 semana apesar de todos 0s outros

valores médios também terem sido menores (Figura 8).
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dos sinais clinicos

O P N W » 01 O N @
1

Valores médios da soma dos escores

Semana 0: valores ap6s a inducéo da CCS. Letras minUsculas disgtildagado tempo indicam diferenca pelo
teste de Kruskal-Wallis.

Figura 8 - Valores médios da soma dos escores dos sinais clinicos da CCS dos animais
do grupo CCS/TGSL.

Tabela 3 - Valores individuais da soma dos escores dos sinais clinicos dos animais do
grupo CCS/TGSL, pertencentes a Etapa 2, ao longo do periodo
experimental

Animais SO* S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S17

Céo 6 7 1 1 3 4 4 5 5 4 3 3 5 4 5 3
Céo 7 4 0 2 3 3 2 2 2 0 1 0 0 1 1 1
Céo 8 6 0 0 4 2 2 2 2 2 2 1 1 1 2 2
Céo 9 3 1 1 2 3 2 2 1 2 3 3 2 2 2 2
Céo 10 6 1 0 1 1 2 1 1 2 2 3 2 2 1 2

*S0: valores ap6és a indugao da CCS.
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Na avaliagdo pelo teste lacrimal de Schirmer |, foi observado aumento nos
valores a partir da 12 semana no grupo CCS/TGSL (Figura 9).

8_
()
© 7_
g
= 6_
(&)
3
LE 51
@
FE 4
Ov
o .
@)
g5
‘D = i
[
m(l')
8 1. T
o
©
> 0

01 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 17
Semanas

Semana 0: valores obtidos apés a indugdo da CCS. Ausénciaedmnghf pelo teste de Kruskal-Wallis ao se
comparar os valores ao longo do tempo.

Figura 9 - Valores médios do teste lacrimal de Schirmer | (mm/min) dos animais do
grupo CCS/TGSL.

Todos os animais do grupo CCS/TGSL apresentaram secrecao glandular
evidenciada pelo teste de Schirmer I. Em 40% deles, a secrecédo foi evidenciada pela
primeira vez na 12 semana, em 20% na terceira, e o restante, na 42 semana, embora em

quantidades variaveis entre animais e a cada semana (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores individuais do teste lacrimal de Schirmer | (mm/min) dos animais do
grupo CCS/TGSL pertencentes a Etapa 2, ao longo do periodo experimental

Animais SO* S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S17

Céo 6 0 0 0 0 1 4 4 2 0 2 3 1 3 4 4
Céo 7 0 0 0 0 1 1 2 0 0 0 0 0 1 0 3
Céo 8 0 0 0 4 2 5 7 7 4 5 4 2 3 1 2
Céo 9 0 2 3 2 3 5 6 4 7 5 4 3 8 8 9
Céo 10 0 1 2 3 3 6 7 7 6 5 6 7 6 3 4

*S0: valores apo6s a indugéo da CCS.
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Na avaliacdo pela Lissamina verde, nao foi observada diferenca (p>0,05) na
impregnacdo pelo corante no grupo CCS/TGSL ao longo do periodo de avaliacdo
(Figura 10) e os valores individuais dos escores da Lissamina verde estao representados

na Tabela 5.

Valores médios dos escores da
Lissamina verde
N
(6)]

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 17
Semanas

Auséncia de diferencas pelo teste de Kruskal-Wallis ao comparar os valoregaadddempo.

Figura 10 - Valores médios dos escores da Lissamina verde dos animais do grupo
CCS/TGSL.

Tabela 5 - Valores individuais dos escores da Lissamina verde dos animais do grupo
CCSI/TGSL pertencentes a Etapa 2, ao longo do periodo experimental

Animais S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11  S12 S13  S17
Céo 6 3 2 3 3 3 2 2 2 3 3 3 3
Céo 7 3 5 3 3 3 2 2 2 2 3 3 2
Céo 8 2 4 3 2 3 4 2 4 2 2 2 2
Céo 9 2 2 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2
Céo 10 2 2 3 3 3 3 2 3 2 2 2 2

Com relacdo ao aspecto biomicroscopico da cérnea, ndo foram observadas
opacidade e vascularizagdo nos animais do grupo CCS/TGSL, referentes a progressao
do quadro de CCS. Também néo foi observada alteragcdo nos animais pelo teste da
impregnacdo por fluoresceina. Entretanto, na 22 semana de avaliacdo, foi encontrada

ceratite ulcerativa superficial em um animal.
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5.2.5. Avalia¢des morfologica, morfométrica e histoquimica

Na avaliacdo morfolégica, em 80% dos animais do grupo CCS/TGSL foi
observada hipotrofia acentuada do parénquima glandular, regides com unidades

secretoras apresentando células cubicas ou pavimentosas associadas a limen amplo e

regides com preservacao do padrdo morfologico (Figura 11A).

