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RESUMO

Comparagao do Tacrolimus 0.03% tépico e Plasma Rico em Plaquetas
Homoélogo injetavel no tratamento de ceratoconjuntivite seca em caes

O objetivo do estudo foi comparar o uso convencional do imunossupressor
tacrolimus 0.03% colirio com o plasma rico em plaquetas homodlogo (PRPH)
injetavel, em cédes com ceratoconjuntivite seca (CCS). Foram avaliados 66 olhos, 22
olhos do grupo controle negativo (GCN) provenientes do canil da Unoeste, 22 olhos
do grupo tacrolimus (GT) e 22 olhos do grupo plasma rico em plaqueta homologo
(GPRPH), sem predilecdo racial, etaria ou sexual, atendidos pelo servico de
oftalmologia do Hospital Veterinario da Unoeste e diagnosticados com CCS,
conforme o Teste Lacrimal de Shirmer-1 (TLS-1) e Teste de Ruptura do Filme
Lacrimal (TRFL). O GT recebeu topicamente colirio tacrolimus 0.03%, 1 gota em
ambos os olhos, 2x/dia, e o0 GPRPH aplicagao injetavel de 0.3 ml de PRPH, 0.1 ml
na conjuntiva palpebral inferior, 0.1 ml na superior e 0.1 ml na glandula da terceira
palpebra, 1 vez a cada 30 dias, conforme melhora dos sinais de CCS, totalizando,
no maximo, trés aplicagbes. Os animais foram avaliados mensalmente por 6 meses
pelos sinais clinicos e testes oftalmicos especificos: Teste Lacrimal de Shirmer-1,
Teste de Osmolaridade (TOL), Teste de Meniscometria de Tira (TMT), Teste de
Ruptura do Filme Lacrimal, Teste de Fluoresceina (TF) e Teste de Lissamina Verde
(TLV). O GPRPH, dos 11 cées (n=22 olhos) tratados, o numero necessario de
aplicagbes que melhoraram os sinais oculares iniciais foram: 36% (4 céaes)
receberam 3 aplicagbes, 55% (6 caes) receberam 2 aplicagbes, e 9% (1 cé&o)
recebeu 1 aplicacdo. Os sinais oculares de pigmentagcdo, Ulcera e
neovascularizagado de cornea, secregao ocular e hiperemia conjuntiva, apresentaram
melhora, em ambos os grupos, até o final do estudo. No GT, ao final do estudo, foi
observado aumento significativo (p<0.05) maior do que o GPRPH nos valores de
TLS-1, TMT e contagem das células caliciformes. No GPRPH houve uma diminuicao
significativa (p<0.05) maior do que o GT na contagem de linfécitos e neutréfilos da
conjuntiva palpebral. No TRFL e TOL houve amento significativo (p<0.05) dos
valores até o final, com desempenho igual do GT e GPRPH. No TF e TLV, ao final
do estudo todos foram negativos, com negativacdo mais precoce do GT no TF, e
desempenho igual do TLV em ambos os grupos. De uma maneira geral, ambos os
grupos foram equivalentes na melhora dos parédmetros TRFL, TOL e TLV. O
tacrolimus 0.03% colirio se mostrou mais eficiente no aumento da produgéao lacrimal
e no numero de células caliciformes do que o PRPH. Entretanto, o PRPH injetavel
demonstrou ser mais eficiente do que o GT, na diminuicdo das células inflamatdrias
conjuntivais. Concluimos que o uso injetavel do PRP homaologo, necessita em média
de 2 a 3 aplicagdbes mensais, € seguro e exequivel a nivel ambulatorial,
financeiramente mais viavel do que o tacrolimus, e pode ser utilizado como uma
terapia alternativa mais acessivel, ou sugerida como adjuvante ao tratamento
convencional com imunossupressores topicos.

Palavras-chave: Tacrolimus 0.03%, plasma rico em plaquetas homdlogo,
ceratoconjuntivite seca, caes.



ABSTRACT

Comparison of the topical 0.03% Tacrolimus and Injectable Homologous
Platelet-Rich Plasma in the treatment of keratoconjunctivitis sicca in dogs

The aim of the study was to compare the conventional use of the topical
immunosuppressant tacrolimus 0.03% eye drops with the injectable homologous
platelet-rich plasma (HPRP) in dogs with keratoconjunctivitis sicca (KCS). Sixty-six
eyes were evaluated, 22 eyes from the negative control group (NCG) coming from
the Unoeste kennel, 22 eyes from the tacrolimus group (TG) and 22 eyes from the
homologous platelet-rich plasma group (HPRPG) without breed, age or sexual
predilection attended by the ophthalmology sector Veterinary Hospital of the Unoeste
and diagnosed with KCS. The TG received topical 0.03% tacrolimus eye drops, 1
drop in both eyes, twice a day, and the HPRPG received an injectable application of
0.3 ml of HPRP, 0.1 ml in the lower palpebral conjunctiva, 0.1 ml in the upper and 0.1
ml in the third eyelid gland, once every 30 days, as signs of KCS improve, totaling a
maximum of three applications. The animals were evaluated monthly for 6 months for
clinical signs and specific ophthalmic tests: Shirmer's Tear Test-1 (STT-1),
Osmolarity Test (OT), Strip meniscometry test (SMT), Tear Film Break-up Test
(TBUT), Fluorescein Test (FT) and Lyssamine Green Test (LGT). The HPRPG, of the
11 dogs (n=22 eyes) treated, the required number of applications that improved the
initial ocular signs was: 36% (4 dogs) received 3 applications, 55% (6 dogs) received
2 applications, and 9% (1 dog) received 1 application. The ocular signs of
pigmentation, corneal ulcer and neovascularization, ocular secretion and conjunctival
hyperemia showed improvement in both groups by the end of the study. In the TG,
by the end of the study, there was a significant increase (p<0.05) greater than the TG
in the values of STT-1, SMT and count of goblet cells of the palpebral conjunctiva. In
HPRPG there was a significant decrease (p<0.05) greater than in TG in the count of
lymphocytes and neutrophils of the palpebral conjunctiva. In TBUT and TOT there
was a significant increase (p<0.05) of values until the end, with equal performance of
TG and HPRPG. In the FT and LGT, at the end of the study were all negative, with
an earlier negative of the FT on the TG, and equal performance of the LGT in both
groups. In general, both groups were equivalent in the improvement of TBUT, OT
and LGT parameters. Tacrolimus 0.03% eye drops proved to be more efficient in
increasing tear production and the number of goblet cells than HPRP. However,
injectable HPRP proved to be more efficient than TG in decreasing conjunctival
inflammatory cells. We concluded that the injectable use of homologous PRP
requires an average of 2 to 3 monthly applications, is safe and feasible on an
ambulatory care level, more financially viable than tacrolimus, and can be used as a
more accessible alternative therapy or suggested as an adjuvant to conventional
treatment with topical immunosuppressants.

