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Resumo

Oito cées sem raga definida, machos, com peso corporeo médio de 12,4 kg, foram submetidos a procedimentos
cirtirgicos de retirada de fragmento da mucosa oral com auxilio de trépano de 5 mm com posterior aplicagdo
sobre lesdo corneana de 4,5 mm de didmetro, produzida em um dos olhos, aplicando-se sutura simples
interrompida com fio de nailon 9-0. Os animais foram divididos em 4 grupos compostos por 2 animais, para
estudo histologico aos 15, 30, 45, 60 dias de pos-operatério. Simultaneamente, realizou-se estudo clinico nos
periodos de 0-2 dias, 3-7 dias, 8-15 dias, 16-30 dias ¢ 31-60 dias de pos-operatdrio. Blefarospasmo e quemose
foram mais intensos nos periodos iniciais e opacidade corneana e vascularizago (da cornea e enxerto) nos
periodos intermediarios, ambos com tendéncia de regressdo nos periodos tardios. A secregdo predominante
foi seromucosa, sendo mais incidente nas fases iniciais e intermediarias com auséncia nos tardios. Clinicamente,
a integragdo do enxerto foi verificada no 15° dia. O estudo microscopico revelou para os periodos iniciais e
intermediarios intensa fibroplasia e deposicao de fibras colagenas em arranjo desorganizado e vascularizagdo
do enxerto de intensa a leve entre 15° ¢ 30° dia. Infiltrado polimorfonuclear foi observado no 15° dia, em grau
discreto. Infiltrado linfoplasmocitario foi predominantemente, em grau discreto a moderado, entre 0 30° ¢ 60°
dia. No 60° dia, observou-se epitelizacdo compacta com projegdes para o estroma, presenca moderada de
fibrécitos, colageno em disposi¢ao mais organizada e vascularizagdo discreta a ausente. Diante dos resultados
admite-se a técnica de ceratoplastia com o emprego da mucosa bucal como opgao eficiente para fins tectonicos
e reconstrutivos em caes.

Palavras-chave: Cao, cirurgia ocular, ceratoplastia lamelar, cornea, enxerto, mucosa bucal.

Abstract

Eight male dogs of non-specified breed, weighing about 12,4 kg, were subjected to surgical oral mucosa
detachment using among others a 5 mm diameter trepan followed by it fixation on 4,5 mm diameter
corneal lesion made in an eye, using 9-0 nylon thread in interrupted simple suture pattern. The animals
were divided to 4 groups constituted by 2 animals, for histologic study at 15, 30, 45, 60 days of post
surgical phase. Meanwhile, clinical findings such as blepharospasm, opacity, neovascularization, ocular
discharge, chemosis and characteristics of the graft (vascularization, pigmentation and adhesiveness),
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were qualitative and quantitatively evaluated at 0-2 days, 3-7 days, 8-15 days, 16-30 days and 31-60
days of postoperative period. Blepharospasm and chemosis were more intense at initial periods, corneal
opacity and vascularization (of cornea and grafts) at intermediate periods, both with regressing tendency
on the latest periods. Serous mucous exsudate was predominant in higher degrees at the initial and
intermediate phases and was absent on the later phases. Clinically, the integration of the graft was
verified at 15™ day. Pigment deposition was seen on two animals on the later periods. The microscopic
study revealed on initial and intermediate periods a thick epithelium in comparasion with the underlying
cornea, with vacuolization of the inmost cells, intense fibroplasia and collagen fibers deposition on a
disorganized setting and intense vascularization of the graft. Mild polymorphonuclear infiltration in
graft was observed at 15" day. Plasmocyte infiltration at intermediate phase was mild to moderate. On
the 60™ day, were observed reasonably thick epithelium with projections to stroma, moderate presence
of fibrocytes, collagen on a more organized setting, vascularization ranging from mild to absent and
lymphoplasmocitary infiltration in moderate degree. The results allowed us to admit that keratoplasty
technique employing buccal mucosa is feasible option for tectonic and reconstructive means in dogs.

Key words: Dogs, buccal mucosa, cornea, graft, lamellar keratoplasty, ocular surgery.