A: Parénquima glandular com acentuada hipotrofia, unidades secretonasétdas cuibicas ou pavimentosas
associadas a limen amplo (seta vermelha) e regides com presatwagddrao morfoldgico (¥). B: Parénquima
glandular hipotrofiado, mas com preservagéo da arquitetura histolégica (estrela)rid&. B0 pum.

Figura 11 - Fotomicrografia das glandulas salivares labiais autégenas transplantadas
para a conjuntiva palpebral de cédes do grupo CCS/TGSL.

No céao 9 (20%) foi observado parénquima glandular hipotrofiado, mas com
preservacdo da arquitetura histolégica (Figura 11B).

Em todos os animais do grupo foi observada presenca de infiltrado
inflamatério, leve a moderado, com predominio de linfécitos e macréfagos, e presenca
de grande quantidade de tecido conjuntivo.

Na morfometria, os valores da quantificagdo do parénquima e estroma do
material de bidpsia dos animais do grupo CCS/TGSL estéo representados na Tabela 6.

Quando comparados os valores da quantificacdo do parénquima e estroma
entre os animais do grupo CCS/TGSL, foi verificada diferenca (p<0,05) do cdo 9 em
relacdo aos demais (Tabela 6). Ainda, diferenca estatistica foi observada entre os caes 6
e 7, assim como, entre os cdes 7 e 8 (Tabela 6).
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Tabela 6 - Valores médios da quantificacdo do parénquima e estroma do material
oriundo de bidpsia do transplante de glandulas sabVabidas autdgenas

dos caes do grupo CCS/TGSL pertencentes a Etapa 2

Animais Parénquima Estroma
Cio 6 104,60+34,30 336,40+34,30
Cao 7 156,20+51,48 284,80+51,48
Cao 8 115,10+45,31 325,90+45,3%
Cao 9 196,30+32,67 244,70+32,67
Ciao 10 129,60+48,18 311,40+48,18%

Média Total 140,36+52,97 300,64+52,97

Valores expressos como média + desvio-padréo.
Valores com letras distintas sobrescritas nas colunas indicam diferenca (p<0,0&3tpedle Duncan.

Os valores da mensuracdo do diametro de acinos presentes no material de
biépsia dos animais do grupo CCS/TGSL estéo representados na Tabela 7.

Os dados de comparacdo dos valores dos diametros dos acinos, entre 0s
animais do grupo CCS/TGSL estao representados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores médios da mensuracdo do didmetro de acinos presentes no material
de biopsia do transplante de glandulas saskabids autégenas dos caes
do grupo CCS/TGSL pertencentes a Etapa 2

Animais Diametro
Cao 6 114,96+32,7¢
Cio7 127,99+28,48
Cio 8 123,60+24,6%
Cio 9 61,07+13,98
Cao 10 94,89+37,58

Média Total 106,73+37,26

Valores expressos como média + desvio-padrao.
Valores com letras distintas sobrescritas na mesma coluna indicam difereéh@&)pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Com relacdo a avaliagcdo histoquimica, realizada no material oriundo de biopsia

de todos os animais do grupo CCS/TGSL foi observada reagdo positiva ao método de
PAS, e ao Alcian blue pH 2,5 e pH 0,5 (Figura 12).

A: Reacdo positiva ao PAS. B: Reacdo positiva ao Alcian blue pHC2 Beacdo positiva ao Alcian blue pH 0,5.
Barras: 150 pm.

Figura 12 - Fotomicrografia de unidades secretoras das glandulas salivares labiais
autdgenas transplantadas para a conjuntiva palpebral de cédo pertencente ao
grupo CCS/TGSL.

6. DISCUSSAO

A técnica cirtrgica envolvida no transplante de glandulas salivares labiais é
simples e de facil execucdo, assim como observado nos procedimentos descritos na
literatura humana (RAUS, 2003; SOARES; FRANCA, 2005; GEERLING et al., 2008)

e na Medicina Veterinaria (ANGELICO et al., 2011; ROCHA, 2012).