Keywords: Tacrolimus 0.03%, homologous platelet-rich plasma, keratoconjunctivitis
sicca, dogs.
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ARTIGO

Comparison of the topical 0.03% tacrolimus and homologous injectable platelet-rich plasma in the
treatment of keratoconjunctivitis sicca in dogs.

Giovana J.G. Estanho? Jodo Victor G.C. Passareli?, Claudia L. Rissi?, Isabela V. Donadao3, Aline F. Repik3, Leticia S.
Pando#, Daniel V. Espinhosa?, Gisele A. Nai®, Cecilia L. Santarém?® and Silvia F. Andrade’*

ABSTRACT.- Estanho G.].G., Passareli ].V.G.C,, Rissi C.L., Donadao L.V., Repik A.F., Pando L.S., Espinhosa D.V., Nai
G.A.,, Santarém C.L. & Andrade S.F. Comparison of the topical 0.03% tacrolimus and homologous injectable
platelet-rich plasma in the treatment of keratoconjunctivitis sicca in dogs. Comparagdo do uso de tacrolimus
0,03% topico e plasma rico em plaqueta injetavel no tratamento de ceratoconjuntivite seca em cdes. Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Oftalmologia Veterinaria do Hospital Veterinario,
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Rodovia Raposos Tavares, Km 572, Presidente Prudente, SP 19067-
175, Brazil. E-mail: silviafranco@unoeste.br

The aim of the study was to compare the conventional use of the topical immunosuppressant
tacrolimus 0.03% eye drops with the injectable homologous platelet-rich plasma (HPRP) in dogs with
keratoconjunctivitis sicca (KCS). Sixty-six eyes were evaluated, 22 eyes from the negative control group (NCG)
coming from the Unoeste kennel, 22 eyes from the tacrolimus group (TG) and 22 eyes from the homologous
platelet-rich plasma group (HPRPG) without breed, age or sexual predilection attended by the ophthalmology
sector Veterinary Hospital of the Unoeste and diagnosed with KCS. The TG received topical 0.03% tacrolimus eye
drops, 1 drop in both eyes, twice a day, and the HPRPG received an injectable application of 0.3 ml of HPRP, 0.1
ml in the lower palpebral conjunctiva, 0.1 ml in the upper and 0.1 ml in the third eyelid gland, once every 30
days, as signs of KCS improve, totaling a maximum of three applications. The animals were evaluated monthly for
6 months for clinical signs and specific ophthalmic tests: Shirmer's Tear Test-1 (STT-1), Osmolarity Test (OT),
Strip meniscometry test (SMT), Tear Film Break-up Test (TBUT), Fluorescein Test (FT) and Lyssamine Green
Test (LGT). The HPRPG, of the 11 dogs (n=22 eyes) treated, the required number of applications that improved
the initial ocular signs was: 36% (4 dogs) received 3 applications, 55% (6 dogs) received 2 applications, and 9%
(1 dog) received 1 application. The ocular signs of pigmentation, corneal ulcer and neovascularization, ocular
secretion and conjunctival hyperemia showed improvement in both groups by the end of the study. In the TG, by
the end of the study, there was a significant increase (p<0.05) greater than the TG in the values of STT-1, SMT
and count of goblet cells of the palpebral conjunctiva. In HPRPG there was a significant decrease (p<0.05) greater
than in TG in the count of lymphocytes and neutrophils of the palpebral conjunctiva. In TBUT and TOT there was
a significant increase (p<0.05) of values until the end, with equal performance of TG and HPRPG. In the FT and
LGT, at the end of the study were all negative, with an earlier negative of the FT on the TG, and equal
performance of the LGT in both groups. In general, both groups were equivalent in the improvement of TBUT, OT
and LGT parameters. Tacrolimus 0.03% eye drops proved to be more efficient in increasing tear production and
the number of goblet cells than HPRP. However, injectable HPRP proved to be more efficient than TG in
decreasing conjunctival inflammatory cells. We concluded that the injectable use of homologous PRP requires an
average of 2 to 3 monthly applications, is safe and feasible on an ambulatory care level, more financially viable
than tacrolimus, and can be used as a more accessible alternative therapy or suggested as an adjuvant to
conventional treatment with topical immunosuppressants.

INDEX TERMS: Tacrolimus 0.03%, homologous platelet-rich plasma, keratoconjunctivitis sicca, dogs.
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RESUMO