Introducao

Em oftalmologia veterinaria, a cornea € a estrutura
ocular mais acometida por distirbios patologicos, com
destaque as condigdes destrutivas em virtude de sua
alta incidéncia (ANDRADE; LAUS, 1998). Essas
lesdes podem ser produtos finais do curso de diversas
doengas, infecciosas ou ndo, ou ocorrerem de forma
iatrogénica, durante a remoc¢do de neoplasias
(BARROS; SAFATLE; RIGUEIRO, 1997), exciséo
de pterigeo, reparo de descolamento de retina e
tratamento de queimaduras por alcalis (NISHIWAKI-
DANTAS; ABBOTT; DANTAS, 1995).

Podem ser instituidos tratamentos clinicos e/ou
cirargicos (ANDRADE; LAUS, 1998). Os
procedimentos clinicos congregam terapia
antimicrobiana, cicloplégica, de lubrificagdo ocular,
cauterizagdo quimica, medidas dietéticas, fatores de
crescimento ¢ uso de solu¢gdes ou pomadas
hiperosmosticas (FABRIES; PAGES; TROUILLET,
1997). As condutas cirtirgicas ficam reservadas para
os casos em que ha persisténcia ou deterioragdo do
quadro clinico que fatalmente resultardo em
descemetocele e perfuracdo do globo ocular
(PEIFFER JR; GELATT; GWIN, 1977; LAUS;
FERREIRA; ANDRADE, 2000).

Entre os tratamentos cirirgicos propostos para
as ceratopatias destrutivas, destacam-se varios
procedimentos, como a blefarorrafia (LAFORGE,
1993), tarsorrafia (BLOGG et al., 1989; MISHRA,

1991), transposicdo corneo-escleral (PARSHALL
JR, 1973); enxertos conjuntivais bulbares livres ou
pediculados (PARSHALL JR, 1973; KUHNS, 1979;
HAKANSON; MEREDITH, 1987; BLOGG et al.,
19897; SOUZA, 1994; MORALES et al., 1996),
enxertos conjuntivais palpebrais livres ¢ pediculados
(PEIFFER JR; GELATT; GWIN, 1977;
SCAGLIOTTI, 1988), aplicagdo de adesivos
(LAFORGE, 1993; LAUS et al., 1993; BONATTI;
CRESTA, 2001) e os transplantes de cornea
autégena (KUDVA; DESHPANDE, 1983;
PANCHBHALI, KULKARNTI, 1986a;
BRIGHTMAN; McLAUGHLIN; BROGDON,
1989), homédgena (KUDVA; DESHPANDE, 1983;
HACKER, 1991; MISHRA; REDDY, 1991;
SOUZA, 1994, CHANDRASHEKAR et al., 1997)
e heterogena (PANCHBHAI; KULKARNI, 1986b;
CHAVES, 1996). A aplicacado de diferentes tipos de
materiais de recobrimento, também tem sido
preconizada, destacando-se, as peliculas de silicone
(FABRIES; PAGES; TROUILLET, 1997), celulose
(SCHOENAU, PIPPI; SCHOSSLER, 1993),
pericardio heterogeno (BARROS et al., 1995;
BARROS; SAFATLE; RIGUEIRO, 1997), peritonio
homogeno (GARCIA et al., 1996), membrana
amniotica heterogena (MONTEIRO et al., 2000),
capsula renal heterégena (ANDRADE et al., 1996;
LAUS et al., 1999), tanica vaginal autéogena
(GALERA; LAUS; FERREIRA, 2000), submucosa
de intestino delgado heterégeno (LEWIN, 1999;
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GRIGUER; RAYMOND; REGNIER, 2001) € a
escama de sardinha (LAUS, 1994; LAUS;
FERREIRA; ANDRADE, 2000).

A mucosa bucal vem sendo pesquisada em seres
humanos no tratamento de simbléfaro (SANTANA
et al., 1999). Desse modo, propde-se neste trabalho
a aplicagdo de fragmentos de mucosa bucal autdgena
no reparo de ceratectomias superficiais em caes e
assim determinar sua viabilidade como protese
bioldgica através de estudos clinicos e histologicos.

Materiais e Métodos

Foram utilizados 8 caes adultos, machos, sem raca
definida com peso corporeo médio de 12,4 kg. Apos
jejum hidrico-alimentar de 12 horas, os animais
receberam como medicagdo pré-anestésica,
clorpromazina®, na dose de 1 mg/kg por via
endovenosa, seguida da indugdo com solug@o aquosa
de tiopental sodico 2,5%, na dose de 12,5 mg/kg, apos
10 minutos. Receberam também uma gota de
cloridrato de tetracaina’, no olho a ser operado. A
manutengdo do plano anestésico foi realizada com o
mesmo barbiturico.