As glandulas salivares labiais transplantadas nos animais do grupo
higido/TGSL (Etapa 1) e do grupo CCS/TGSL (Etapa 2) foram obtidas do labio inferior
no antimero esquerdo, na regido anatdbmica do ultimo pré-molar e primeiro molar
inferior, por constituir regido de mais facil acesso, com maior quantidade de parénquima
em relacdo a regido rostral, determinada como regido média no estudo das glandulas in
situ (GALVAO et al., s.d.). Porém, Angélico et al. (2011) optaram pela regido proxima
a comissura labial como local de coleta das glandulas salivares, mesmo sem ter feito
avaliacdo histoldgica in situ, e Rocha (2012) utilizou a regido anatémica ao lado dos

dentes pré-molares inferiores.
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A palpebra superior foi escolhida como local receptor do transplante para
manter a localizagcdo anatdomica mais relacionada com a glandula lacrimal, apesar de
apresentar maior mobilidade que a palpebra inferior, segundo Gelatt et al. (2006). N
literatura humana sao descritas a palpebra superior e inferior como possiveis sitios
receptores para o transplante (MURUBE, 1997; RAUS, 2003; SOARES; FRANCA,
2005; GEERLING etla 2008; GUPTA, 2012; SANT’ANNA et al., 2012).

Neste estudo foi realizada sutura com fio inabsorvivel em padrdo simples
continuo, com as extremidades enodadas na pele, conforme descrito por Soares e Franca
(2005) e recomendado por Geerling et al. (2008). Apesar da maior mobilidade da
pélpebra superior e do padréo continuo de sutura representarem maior risco de perda do
transplante, ndo foi observado qualquer tipo de perda, a semelhanca dos resultados de
Gupta (2012), ao utilizar padrédo continuo com nés ocultos e fio absorvivel nas
pélpebras superior e inferior, em humanos. Diferindo, entretanto, do resultado de Rocha
(2012), que observou perda parcial de 1 em 27 transplantes realizados na pélpebra
superior de caes, ao utilizar padréo continuo e fio absorvivel.

Ainda com relacdo a técnica cirurgica, Angélico et al. (2011) realizaram sutura
com fio absorvivel em pontos simples separados invertidos para evitar lesbes corneanas.
Entretanto, no 7° dia ap0s a cirurgia foram observados trés casos de ceratite ulcerativa
superficial em 16 animais que receberam o transplante. Ja, Rocha (2012) em um caso
apos deiscéncia da ferida cirargica, ao empregar sutura continua. Neste estudo, foram
evidenciados sinais de ceratite ulcerativa superficial em um cdo do grupo CCS/TGSL
que pode ser imputada ao atrito ocasionado pelo fio cirargico que se encontrava frouxo.

Embora Geerling et al. (2008) recomendem a retirada da sutura aos 15 dias, 0
achado de sutura frouxa nessa época e, portanto, sem funcgéo, reforca a possibilidade de
retirada mais precoce. Segundo Melo et al. (2009), em transplante da mucosa oral
autégena para a conjuntiva palpebral de cées, pontos foram removidos aos 7 dias,
devido a 6tima receptividade. Para Pereira (2004), a cicatriza¢do por primeira intencao
acontece em torno de 10 dias.

Em humanos, foi sugerida a aplicacdo de lente de contato terapéutica até
completa reabsorcdo da sutura, para evitar danos no epitélio corneano, especialmente
em transplantes na palpebra superior (RAUS, 2003; GEERLING et al., 2008) ou,
realizacdo de duas suturas continuas paralelas envolvendo a submucosa, e extremidades
enodados na pele, o que reduz a quantidade e duracdo do edema pos-operatorio
(GEERLING et al., 2008).
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Segundo Soares e Franca (2005) e Geerling et al. (2008), deve ser estabelecido
um bom contato entre o transplante e o sitio receptor para proporcionar répida
revascularizacédo e fornecimento de oxigénio aos tecidos transplantados. Desta forma,
buscou-se a implantacdo do transplante em contato direto com a musculatura local, e
optou-se por nao utilizar farmacos vasoconstritores no sitio receptor.

Todos os transplantes realizados nas etapas 1 e 2 (grupo higido/TGSL e grupo
CCS/TGSL, respectivamente), nas primeiras avaliacdes, exibiram coloracdo palida,
tornando-se, posteriormente, edemaciados e assumindo coloracdo semelhante a
observada no local de coleta, como relatado nos experimentos de Soares e Franga
(2005), Geerling et al. (2008) e Angélico et al. (2011). Para Soares e Franca (2005), a
rapida recuperacao da coloracdo no leito receptor e a lubrificacdo ocular referendada
pela melhora clinica, evidenciam a integracao do transplante.