[Comparagio do tacrolimus 0.03% tépico e plasma rico em plaquetas homdlogo injetavel no tratamento
de ceratoconjuntivite seca em caes]. O objetivo do estudo foi comparar o uso convencional do
imunossupressor tépico tacrolimus 0.03% colirio com o plasma rico em plaquetas homdlogo (PRPH) injetavel,
em cdes com ceratoconjuntivite seca (CCS). Foram avaliados 66 olhos, 22 olhos do grupo controle negativo (GCN)
provenientes do canil da Unoeste, 22 olhos do grupo tacrolimus (GT) e 22 olhos do grupo plasma rico em
plaqueta homoélogo (GPRPH), sem predilecdo racial, etaria ou sexual, atendidos pelo setor de oftalmologia do
Hospital Veterinario da Unoeste e diagnosticados com CCS. O GT recebeu colirio tacrolimus 0.03%, 1 gota em
ambos os olhos, 2x/dia, e o GPRPH aplicac¢io injetavel de 0.3 ml de PRPH, 0.1 ml na conjuntiva palpebral inferior,
0.1 ml na superior e 0.1 ml na glandula da terceira palpebra, 1 vez a cada 30 dias, conforme melhora dos sinais
de CCS, totalizando, no maximo, trés aplica¢des. Os animais foram avaliados mensalmente por 6 meses pelos
sinais clinicos e testes oftalmicos especificos: Teste Lacrimal de Shirmer-1 (TLS-1), Teste de Osmolaridade
(TOL), Teste de Meniscometria de Tira (TMT), Teste de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL), Teste de Fluoresceina
(TF) e Teste de Lissamina Verde (TLV). O GPRPH, dos 11 cdes (n=22 olhos) tratados, o nimero necessario de
aplica¢des que melhoraram os sinais oculares iniciais foram: 36% (4 caes) receberam 3 aplicacdes, 55% (6 caes)
receberam 2 aplicagdes, e 9% (1 cdo) recebeu 1 aplicagdo. Os sinais oculares de pigmentacdo, dlcera e
neovascularizacdo de cérnea, secrecdo ocular e hiperemia conjuntiva, apresentaram melhora, em ambos os
grupos, até o final do estudo. No GT, ao final do estudo, foi observado um amento significativo (p<0.05) maior do
que GT nos valores de TLS-1, TMT e contagem das células caliciformes da conjuntiva palpebral. No GPRPH houve
uma diminuicdo significativa (p<0.05) maior do que o GT na contagem de linfécitos e neutréfilos da conjuntiva
palpebral. No TRFL e TOL houve amento significativo (p<0.05) dos valores até o final, com desempenho igual do
GT e GPRPH. No TF e TLV, ao final do estudo todos foram negativos, com negativacdo mais precoce do GT no TF,
e desempenho igual do TLV em ambos os grupos. De uma maneira geral, ambos os grupos foram equivalentes na
melhora dos parametros TRFL, TOL e TLV. O tacrolimus 0.03% colirio se mostrou mais eficiente no aumento da
producdo lacrimal e no nimero de células caliciformes do que o PRPH. Entretanto, o PRPH injetavel demonstrou
ser mais eficiente do que o GT, na diminuicao das células inflamatérias conjuntivais. Concluimos que o uso
injetdvel do PRP homologo, necessita em média de 2 a 3 aplicagdes mensais, é seguro e exequivel a nivel
ambulatorial, financeiramente mais viavel do que o tacrolimus, e pode ser utilizado como uma terapia alternativa
mais acessivel ou sugerida como adjuvante ao tratamento convencional com imunossupressores tépicos.

TERMOS DE INDEXAGAO: Tacrolimus 0.03%, plasma rico em plaquetas homélogo, ceratoconjuntivite seca, cies.



14

INTRODUGAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS), também conhecida como doengca do olho seco, é uma sindrome
encontrada principalmente em cdes e humanos, caracterizada por uma inflamag¢ao cronica das glandulas
lacrimais, causando uma diminui¢do da producdo de lagrima (CCS quantitativa) e/ou deficiéncia na qualidade da
lagrima (CCS qualitativa) (Ribeiro et al. 2008, Haeussler & Korb 2019). As principais alteracdes em olhos com
ceratoconjuntivite seca sdo a perda do brilho e transparéncia da coérnea, hiperemia conjuntival, vascularizacoes,
e presenca de secre¢des mucosas ou mucopurulentas. Em casos mais severos, a doenca pode causar perda da
visdo por perda da transparéncia da cornea e/ou perfuragdes corneanas (Vatnikov et al. 2020). Etiologicamente,
a origem imunomediada é a mais comum de CCS em cdes (Dees & Kent 2020).

Os testes para diagndstico da CCS sdo: teste lacrimal de Schirmer (TLS), teste de ruptura do filme lacrimal
(TRFL), teste de lissamina verde (TLV), teste de rosa bengala (TRB), teste do fenol vermelho (TFV), avaliacdo das
glandulas de meibémio e do filme lacrimal, citologia e histopatologia da conjuntiva (Maggs 2008).
Quantitativamente, o teste de meniscometria de tira (TMT), avalia a quantidade de ldgrima presente no menisco
lacrimal (Rajaei et al. 2018, Nascimento et al. 2019). Porém o TLS-1 é o principal teste diagnostico da CCS, sendo
utilizado de forma rotineira. Valores de 14 a 11mm/min classifica a CCS como discreta, moderada de 10 a
6mm/min e CCS grave de 5 a Omm/min (Gelatt 2005). Qualitativamente, o teste de osmolaridade da lagrima
(TOL) é empregado como marcador de gravidade da doenca, sendo mais sensivel e especifico do que o TRFL
(Versura et al. 2010, Lemp et al. 2011). A CCS provoca instabilidade do filme lacrimal, acarretando em
hiperosmolaridade lacrimal (Cherry et al. 2017).

O tratamento convencional é baseado na combinacdo de farmacos de uso tépico, sendo utilizados lagrimas
artificiais ou lubrificantes oculares, e inibidores da calcineurina que possuem efeitos lacrimoestimulatoério e
imunossupresores, como o tacrolimus e a ciclosporina A (Izci et al. 2015, Radziejewski & Balicki 2016). Essas
drogas atuam suprimindo a producdo de interleucinas-2, prevenindo a formac¢do da cascata inflamatéria e o
recrutamento de eosinoéfilos, reduzindo a inflamagio por inibicdo da liberacdo de histamina e da producio de
prostaglandinas (Radziejewski & Balicki 2016, Zhao et al. 2020).

0 tacrolimus é um antibiético macrolideo isolado do Streptomyces tsukubaensis spp, lipofilico, com objetivo
de proliferacgio de células caliciformes (Nebbioso et al. 2017). A inibigdo da resposta imune por essa molécula, se
déa pela ligacdo a proteina FKBP, inibindo a fase inicial da ativacdo de linfécitos tipo T (Whitley & Day 2011). O
nivel de acdo intraocular do tacrolimus pode ser variavel e potencializado de acordo com a concentragdo e
veiculo de transporte que é utilizado (Molokhia et al. 2013, Zulim et al. 2018).