Estabelecido o plano anestésico, realizou-se uma
ampla antissepsia da mucosa bucal abaixo do labio
inferior ipsilateral ao olho a ser operado, com solugao
topica de clorexidina 0,12%?® por 1 minuto. Em
seguida, procedeu-se a remogao de um fragmento
circular de mucosa bucal, delimitado por um trépano
de aco inoxidavel de 5 mm de diametro. O espécime
coletado foi lavado com solugdo estéril de cloreto de
s0dio 0,9% e colocado em repouso em uma placa de
Petri preenchida pela mesma solugao.

Com o olho em posicdo, realizou-se a trepanacao
parcial da cérnea, unilateralmente, utilizando-se um

¢ Amplictil — Rhodia Farma Ltda
7 Colirio Anestésico — Allergan Produtos Farmacéuticos Ltda

trépano de 4,5 mm de didmetro. A mucosa bucal foi
fixada a por¢@o delaminada da cornea com fio
monofilado de poliamida 9.0°. Foram feitos 12 pontos
simples, separados, de frente um para o outro. Como
medidas pds-operatorias, efetuou-se a instilagdo de
uma gota de sulfato de atropina 0,5 %'° a cada 24
horas durante 10 dias e uma gota de sulfato de
gentamicina'' a cada 6 horas durante 30 dias.Colares
protetores tipo elizabetano foram aplicados em todos
os cdes para evitar a automutilacio.

No que se referiu ao acompanhamento clinico,
todos os animais foram examinados de modo
sistematico, a intervalos de 24 horas, quando entdo,
foram determinadas as condi¢des clinicas gerais e
oftalmicas. Para efeitos descritivos foram
considerados os seguintes periodos: primeiro periodo
— 0 a 2 dias; segundo periodo — 3 a 7 dias; terceiro
periodo — 8 a 15 dias; quarto periodo — 16 a 30 dias;
quinto periodo — 31 a 45 dias; sexto periodo — 46 a
60 dias e foram adotados os seguintes critérios:
blefarospasmo - grau intenso (fechamento completo
da fenda palpebral), grau moderado (fechamento
parcial da fenda palpebral), grau leve (abertura da
fenda palpebral proxima a normalidades) e ausente
(abertura igual ao do olho contralateral); secre¢dao
ocular: serosa (secrecdo limpida e transparente),
seromucosa (presen¢a de uma fracdo serosa e uma
mucosa), mucosa (secrecao esbranquicada),
purulenta (secre¢do amarelada na vigéncia de
infeccdo) e ausente; quemose - ausente e presente;
neovascularizagdo - grau intenso (presenga de
quantidade incontavel de vasos), grau moderado
(presenca marcante de vasos), grau leve (presenga
bem discreta) e ausente; opacidade de cornea - grau
intenso (ndo ha visualiza¢do da iris), grau moderado (ha
visualizacao da iris sem detalhes), grau leve (ha
visualizagdo da iris com detalhe) e ausente (cornea

§ Solugdo de clorexidina 0,12% - Farmogral Farmacia de Manipulagdo

° Nylon — B. Braun Medical AG

10 Allergan atropina 0,5% - Allergan Produtos Farmacéuticos Ltda

" Allergan gentamicina - Allergan Produtos Farmacéuticos Ltda
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transparente); caracteristica do enxerto - vascularizagdo
(presente e ausente), coloragdo (pigmentada e
despigmentada) e sinais de eliminagdo do enxerto
(ausente e presente).

Para o estudo histolégico do sitio de implante,
foram sacrificados dois caes no 15° 30°, 45° ¢ 60°
dias de p6s-operatdrio, a semelhanga do delineamento
estabelecido por Laus, Ferreira e Andrade (2000). Para
o sacrificio foi utilizada solu¢do contendo iodeto de
medezonio, embutramida e tetracaina'’, por via
endovenosa, em seguida, realizou-se a enucleagdo
subconjuntival e os globos oculares colhidos foram
transferidos para um recipiente contendo solugdo de
formol tamponado a 10%. Apds 24 horas de fixagdo,
foram realizadas as colheitas das corneas, identificagcdo
e transferéncia para cassetes de histologia para mais
24 horas de fixag8o. As amostras foram submetidas a
processamento de inclusdo em parafina, seguida da
delaminag¢do em microtomo rotativo na espessura de
4 e 6 um para coloragao pela técnica da hematoxilina
e cosina (HE) e Tricromico de Masson,
respectivamente. Tais procedimentos foram
realizados conforme descrito por Luna (1968).