Os achados deste estudo sdo semelhantes as trés fases descritas por Lofégo
Filho et al. (2006) em relacdo a integracao dos enxertos autdlogos de pele em humanos,
com uma fase inicial de embebicdo plasmatica, posteriormente retornando a coloracao
normal nas fases seguintes (fase inosculatéria e de revascularizacéo). Assim, e de forma
semelhante ao relatado por Raus (2003) e Geerling et al. (2008), foram obtidos
transplantes clinicamente viaveis e revascularizados dentro de uma semana. Segundo
Geerling et al. (2008), a revascularizacdo estad associada a melhora dos sintomas e
aumento da lubrificacdo da superficie ocular.

A colocacao de bandagem, ligeiramente compressiva, sobre o olho dos animais
que receberam transplante (grupo higido/TGSL e grupo CCS/TGSL), mantendo as
palpebras fechadas, como recomendado por Raus (2003) e Geerling et al. (2008),
possivelmente contribuiu para a integracdo, pois reduziu a mobilidade palpebral e
preveniu sangramento.

De maneira diferente a relatada por Soares e Franca (2005) e Geerling et al.
(2008), em nenhum dos transplantes realizados foram observadas necrose ou infecgéo
do tecido transplantado, o que permite inferir a eficiéncia da técnica empregada, que
favoreceu a revascularizacao do transplante e da antibioticoterapia.

A quemose observada no sitio receptor de todos os animais que receberam
transplante, esteve presente por 6 e 8 dias nos grupos higido/TGSL e CCS/TGSL,
respectivamenteg também foi descrita por Soares e Franca (2005) e Angélico et al.

(2011), e pode ser atribuida ao trauma cirurgico e a presencga do material transplantado.
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N&ao foram observadas intercorréncias nos sitios doadores em ambas as etapas,
a semelhanca do relatado por Raus (2003) e Geerling et al. (2008) em humanos, apos
remocao de transplantes de maior tamanho, sem a realizacdo de sutura, com cicatrizacéo
ocorrendo no periodo de 2 a 4 semanas. Infere-se a importancia da sutura, que contribui
para restabelecimento precoce e diminuigdo do trauma ocasionado pela interferéncia do
céo.

Com relacdo aos resultados das avaliacdes clinicas oftalmoldgicas, nao foi
observada diferenca entre os valores obtidos para os olhos higidos/TGSL e os
contralaterais, e para os mesmos olhos ao longo do tempo, no teste lacrimal de Schirmer
l.

Guerrissi e Belmonte (2004) também nédo observaram aumento significativo
nos valores do teste em paciente humano submetido ao transplante de glandulas
salivares labiais autdgenas para tratamen CCS. Segundo Sant’Anna et al. (2012), o
teste lacrimal de Schirmer | pode apresentar valores subestimados em funcdo da
secrecao salivar ser mais viscosa que a lagrima, interferindo na absorcéo pelo papel. E
possivel inferir também que em olhos com producéo lacrimal normal, como nos animais
do grupo higido/TGSL, pequeno aumento no teste lacrimal de Schirmer |, oriundo da
producao de saliva pelo transplante, pode néo ser significativo.

Com relacdo ao tempo de ruptura do filme lacrimal, ndo houve diferenca
estatistica entre os valores obtidos nos olhos higidos/TGSL (Etapa 1) e nos
contralaterais, exceto na 32 e 102 semana. Independente do fator que tenha ocasionado
esta flutuacdo em relacdo ao normal, ocorrido na 32 semana no olho contralateral, e na
102 semana em ambos os olhos, acredita-se que a presenca de mucinas na secrecao das
glandulas salivares labiais tenha conferido maior estabilidade para o filme lacrimal do
olho higido/TGSL em relagcdo ao contralateral, permitindo menores alteracdes em
relacdo ao valor normal. Também, para Maggs (2008) o tempo de ruptura do filme
lacrimal, avalia a quantidade e qualidade das mucinas presentes.

Segundo Moore et al. (1987), o tempo normal de ruptura do filme lacrimal é de
20 segundos ou mais e, embora na 32, 52, 112 e 122 semanas o olho contralateral, e na 102
semana ambos os olhos tenham apresentado valores menores do que o normal, 0s
mesmos ndo estavam associados a outros sinais oftalmolégicos e nem inferiores a 15
segundos, sendo que para Moore e Collier (1990), alteracdes qualitativas no filme

lacrimal ocorrem com valores menores que 5 segundos.
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As auséncias de positividade para a ceratite ulcerativa no teste da impregnagéo
por fluoresceina, e de opacidade e vascularizacdo no aspecto biomicroscépico da
superficie da coérnea, observadas no grupo higido/TGSL, permitem inferir que a
presenca fisica e a funcionalidade da glandula ndo alteraram desfavoravelmente a
estabilidade do filme lacrimal e a superficie da cornea durante o periodo avaliado.