0 plasma rico em plaquetas (PRP), um subproduto derivado do plasma sanguineo, possui propriedades de
reconstituicdo e reparacio tecidual, devido aos fatores de crescimento, citocinas, integrinas e vitamina A que as
plaquetas possuem. O PRP é rico em proteinas bioativas que sdo sintetizadas no sangue, principalmente em
atividade dos alfa-granulos de plaquetas. Possui agdo imunomoduladora, simples processo de obtencdo, baixo
custo e facil utilizacdo (Alio et al. 2012, Farghali et al. 2021). Em pacientes humanos acometidos com doeng¢a do
olho seco, o tratamento com PRP injetavel é uma terapia eficaz que promove aumento da produc¢do de lagrima,
aumento no TRFL, melhora na acuidade visual e diminuicdo dos sinais oriundos de olho seco (Alio et al. 2017,
Avila et al. 2018).

O PRP pode ser de origem autéloga (extraido do préprio individuo), homoéloga (extraido da mesma
espécie) ou heterdloga (extraido de outra espécie), sendo os dois ultimos recursos necessarios quando ndo ha
possibilidade do uso do PRP autélogo (Ferraciolli et al. 2018). Sua obten¢do se consiste em processo de
centrifugacdo do sangue total coletado do individuo doador, com adicdo de anticoagulantes como trombina ou
citrato de sddio. Nesse processo ocorre a sedimentac¢do, deixando as plaquetas suspensas no plasma, e estando
concentradas, ocorre a liberagdo dos fatores de crescimento. O processo de obtencdo do PRP leva em média 1
hora (Dusse et al. 2008, Ehrenfest et al. 2009, Sant'anna 2018). A concentracgido de plaquetas do PRP deve ser de
4 a 7 vezes maior do que a concentragdo das mesmas no sangue total (Marx 2001).

O presente estudo teve por objetivo avaliar e comparar o tratamento da CCS utilizando um novo
tratamento, PRPH injetavel na glandula da terceira palpebra e conjuntivas palpebrais inferior e superior, com o
tratamento convencional com o uso de imunossupressor topico, tacrolimus 0.03% colirio.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Os caes diagnosticados com CCS foram provenientes da rotina de atendimento do servigo de oftalmologia
da clinica médica de pequenos animais, do Hospital Veterinario da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE) -
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Presidente Prudente/SP e os cdes do grupo controle negativo foram provenientes do canil da Unoeste. O estudo
foi conduzido conforme as normas de experimentagio animal da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA -
n. 5726) da UNOESTE e da ARVO (Association for Research in Vision and Ophthalmology - Statement for the use
of animals in ophthalmic and visual research).

Foram utilizados 33 caes (66 olhos), de ambos os sexos e variadas ragas, com idade 7.5+3.6 (1.0 - 15.0
anos), e peso 11.7+10.5 (3.6 - 43 kg). Os animais foram incluidos no experimento em 3 grupos (um grupo
controle negativo e dois grupos de tratamento da CCS). Os animais positivos para CCS foram examinados com
lampada de fenda (Kowa SL-15, Japao), e diagnosticados pelos seguintes parametros: sinais clinicos oftalmicos
compativeis (secre¢do ocular, hiperemia conjuntival, opacidade, neovascularizacdo de cérnea e pigmentacio de
cornea), e pelos testes oculares: Teste Lacrimal de Schirmer-1 sem anestésico (TLS-1) (TLS-1 < 15 mm/min)
e/ou Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL) (TRFL < 20 segundos), e cadastrados sob um termo de
autorizacdo (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE), assinado e consentido pelo tutor do animal e
responsaveis pelo projeto.

Grupos

Foram utilizados no presente estudo 3 grupos de cdes com 11 animais (22 olhos) em cada grupo. Grupo
controle negativo (GCN), e dois grupos de tratamento com cdes atendidos no HV positivos para CCS e
distribuidos aleatoriamente no Grupo Tacrolimus (GT) e Grupo Plasma Rico em Plaquetas Homélogo (GPRPH).
As caracteristicas do grupo GCN, e forma de tratamento do GT e GPRPH, sdo descritas a seguir:

- Grupo Controle Negativo (GCN) (n=22 olhos normais): 11 cdes saudaveis provenientes do canil da
Universidade, idade 4.3+1.9 (1.0 - 7.0) anos, peso 20.4+14.9 (5.0 - 43.0) kg, 9 sem raca definida (SRD), 1 Boxer e
1 Labrador, 6 machos e 5 fémeas, utilizados para fornecer os valores oculares de normalidade da regido do
estudo e servir de comparacdo com os grupos positivos para CCS e tratados.

- GT (n=22 olhos positivos para CCS): 11 cdes atendidos no setor de oftalmologia, idade 8.5+2.1 (5.0-11.0) anos,
peso 7.5+1.4 (5.2-9.8) kg, 7 Lhasa Apso, 1 Shi Tzu, 1 Yorkshire Terrier e 1 SRD, 5 machos e 6 fémeas. Apos o
diagnéstico bilateral de CCS, foi instituido o protocolo: tratamento toépico com colirio de tacrolimus 0.03%
(Laboratoério Centro Paulista, Sdo Paulo - SP), 1 gota 2x/dia em ambos os olhos, e lubrificante ocular (Tears® -
LABYES), 1 gota 2x/dia, em ambos os olhos, durante 6 meses.