Resultados e Discussao

Nao houve complicacdes referentes a infeccao
da area doadora. Na inspe¢ao visual, verificou-se a
reducdo gradual do didmetro da ferida do sitio doador,
sendo que 0 mesmo mostrava-se completamente
reepitelizado, em média, no 12° dia do pds-operatorio.

Os blefarospasmo mostrou-se mais intenso nas
duas primeiras semanas, estando ausente ou em grau
leve no 15° até 30° dia e ausente em todos os animais
aos 45 dias. Evolugao semelhante foi observada por
Laus (1994), Souza (1994), Garcia et al. (1996), Barros,
Safatle e Rigueiro (1997) e Galera, Laus e Ferreira
(2000). Segundo Laus (1994) e Garcia et al. (1996), o
blefarospasmo ¢ um sinal clinico desencadeado pela
interagdo entre a dor induzida pela ferida na corea e a
irritagdo mecanica da conjuntiva palpebral quando do
fechamento dos olhos.

12T 61 — Hoeschst Roussel Vet

Em relacao aos fendmenos secretorios, verificou-
se predominio do padrdo seromucoso, mais intenso
até 15° dia, com tendéncia a diminui¢ao no decurso
do tempo, estando ausente aos 45 dias. Galera, Laus
e Ferreira (2000) observaram também o mesmo
predominio secretorio seromucoso, em grau intenso
e moderado nas primeiras duas semanas e regressao
gradual até estar ausente aos 60 dias de pos-
operatorio.

A opacidade corneana apresentou-se em grau
moderado a intenso nos trés primeiros periodos, com
tendéncia a regressdo nos periodos subseqiientes. De
modo geral, concentrou-se nas adjacéncias do enxerto,
sendo que em dois casos apresentaram mais difusos.
Griguer, Raymond e Regnier (2001) verificaram que
mesmo com uma boa imbricag¢do e fixacdo do enxerto
no leito trepanado, a permeabilidade aos fluidos ainda
estava presente em graus variados, perpetuando a
opacidade. Em todos os animais verificou-se a tendéncia
a diminui¢do da opacidade no decurso do tempo, como
observado também por Laus (1994) e Souza (1994).
Opacidade cicatricial restringiu-se a uma estreita faixa
da borda da lesdo original (Figura 1).

Figura 1. Aspecto da cérnea canina no 60° dia do pos-
operatdrio. Grau de neovascularizagdo corneana em grau
leve e opacidade corneana em grau leve restrita a borda
do enxerto (=).

Em relagdo a reag@o vascular conjuntival, notou-
se no primeiro periodo apenas uma leve reagao dos
vasos localizados no limbo, ndo havendo ainda a
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invasdo da cornea. No segundo periodo, observou-
se exaltagdo dos vasos no limbo e inicio da invasdo
da cérnea. A quemose estava presente em dois caes,
estando bem exuberante em um cdo e em ambos
restringindo-se as areas de aplicacdao dos pontos de
reparo. A quemose ndo foi mais observada ao final
do terceiro periodo. A neovascularizagdo da coérnea
mostrou-se moderada no terceiro periodo, tornando-
se menos evidente nos periodos tardios. Observou-
se nos periodos iniciais a presen¢a de numerosos
vasos conjuntivais finos e nos periodos intermediarios,
vasos mais calibrosos, que diminuiram em niimero e
espessura nos periodos tardios.