Na avaliagdo morfolégica, as glandulas salivares labiais apresentaram
arquitetura histolégica parcialmente preservada 17 semanas apoés transplantacdo no
grupo higido/TGSL (Etapa 1), confirmada pela presenca de quantidade variavel de
preservacdo do padrdo morfoldgico, regibes hipotrofiadas, outras com unidades
secretoras com células cubicas ou pavimentosas associadas a lumen amplo e presenca
de tecido conjuntivo em maior quantidade.

Houve revascularizacdo precoce do tecido glandular, na medida em que os
constituintes, parénquima e estroma, apresentavam-se viaveis 17 semanas ap0s o
transplante, o que ndo ocorreria na auséncia da revascularizagéo, conforme informagoes
de Nunes et al. (2013), que realizaram transplante autdgeno de érgados parenquimatosos.
Os transplantes glandulares aplicados de forma livre sdo dependentes de difusdo de
nutrientes e do surgimento de novos vasos sanguineos. Desta forma, um leito receptor
ricamente vascularizado influencia positivamente a sobrevivéncia do transplante
(MOTA et al., 1999). Segundo Soares e Franca (2005), as glandulas salivares labiais
autdgenas foram acondicionadas sobre o plano muscular constituido de estruturas
ricamente vascularizadas.

A fibrose ea hipotrofia glandular também foram descritas em transplantes
glandulares de forma livre (MOTA et al., 1999; MOTA et al., 2004; VASCONCELLOS
et al., 2008), e podem ser parte do processo de incorporagdo do transplante de forma
livre, sendo possivelmente influenciadas pela revascularizacéo.

Segundo Kumar et al. (2010), respostas adaptativas ocorrem em funcao de
mudancas no ambiente e podem ser devidas a perda da inervacdo, reducdo do fluxo
sanguineo e nutricdo inadequada.

Nos animais do grupo higido/TGSL (Etapa 1) foi observado infiltrado
inflamatorio leve a moderado, com predominio de lindSce macrofagos cuja presenca
pode estar relacionada a degradacao tecidual, com o que concordam Mota et al. (1999).

Com relacdo a avaliagdo morfométrica do material biopsiado do grupo
higido/TGSL, foram observados menores valores da quantificacdo do parénquma e d

mensuracao do didmetro dos acinos em comparacdo com os obtidos no estudo das
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glandulas in situ (GALVAO et al., s.d.), confirmando os achados morfolégicos de
fibrose e de hipotrofia glandular, respectivamente.

Na morfometria realizada no material oriundo do grupo higido/TGSL, foi
observada maior relacdo parénquima e estroma no cado 4 em comparacdo com 0S outros
animais do grupo. Em contrapartida, foi observada menor relacdo no cédo 2, também
comparada aos animais do grupo. Possivelmente, estas respostas sejam individuais,
sendo que padrdes variaveis de respostas dentro do mesmo grupo também foram
descritos por Vasconcellos et al. (2008), ao awatianorfologicamente transplantes de
orgaos parenquimatosos.

Com relagcdo ao didmetro dos &cinos observados nos animais do grupo
higido/TGSL, nao foi constatada diferenca entre os cées 2 e 4, provavelmente porque no
cao 2 estavam presentes regides com unidades secretoras apresentando células cubicas
ou pavimentosas associadas a lumen amplo, que contribuiram para os valores
encontrados.

As avaliacfes histoquimicas demonstraram que além da arquitetura histolégica
parcialmente preservada em todos os transplantes realizados no grupo higido/TGSL, as
glandulas mantiveram a viabilidade funcional, na medida em que foram observadas
respostas positivas aos corantes empregados.

Desta forma, a capacidade funcional da glandula labial autégena transplantada
em olhos higidos (grupo higido/TGSL) foi preservada, embora quantitativamente menor
quando comparada & das glandulas in situ (GALVAO et al., s.d.). Qualitativamente,
pode ser inferido que houve manutencao do perfil da secrecéo glandular, pois houve o
mesmo padrdo de resposta observado em estudo anterior com glandulas in situ
(GALVAO et al., s.d.