- GPRPH (n=22 olhos positivos para CCS): 11 cies atendidos no setor de oftalmologia, idade 9.7+4.0 (5.0-15.0)
anos, peso 7.1+2.4 (3.6-12.1) kg, 6 Lhasa Apso, 2 Shi Tzu, 2 Yorkshire Terrier, 1 Cocker Spaniel e 1 SRD, 4 machos
e 7 fémeas. Apds o diagndstico bilateral de CCS, foi instituido o protocolo: no ambulatério, previamente foi
administrado topicamente 1 gota de colirio anestésico (Colirio Anestésico®-Allergan), 3x com intervalo de 5
minutos, em seguida foi administrado, com seringa e agulha de insulina, 0.3 ml de PRPH, sendo: 0.1 ml na
glandula da terceira palpebra, 0.1 ml na conjuntiva palpebral inferior e 0.1 ml na conjuntiva palpebral superior
de ambos os olhos (fig. 1). Além disso, foi associado o uso tépico de lubrificante ocular (Tears® - LABYES), 1 gota
2x/dia em ambos os olhos, durante 6 meses. A frequéncia da necessidade da administra¢do do PRPH injetavel foi
baseada na melhora inicial dos sinais clinicos e nos exames oftalmicos TLS-1 e TRFL, utilizando no maximo, até
trés aplicagbes. Animais que ndo apresentaram melhora apds a terceira aplicacido foram encaminhados para o
tratamento convencional com imunossupressor tépico e acompanhados pelo servico de oftalmologia do HV da
UNOESTE.

Quando diagnosticado no momento inicial, infec¢do bacteriana secundaria e inflama¢do ocular
(conjuntivite e/ou ceratite), nos grupos de tratamento GT e GPRPH, foi utilizado colirio antibidtico a base de
ciprofloxacina (Ciprovet®-LABYES) (1 gota 3 a 4x/dia), e colirio anti-inflamatério a base de diclofenaco de sddio
(Still colirio®-Allergan) (1 gota 3x/dia), durante os 15 primeiros dias.

Processamento do Plasma Rico em Plaquetas Homoélogo (PRPH)

A preparacdo do PRPH foi realizada pelo laboratério de patologia clinica do hospital veterinario da
UNOESTE. A obtencdo do plasma rico em plaquetas foi fundamentada na técnica descrita por Merlini et al.
(2014), e modificada. Foi utilizado apenas um cdo doador, higido (avaliacdo clinica e exames laboratoriais), sem
raca definida, 5 anos, pesando 35 kg, e coletado 20 ml de sangue total pelo sistema a vacuo para cada animal que
recebeu a terapia, de maneira estéril, através da pung¢do da veia jugular em tubos estéreis contendo citrato de
sédio 3.2%. Na primeira etapa, o sangue foi centrifugado a 200 gravidades (g), graduada em 1.100 rota¢des por
minuto (rpm) durante 10 minutos, em uma centrifuga laboratorial (Excelsa®/FANEM). A seguir, foram
descartados cerca de 30% do plasma superficial, e o contetido remanescente foi transferido para um tubo de
Falcon seco e também estéril. Na segunda etapa, a parte remanescente foi centrifugada a 400 g na rotacdo de
1.900 rpm, por 10 minutos. Nessa etapa, o plasma foi dividido em duas por¢des, sendo uma delas a por¢do
classificada como plasma rico em plaquetas e a outra por¢do plasma pobre em plaqueta. Com dois tergos do
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material sobrenadante descartados (plasma pobre em plaquetas), o terco restante é classificado como plasma
rico em plaqueta. Desse material foi obtido um volume total de 0.6 mililitros (ml), e foi aplicado 0.1 ml
instantaneamente na glandula da terceira palpebra e conjuntivas palpebrais inferior e superior de cada olho,
totalizando 0.3 ml.

Avaliacio dos sinais clinicos

A avaliacdo dos sinais oftdlmicos foi realizada mensalmente, durante 6 meses de tratamento, desde o M0
(momento de diagnéstico da CCS) até o M6 (momento final do tratamento e avaliagdo da CCS). Os sinais
oftdlmicos de cada animal, foram avaliados com auxilio da l1dmpada de fenda portatil (SL-15, Kowa, Japao) e
preenchida uma ficha especifica, avaliando a opacidade, pigmentacao e neovascularizacdo da cdrnea, presenca de
secrecdo ocular e hiperemia conjuntival. Os escores adotados para a avaliacdo foram: (0) sem alteracio; (1) leve;
(2) moderado e (3) severo.

Testes oftalmicos

Os testes especificos foram realizados em todos os momentos de acompanhamento do estudo. Dessa
forma, foi adotada a seguinte sequéncia de realizacido dos testes oftalmicos: teste de osmolaridade da lagrima
(TOL), teste lacrimal de Schirmer-1 (TLS-1), teste de meniscometria de tira (TMT), teste de ruptura do filme
lacrimal (TRFL), teste de fluoresceina (TF), e teste de lissamina verde (TLV).

Teste de osmolaridade da lagrima (TOL): A osmolaridade lacrimal foi aferida através do osmometro I-
PEN® VET (I-Med pharmalN¢, USA), apds o contato da lagrima com seu chip descartavel, no angulo de 459 graus.
Nesse teste é aferida a precisdo numérica da concentragido de solutos lacrimal, indicando se ha instabilidade do
filme lacrimal e auxiliando o diagndstico qualitativo da CCS. Os valores de osmolaridade em olhos normais é 296
a 339 mOsmol/L. (Lamkin et al. 2020).

Teste lacrimal de Schirmer-1 (TLS-1): Sem anestésico local, teste quantitativo da lagrima, previamente foi
realizada uma limpeza ocular com algodao seco para retirada de sujidades locais e depois introduzindo no saco
conjuntival medial 0.5 cm da ponta do papel filtro (Teste de Schirmer®, Ophthalmos, SP), permanecendo por um
tempo de 1 minuto e assim que retirado a leitura foi feita imediatamente de acordo com a quantidade umedecida
do papel filtro. Foram considerados olhos positivos para CCS aqueles que apresentaram valores de TLS-1 < 15
mm/min (Featherstone & Heinrich 2013).

Teste de meniscometria de tira (TMT): O TMT (I-Tear®, I-MED, Canada) teste quantitativo da lagrima,
semelhante ao TLS. No TMT, a tira descartavel de papel é encostada suavemente no menisco lacrimal de cada
olho, especificamente, analisando a quantidade de lagrima que percorre a tira, corando-a de azul, por um periodo
de 5 segundos. Os valores para olhos normais de cies estdo compreendidos acima de 9 mm/5seg (Rajaei et al.
2018, Nascimento et al. 2019). Os valores de 0 a 7 mm/5seg foram classificados como CCS (Nascimento et al.
2019).

Teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL): Teste qualitativo da lagrima, foi instilada 1 gota de fluoresceina
1% colirio (Fluoresceina So6dica®, Ophthalmos, SP) sobre a cérnea, apés duas piscadas manuais, as palpebras
foram seguradas, e com auxilio de um cronémetro foi avaliado o tempo de ruptura do filme lacrimal, através da
luz de cobalto da lampada de fenda portatil. Foram efetuadas duas repeti¢cdes e a média calculada através desses
resultados. Valores de TRFL < 20 segundos foram considerados positivos para CCS (Saito & Kotani 2001).

Teste de fluoresceina (TF): Corante vital que cora o estroma da cérnea (Featherstone & Heinrich 2013).
Foi instilado 1 gota do colirio de fluoresceina 1% (Fluoresceina Sédica®, Ophthalmos, SP), sobre a cérnea e em
seguida, o olho foi lavado com solugdo fisioldgica e examinado através da lampada de fenda portatil para
verificar se houve ou ndo a presenca de ulcera de cdrnea, utilizando os escores 0 (negativo) e 1(positivo) para
classificagao.

Teste de lissamina verde (TLV): Corante vital que cora as células desvitalizadas da cérnea e conjuntiva
ocular, decorrente da ineficiéncia da prote¢do lacrimal causada pela CCS (Featherstone & Heinrich 2013). Foi
realizado com tiras estéreis contendo a Lissamina (Lissamina Verde®, Ophthalmos, SP) embebidas por 1 gota de
solugdo fisioldgica e encostada no saco conjuntival e examinado com lampada de fenda portatil se houve ou néo a
presenca da marcagdo pelo corante, adotando os escores 0 (negativo) e 1 (positivo) para classificacao.

Analises citoldgica e histopatoldgica

Para andlise das células da glandula da terceira palpebra, realizados no M0, M3 e M6, foram colhidas
amostras através da técnica de aspiracao por agulha fina. Para a coleta, foi instilado 1 gota de colirio Anestésico®
(cloridrato de tetracaina a 1% + cloridrato de fenilefrina a 0.1%, Allergan) para a dessensibilizacdo da glandula
do olho coletado. Com a exposicdo da glandula da terceira palpebra por auxilio de uma pinga, foram coletadas as
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amostras destas glandulas e instiladas 1 gota de adrenalina e 1 gota de Still® colirio (diclofenaco sédico,
Allergan). Para a fixagcdo das amostras foi utilizado metanol e a coloracdo pela técnica de MGG (May-Grunwald-
Giemsa). Foram avaliados a quantidade de neutrdéfilos, linfocitos e escamosa no epitélio. A contagem das células,
em cada lamina, foi feita em 10 campos de grande aumento utilizando a objetiva de 400%, através do microscépio
optico (Nikon Eclipse E200, Téquio, Japdo).

Para a anélise histopatoldgica da conjuntiva, realizada no M0 e M6 do estudo, foi instilado 1 gota de colirio
Anestésico® (cloridrato de tetracaina a 1% + cloridrato de fenilefrina a 0.1%, Allergan) em cada olho e feitos
cortes, com auxilio de uma tesoura de conjuntiva (HR, Sdo Paulo, Brasil) de 1,0 milimetro, aproximadamente, da
conjuntiva bulbar inferior e colocado sobre fragmento de papel (1x1 cm). Em seguida, foi depositada 1 gota de
adrenalina e instilada 1 gota do colirio Still® (diclofenaco sédico, Allergan) na conjuntiva. Os fragmentos
coletados foram fixados em formalina e corados pelas técnicas de hematoxilina eosina (HE) (Dolles, Sdo Paulo,
Brasil) e acido peridédico de Schiff (PAS) (Merck, EUA). Na técnica de coloracdo com HE, foram avaliadas
quantidades de neutrofilos, linfdcitos, e presenca de metaplasia; a técnica de PAS, utilizada para contagem das
células caliciformes. A contagem das células, em cada lamina, foi feita em quatro campos distintos utilizando a
objetiva de 400x (Nikon Eclipse E200, Téquio, Japao) e para registro de imagens, foi utilizado Leica ICC50HD
(Wetzlar, Alemanha).

ANALISE ESTATISTICA

A andlise de varidncia bidirecional (ANOVA) para pares de amostras com teste post-hoc de Tukey foram
usadas para analisar as variaveis TLS-1, TMT, TRFL, TOL, incluindo a contagem de células caliciformes, células
escamosas, linfocitos e neutrofilos. Com relagio as variaveis TF e TLV, o teste ndo paramétrico de Friedman foi
usado para comparar varios pontos no tempo, enquanto o Kruskal-Wallis teste com o teste post-hoc de Dunn foi
usado para comparar as variaveis entre grupos. A significancia estatistica foi estabelecida em p <0.05. Todas as
analises foram realizadas com o programa estatistico R (R Development Core Team 2020).

RESULTADOS

Os parametros e testes oftalmicos, citolégicos e histopatolégicos dos cdes sadios do grupo controle
negativo estdo descritos na tabela 1. Apds a coleta do sangue para preparo do PRPH a média inicial da contagem
de plaquetas foi 193.643 (70.000 - 257.000/mm3) e ap6s o processo de preparagdo do PRPH, a média final foi de
1.997.143/mm3 (1.040.000 - 4.297.000/mm?3) plaquetas.