Miller (1960) e Banks (1993) descreveram que
o quadro reacional inicial tem origem no plexo
limbico derivado da circulagdo conjuntival, com
invasdo da cornea em 3 a 6 dias apos a injuria.
Em relagdo ao quadro vascular, verificamos que
marcante neovascularizagdo corneana ja se fazia
presente em sete caes a partir do 7° dia de pos-operatorio.
A neovascularizag@o profunda foi distinguida na area
corneana compreendida entre limbo e enxerto, entre
15° e 30° dia de pos-operatorio, quando também
verificou-se clinicamente sinais concretos de integragdo
do enxerto. As observagdes histoldgicas, aos 15 dias,
corroboram com o estudo clinico. Nesse periodo a
atividade angiogénica no enxerto ¢ cornea adjacente ¢
intensa e ndo mais se distinguem claramente aspectos
histologicos da mucosa bucal, que se mostra ricamente
invadida por fibroblastos e intensamente preenchida por
colageno organizado de modo irregular, como descrito
por Banks (1993) e Collins (1993). Assim como as outras
manifestacoes clinicas, a neovascularizagdo apresentou
tendéncia a diminui¢ao ao longo do tempo.

Relativamente ao enxerto, ndo se observou nos
periodos, tendéncia a condig¢do de transparéncia,
limitando os resultados visuais como previsto por
Townsend (1989). Aos 60 dias observou-se algum
grau de maturacdo do colageno, mostrando um
melhor arranjo espacial, contudo ndo suficiente para
o restabelecimento da transparéncia. A semelhanga
dos resultados obtidos por Barros et al. (1995) e

Garcia et al. (1996) empregando o pericardio equino
na ceratoplastia em caes, os enxertos de mucosa
bucal nao foram retirados do sitio de implantagao,
pois houve nitida integracdo com os tecidos
circunvizinhos. Clinicamente, verificou-se integracao
do enxerto a partir do quarto periodo. A pigmentacdo
tem sido descrita como um fendmeno intercorrente
com os eventos de reparagdo corneana, que envolve
a area do enxerto e suas adjacéncias (GALERA;
LAUS; FERREIRA, 2000). Neste estudo, nao foram
observadas clinicamente, corneas impregnadas por
pigmentos, a semelhanga do observado por Morales
et al. (1996) e Laus, Ferreira ¢ Andrade (2000).

Em relacdo ao estudo histologico verificou-se que
aos 15 dias, intensa fibroplasia na area do defeito e
arranjo desorganizado de fibras colagenas; intensa
atividade angiogénica com infiltrado inflamatorio
discreto (Figura 2A). Aos 30 dias, vascularizagdo
em grau moderado; intensa fibroplasia e as fibras
colagenas um pouco mais organizadas. O infiltrado
caracterizou-se por ser do tipo linfoplasmocitario,
discreto a moderado. Nenhum trabalho que envolveu
o emprego de enxertos homodgenos, autdgenos e
heter6genos em ceratectomias superficiais
descreveram a presenca desse tipo de infiltrado.
Contudo, Polack (1962) descreveu a presenga de
monocitos, linfocitos e plasmoécitos nos estagios
iniciais da rejei¢do dos transplantes de cornea.
Independente disto, a avaliagdo clinica e o estudo
morfoldgico nos mostraram que a mucosa bucal se
integrou completamente ao sitio receptor e enquanto
esteve presente, serviu de suporte para a cictrizagao
da area delaminada. Aos 45 dias, o estroma
apresentava um Otimo grau organizacional, com
presenca de grande quantidade de fibrocitos. O
infiltrado predominante era do tipo linfoplasmocitario.
Aos 60 dias, evidenciou-se um epitélio compacto, com
projecdo ao estroma; fibras coldgenas mostraram-
se bem mais compactas e bem organizadas;
vasculariza¢do estava parca, mesclando pequenos
vasos ¢ vasos mais calibrosos (Figura 2B). O
infiltrado predominante na area do enxerto foi o tipo
linfoplasmocitario.
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Figura 2. Fotomicrografias histoldgicas das areas de implantagdo da mucosa bucal autdgena em cérnea canina. (A)
Presenca de epitélio espesso (¥¢) com vacuolizagdo de células de camadas intermediarias e inferiores (=), intensa
fibroplasia (©) e intensa atividade angiogénica (=) no 15° dia de pos-operatorio (125X - HE); (B) Epitélio compacto
com projegdes ao estroma (@) e tecido conjuntivo bem organizado com auséncia de vasos sanguineos (¥¢) no 60° dia

de pos-operatorio (125X - HE).

Conclusao

Com base nas avaliagdes clinicas e estudos
morfologicos por microscopia optica, permite-se
admitir que a mucosa bucal autégena pode ser
indicada na reparacdo das lesdes corneana
superficiais para fins tectonicos ou reconstrutivos em
caes.
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