Moore et al. (2001) verificaram, na 22 semana apés remocéao bilateral da
glandula lacrimal e da glandula da terceira palpebra, em modelo de CCS em cées,
hiperemia conjuntival e acimulo de muco, e iniciaram o tratamento topico com
ciclosporina a 2% nesta data. J& Kern et al. (1988), observaram evidéncias clinicas de
CCS no 7° dia pos-operatorio na maioria dos animais, apdés remocdo de ambas as
glandulas. Na etapa 2 deste estudo, a CCS induzida com os mesmos procedimentos
cirdrgicos descritos por Kern et al. (1988) e Moore et al. (2001), resultou em sinais
clinicos semelhantes na avaliagdo realizada no 7° dia (blefaroespasmo, hiperemia e

secrecéo), apresentando valores iguais a 0 mm/min no teste lacrimal de Schirmer I.
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O teste lacrimal de Schirmer I, realizado antes da inducdo da CCS, apresentou
valores normais, confirmando auséncia de alteragBes anteriores a inducdo. Os sinais
clinicos aferidos apés a inducéo da ceratoconjuntivite seca foram utilizados como dados
iniciais para avaliacdo do transplante (grupo CCS/ TGSL).

No grupo CCS/TGSL, a escolha e a frequéncia de administracdo do
lacrimomimético foram baseadas no tipo de desordem do filme lacrimal produzido,
concentracdo e viscosidade do agente, presenca de conservantes, conforme critérios
estabelecidos por Grahn e Storey (2004).

Com relagdo aos sinais clinicos, ao longo das semanas no grupo CCS/TGSL,
nas semanas 1 e 2 foi observada diferenca em relagcdo aos valores iniciais, que foi o
periodo em que os olhos receberam medicacdes que, possivelmente, contribuiram para
maior reducao dos sinais clinicos. Acredita-se que a melhora clinica observada em todo
periodo de avaliacdo em relacdo a semana inicial, ndo apresentou diferenca estatistica
em funcd@o dos dados iniciais representarem apenas uma semana apoés inducao da CCS,
que constitui doenca de carater progressivo. Rocha (2012), trabalhando com CCS
cronica, observou melhora clinica significativa em cées, assim como Angélico et al.
(2011) que utilizaram tratamento similar, entretanto, conduzidos em olhos com doencga
crbnica, com quadro clinico estabelecido.

A remocao das glandulas lacrimal e da terceira pélpebra produziu um quadro
de CCS incapaz de recuperacao espontanea, e a melhora clinica observada no grupo
CCS/TGSL, embora sem diferenga estatistica em relacdo ao valor inicial, foi
consequéncia dos componentes da “lagrima salivar”, concordando com as observagoes
de Guerrissi e Belmonte (2004), Soares e Franca (2005), Angélico et al. (2011), Gupta
(2012) e Rocha (2012).

Para Aguilar (2008) a deficiéncia da fracdo aquosa observada na CCS induzida,
aumenta a osmolaridade do filme lacrimal que, além de acarretar lesGes epiteliais e
acumulo de muco, influencia o processo inflamatorio. J4, a hiposmolaridade da saliva
(AKERS; DENBOW, 2008), aliada a presenca de mucinas acidas em sua composicao,
atuaram de forma competitiva com a hipertonicidade e a desidratacdo da superficie
ocular, que correspondem aos eventos causadores iniciais da CCS (GIULIANO;
MOORE, 2007; AGUILAR, 2008).

Para Giuliano e Moore (2007) a falta da camada aquosa na CCS quantitativa
aumenta a friccdo ocasionada pelo movimento palpebral na cérnea, compromete a

remocado de produtos do metabolismo e a manutencdo da umidade da coérnea.
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Possivelmente, as mucinas salivares, presentes na superficie ocular no grupo
CCSI/TGSL, foram responsaveis pela reducdo dos sinais clinicos observados ao longo
do tempo, a semelhanca da cavidade oral, onde essas mucinas conferem protecédo e
sensacao de conforto (MOHAMMADPOUR, 2010).

Na avaliagéo pelo teste lacrimal de Schirmer |, todos os animais do grupo
CCS/TGSL apresentaram secrecédo glandular, inicialmente mensurada a partir da
primeira semana apos transplantacdo. De forma semelhante, Raus (2003) observou em
humanos, aumento dos valores em 10 olhos que receberam o transplante, embora com
secrecao iniciada entre 22 e 42 semanas.

Ao avaliar os resultados obtidos ao longo do tempo pelo teste lacrimal de
Schirmer |, foi constatado que os valores foram variados em todos os cées, com
resultados nulos em algumas semanas, o que pode ser devido a valores subestimados
pelo teste em funcéo da secrec¢do salivar ser mais viscosa que a lagrima, de acordo com
Sant’Anna et al. (2012), e também porque os sinais clinicos ndo evidenciaram piora
nestes momentos.