0 numero necessario de aplicagdes que melhoraram os sinais oculares iniciais no grupo PRPH (n=11
cdes/n=22 olhos) foram: 4 cdes/8 olhos (36% casos) receberam 3 aplicacdes, 6 cdes/12 olhos (55% casos)
receberam 2 aplicagdes, e somente 1 cao/2 olhos (9% casos) recebeu 1 aplicagdo. Do total dos olhos (n=22
olhos) que receberam aplicacdo de PRPH, apenas 1 olho (4.5%) tiveram reacao alérgica ao hemoderivado, todos
no dia da aplicacdo, de grau leve, que regrediu com o tratamento com colirio anti-inflamatério a base de
diclofenaco sédico (Still® colirio, 1 gota 3x/dia, durante 3 dias). Nenhum cdo do grupo PRPH precisou sair do
estudo. No grupo de cies tratados com tacrolimus 0,03% colirio, 9% (2 olhos) do mesmo animal, apresentou
reacdo adversa a medicagdo, impossibilitando a instilacdo diaria do mesmo, sendo, portanto, o cdo retirado do
estudo e substituido por outro portador de CCS. Esse cao foi encaminhado para o servico de oftalmologia do HV e
recomendado o uso de outro imunossupressor, ciclosporina colirio.

Nos resultados das medianas do escores de avaliacdo dos sinais oculares (tabela 2), ambos os grupos de
tratamento apresentaram melhora dos sinais clinicos, e remissdo total dos sinais no M5. Os sinais de
opacificacdo, secrecao e hiperemia do GPRPH, regrediram no M5 do estudo. No grupo GT os sinais de secre¢io e
opacificagdo apresentaram remissido no M3, enquanto pigmentagdo e conjuntivite regrediram totalmente no M1.
Ainda nesse grupo, a neovascularizacdo apresentou remissao no M5 do tratamento.

No TLS-1 (Figura 2A) e no TMT (Figura 2C) houve aumento significativo (p<0.05) nos valores do M0 ao
M6, em ambos os grupos, sendo maior esse aumento, ao final (M6) no GT. No TRFL (Figura 2B) e no TOL (Figura
2D) houve também um aumento significativo (p<0.05) nos valores do MO ao M6, ndo havendo diferencas
significativas (p>0.05) no M6 entre os grupos.

Os resultados observados do TF estdo descritos na Figura 3A e do TLV na figura 3B. Houve uma marcacio
negativa do TF mais precoce no GT, no M5, enquanto no GPRPH somente no M6. No TLV, o desempenho de
ambos os grupos foi similar nos momentos finais do estudo (M5 e M6).
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Os resultados da citologia da glandula da terceira palpebra (neutréfilos, linfécitos e células escamosas)
estdo descritos na Figura 4. Foi verificado diminuicdo significativa (p<0.05) do nimero de neutrdéfilos, linfécitos
e células escamosas em ambos os grupos ao final do estudo (M6) e ndo houve diferenca estatistica significativa
(p>0.05) entre os grupos durante o estudo.

Os resultados do exame histopatolégico da conjuntiva estdo descritos na Figura 5. Houve uma diminui¢ao
da contagem de linfécitos e neutroéfilos, no M6, em todos os grupos, sendo mais significativa (p<0.05) a reducao
no GPRPH em comparagio ao GT. Em relagido a quantidade de células caliciformes, houve aumento significativo
(p<0.05) em ambos os grupos, com maior contagem de células e diferenca estatistica significativa do GT. Ainda
no exame histopatoldgico, houve diminuicdo da presenca de células metaplasicas em ambos os grupos em
relacdo ao MO, sendo mais consideravel no GT (45% no MO0, 9% no M6) do que no GPRPH (27% no MO, 14% no
M6), porém nao houve significancia estatistica na frequéncia de células metaplasicas em ambos os grupos
(p>0.05). A comparacdo do GCN com evolucao clinica dos grupos de tratamento GT e PRPH no momento inicial
(M0) e momento final (M6) estdo descritos na Figura 6.

DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que compara o uso do PRPH injetavel a nivel ambulatorial de cies diagnosticados
com CCS, com o tratamento convencional tépico com tacrolimus 0.03% colirio.

0 uso ambulatorial do PRPH requer pratica e sincronizacdo do tempo entre o preparo e aplicacdo, uma vez
que o hemoderivado deve ser aplicado instantaneamente (Marx 2001). As vias de aplica¢des adjacentes aos
olhos podem causar desconforto local momentdneo ao paciente mesmo utilizando colirio Anestésico®, bem
como as técnicas de contencdo, sendo assim, foram realizadas aplicagdes intervaladas a cada 30 dias.

No presente estudo, apenas um olho de um cdo apresentou reacdo de hipersensibilidade local causada
pela aplicagdo de PRP, o qual foi rapidamente tratado e os sinais de hipersensibilidade controlados. Segundo
Marx & Garg (2005), o plasma rico em plaquetas de fonte homdloga e heterdloga, pode causar reagdes adversas
devido as diferencas imunogénicas entre o organismo de cada individuo. De acordo com Latalski et al. (2019),
que relataram reacgdes adversas ao uso do PRP autdlogo, efeitos colaterais podem ocorrer devido a substancia
adicionada a preparagdo do plasma rico em plaquetas. Um teste de compatibilidade sanguinea ndo identifica
possiblidade de incompatibilidade do receptor para terapia com PRP de fonte homologa ou heteréloga, pois o
teste identifica apenas se ha ou ndo presenca de anticorpos no soro do receptor contra as hemacias do doador
(Gomes 2008).

Os efeitos adversos relatados por Shoughy (2017), ao uso tépico do tacrolimus incluem irritagdo ocular,
ardor, vermelhidao e sensagdo de queimacgio, podendo ser sinais apenas transitérios. O mesmo foi observado em
nosso estudo, em que um cdo apresentou reacdo adversa a medicagao, o qual foi prontamente tratado e retirado
do estudo por ser de uso continuo, e segundo o tutor, os sinais foram irritacdo ocular, ardor e coceira
imediatamente ap6s o uso do colirio de tacrolimus 0.03%.

A via subconjuntival de aplicagdo é uma via eficaz e que pode substituir a instilacdo diaria de colirios
(Tanidir et al. 2010). A aplicacdo de PRP autélogo por essa via em caes com CCS moderada também foi estudada
por Vatnikov et al. (2020), que utilizaram aplicacdes semanais, apenas em conjuntiva palpebral inferior. No
presente estudo, as vias utilizadas foram, além da glandula da terceira palpebra, vias subconjuntivais inferior e
superior, na tentativa de estimular as glandulas de meibomio e células caliciformes, que sdo responsaveis pela
producdo de lipidios e mucina da lagrima, respectivamente (Cherry et al. 2017). Além disso, a escolha da
aplicacdo na conjuntiva palpebral superior foi devido a sua proximidade com a glandula perilacrimal.