Apesar da auséncia de diferenca estatistica para os valores advindos do teste de
Schirmer | no grupo CCS/TGSL, os dados demonstram aumento ao final do periodo
avaliado em relacdo ao valor obtido ap6s a inducdo da CCS. De forma semelhante,
Gupta (2012) e Sant’Anna et al. (2012) avaliaram o TGSL no tratamento de olho seco
grave em humanos que possuiam valores iniciais do teste iguais a zero, entretanto,
observaram melhora significativa em 100% e 73,7%, respectivamente, dos olhos que
receberam o transplante. JA Angélico et al. (2011), observaram aumento no teste
lacrimal em 56% dos olhos transplantados de caes, valores constantes em 18,7% e mais
baixos que no dia zero em 25%, enquanto Rocha (2012) observou aumento significativo
no volume de lagrimas no pés-operatério quando comparado ao pré-operatério em caes.

E possivel inferir que os melhores resultados de Gupta (2012), Rocha (2012), e
Sant’Anna et al. (2012) estdo relacionados ao maior tamanho do transplante utilizado,
pois segundo Gupta (2012), o tamanho do transplante e, consequentemente, do niamero
de glandulas presentes, deve determinar a quantidade de secre¢do de “lagrimas
salivares”, sendo que ¢ possivel aumentar a taxa de sucesso com o emprego de até dois
transplantes, um em cada fornice conjuntival. Para este autor, ainda € possivel melhorar
os resultados do transplante com a oclusdo dos pontos lacrimais, permitindo o acumulo
das “lagrimas salivares”. Entretanto, Rocha (2012) nd3o observou vantagens na

associacao das duas técnicas em cées.
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N&o foi observada diferenca na impregnacao pelo corante Lissamina verde no
grupo CCS/TGSL ao longo do tempo, o que ndo alterou a quantidade de células
desvitalizadas coradas. Este resultado, possivelmente, esta relacionado a presenca da
saliva produzida pelo transplante, que proporcionou lubrificacdo da superficie ocular.

Com relacdo ao aspecto biomicroscopico da superficie da cornea, ndo foram
observadas opacidade e vascularizacdo nos olhos dos animais do grupo CCS/TGSL
relacionadas com a progressao da doencga, o que pode ser explicado pela auséncia de
evolucdo do quadro durante o periodo avaliado. Da mesma forma, o teste da
impregnacéo pela fluoresceina ndo demonstrou ceratite ulcerativa, exceto na 22 semana,
em um animal do grupo CCS/TGSL.

Na avaliacdo morfolégica do material oriundo do grupo CCS/TGSL, foi
observada preservacao parcial da arquitetura do transplante, em todos os animais, como
descrito para o grupo higido/TGSL (Etapa 1). Desta forma, acredita-se, que estas
alteragbes, na estrutura do transplante, podem ser parte do processo de incorporacéo
sendo, possivelmente, influenciadas pela revascularizacdo. J4 Sieg et al. (2000),
observaram glandulas salivares normais, sem sinais de atrofia, um ano apos transplante
microvascular de glandula submandibular em humanos, caracterizando a importancia
da revascularizagéo.

A presenca de infiltrado inflamatério no grupo CCS/TGSL possivelmente seja
consequéncia da degradacéo tecidual de parte do material transplantado, como descrito
para os animais do grupo higido/TGSL (Etapa 1). Para Guerrissi e Belmonte (2004), o
infiltrado inflamatério, apds transplante de glandula salivar labial em humanos, foi
ocasionado pela doenca de base que desencadeou o quadro de ceratoconjuntivite seca.

Na avaliacdo morfométrica foi observada diferenca nos valoms d
quantificacdo do parénquima e da mensuracdo do diametro dos acinos do material do
grupo CCS/TGSL (140,36 + 52,97 e 106,73 + 37,26, respectivamente) em relacdo aos
obtidos no grupo higido/TGSL (177,76 + 63,70 e 115,08 + 28,89, respectigyneen
acs do estudo das glandulas in @ALVAO et al., s.d.). Possivelmente, os menores
valores no grupo CCS/TGSL tenham sido influenciados pelo quadro de
ceratoconjuntivite seca no sitio receptor, embora Rocha (2012) afirme que a inflamacao
decorrente da CCS néo interfere no transplante.

Outro fator que pode ter contribuido para os menores valores obtidos, na
avaliacdo morfométrica, para o grupo CCS/TGSL, foi a lubrificacdo deficiente entre as

palpebras e a superficie ocular no grupo CCS/TGSL em funcdo da deficiéncia da

62



camada aquosa, pois segundo Giuliano e Moore (2007) o fluido aquoso € crucial para
manutencgdo da lubrificacdo evitando friccdo. Desta forma, embora os animais tenham
recebido lacrimomimético no poés-operatério, a friccdo ainda existente entre as

superficies pode ter interferido na revascularizacéo do transplante.

Na morfometria para quantificacdo do parénquima e estroma do material de
bidpsia dos animais do grupo CCS/TGSL, o cédo 9 apresentou maior relagédo
parénquima/estroma. A ocorréncia de padrbes variaveis de resposta, dentro do mesmo
grupo, também foi observada na Etapa 1 deste estudo e foi descrita por Vasconcellos et
al. (2008).

Na morfometria referente ao grupo CCS/TGSL, o cdo 9 apresentou o menor
diametro dos acinos. E possivel que nos outros animais do grupo a presenca de regides
com unidades secretoras apresentando células cubicas ou pavimentosas associadas a
limen amplo pode ter contribuido para os maiores valores do diametro.

Na avaliacdo histoquimica, as rea¢fes foram positivas para todos os corantes
empregados, demonstrando a viabilidade funcional do material transplantado nos olhos
dos animais do grupo CCS/TGSL que, embora quantitativamente em niveis inferiores
ao das glandulas in situ (GALVAO et al., s.d.), qualitativamente apresentou resultados
semelhantes (GALVAO et al.,, s.d.), bem como ao dos transplantes no grupo

higido/TGSL (Etapa 1), sugerindo a manutencao do perfil histoquimico.

7. CONCLUSOES

O transplante de glandulas salivares labiais autégenas:

— com 1,2 cm de extensdo pode ser coletado e acondicionado na conjuntiva da palpebra
superior sem apresentar complicacdes no sitio doador e receptor, respectivamente;

— nao aumenta significativamente os valores da mensuracédo da producédo de éagrima,
nao interfere desfavoravelmente na estabilidade do filme lacrimal e na superficie da
cornea de olhos higidos;

— apresenta resultados clinicos favoraveis em relacdo aos obtidos apds indugdo em
olhos com CCS experimental,

— apresenta secrecao glandular em olhos com CCS experimental;

— lubrifica a superficie ocular tornando favoravel o resultado da avaliacdo das célula

desvitalizadas, em olhos com CCS experimental;
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— apresenta arquitetura histolégica mais preservada quando acondicionado em olhos

higidos do que em olhos com CCS experimental; e

— apresenta manutencdo do padrdo histoquimico, em olhos higidos e em olhos com

CCS experimental.
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CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados obtidos no estudo das glandulas salivares labiais de
cées in situ e apos transplantacdo em olhos higidos ou portadores de ceratoconjuntivite
seca experimental, podgeconcluir que:

As glandulas salivares labiais sdo exocrinas, compostas, tubuloacinosas,
mistas, predominantemente mucosas, com presenca de semiluas serosas associadas a
algumas unidades secretoras mucosas, apresentando sistema de ductos formado por
ductos intralobulares intercalares e estriados, por ductos interlobulares e pelo ducto
excretor principal. Apresentam menor quantidade de parénquima na regiao rostral e o
didmetro dos acinos ndo se modifica nas trés regides (rostral, média e caudal). Estas
glandulas secretam mucinas neutras, acidas carboxiladas e acidas sulfatadas, além de
proteinas.

O transplante de glandulas salivares labiais autégenas com 1,2 cm de extensao
pode ser coletado e acondicionado na conjuntiva da palpebra superior sem apresentar
complicacbes no sitio doador e receptor, respectivamente. Em olhos higidos né&o
aumenta significativamente os valores da mensuracdo da producdo de lagrima, e nao
interfere desfavoravelmente na estabilidade do filme lacrimal e na superficie da cérnea
enguanto em olhos com CCS experimental apresenta resultados clinicos favoraveis em
relacdo aos obtidos ap6s inducdo da doenca. Nos olhos com CCS experimental,
apresenta secrecdo glandular que lubrifica a superficie ocular tornando favoravel o
resultado da avaliacdo das células desvitalizadas. Apresenta arquitetura histolégica mais
preservada quando acondicionado em olhos higidos do que em olhos com CCS

experimental, com manutencao do padrao histoquimico em ambos os olhos.
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