A média de peso dos cdes tratados com PRP foi inferior a dez quilos (Tabela 2), e alguns animais com peso
inferior a cinco quilos, o que dificultaria o uso do PRP de origem autéloga (Lin et al. 2018). Entretanto, a eficacia
do PRP homologo, de acordo com Ferracioli et al. (2018), é equivalente ao uso do autdélogo na capacidade de
reparacdo tecidual. No processo de obtencdo do PRPH, a contagem da concentracdo média de plaquetas obtida
no presente estudo foi acima de um milhdo de plaquetas, estando de acordo com Marx (2001) e Fadadu et al.
(2019), onde afirmam que a contagem de plaquetas deve ser, em média, cinco vezes maior do que a contagem
basal de plaquetas no sangue. Isso é necessario para que o plasma rico em plaqueta tenha eficicia.

Em ambos os grupos, houve melhoras nos sinais clinicos observados na superficie ocular, como
diminuicdo da hiperemia e secre¢io conjuntival, opacidade e pigmentacio da cornea. De forma geral, o GT exibiu
remissdo mais precoce dos sinais comparado ao GPRPH. Alguns dos sinais clinicos no grupo tratado com
tacrolimus, apresentaram melhora logo nos momentos iniciais e outros se estabilizaram somente no M5 do
tratamento. Radziejewski & Balicki (2016) observaram em seu estudo, que a remissdo completa de todos os
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sinais clinicos ocorreu apds 2 meses de tratamento com tacrolimus. Sinais clinicos de pigmentacdo e hiperemia
foram os primeiros a obterem resultados. O estudo feito por Berdoulay et al. (2005), mencionou a melhoria de
neovascularizacdo e opacificacdo logo apés 15 dias do inicio do tratamento, o que em nosso estudo ocorreu
somente apds quatro meses de tratamento.

O GT, obteve a produgdo lacrimal normalizada no TLS-1 (215 mm/min) apés o primeiro més de
tratamento (Radziejewski & Balicki 2016), e se manteve superior ao GPRPH durante todo o estudo desenvolvido.
No TMT, apesar do aumento da produgdo lacrimal, os grupos nio atingiram a média da normalidade. Ao final do
estudo, os resultados dos grupos GPRPH e GT no TLS-1 e TMT evidenciaram a diferen¢a da producdo lacrimal
entre os grupos e o GT obteve o TLS-1 préximo ao do GCN. Entretanto, o GPRPH recebeu no maximo, trés
aplicacdes de plasma rico em plaqueta, nos primeiros momentos de tratamento, diferente do grupo tratado com
tacrolimus 0.03% que recebeu instilacao diaria do colirio, duas vezes ao dia durante todo o estudo.

0 resultado obtido no primeiro més de tratamento do grupo PRPH coincide com o estudo feito por Avila et
al. (2018), observaram que a resposta do PRP injetavel em humanos com doenga grave do olho seco tem agao
ap6s quatro semanas da primeira aplicagdo. Os testes que avaliam quantitativamente a producgao lacrimal, TLS-1
e TMT, apresentaram melhora logo apds o inicio do tratamento.

Os grupos GT e GPRPH, apesar de ndo apresentaram proximidade ao GCN, ambos os grupos obtiveram
resultado positivo no estimulo das glandulas de meib6mio a producdo de lipidios, contribuindo para melhora na
estabilidade do FL (Villatoro et al. 2015) no TRFL. No grupo tratado com PRPH, houve significincia nos
momentos finais, exibindo aumento de 61% no TRFL ao final do estudo. Esse resultado supera o observado por
Avila et al. (2019) que utilizaram PRP em olho seco, obtendo melhora de 45% apesar de também nio atingir o
parametro da normalidade. No GT com significincia mais precoce ao GPRPH, o uso do tacrolimus 0.03%, no
presente estudo, mostrou resultado inferior comparado aos observados por Silva et al. (2018) e Zulim et al.
(2018), porém o uso do imunossupressor nos estudos mencionados, também nio se equiparou com o parametro
da normalidade.

No estudo em caes com olhos sadios, Lamkin et al. (2020) utilizou o osmdmetro I-PEN® VET, o mesmo do
nosso estudo, e concluiu que a média de normalidade basal é de 318.55+20.82, contrastando com o resultado do
CGN do atual estudo. Com os tratamentos instituidos, foi observado aumento discreto na osmolaridade, estando
dentro do pardmetro do GCN. A literatura realca que o lacrimejamento reflexo pode provocar diminui¢do na
mensuracdo da osmolaridade da lagrima (Sebbag et al. 2017, Lamkin et al. 2020), sendo assim, o TOL foi o
primeiro teste a ser realizado no presente estudo. Na oftalmologia médica Nolfi & Caffery (2017) testaram os
osmometros i-Pen® e TearLab®, verificando que ha consideravel variacdo entre eles, sendo o i-Pen® mais
sensivel a manipulagdo, estando susceptivel as variagdes maiores em seus resultados. Em nosso estudo, os
devidos cuidados foram tomados e apenas um avaliador realizou o teste nos devidos momentos.

As lesdes ulcerativas foram presentes, em ambos os grupos, nos olhos dos cdes no momento do
diagnoéstico da CCS, e ainda foram presentes até o M4 no GT e M5 no GPRPH. Esse resultado pode ser atribuido ao
fato da maioria dos cdes tratados, corresponderem as racas de cdes braquicefalicos (Lhasa Apso e Shih Tzu), que
devido a sua estrutura orbitdria e maior proeminéncia ocular, os olhos ficam mais expostos ao meio e
susceptiveis a traumatismos (Bedford & Jones 2001). Acreditamos que o controle dessas lesdes ocorreu melhor
no GT, devido ao controle mais eficiente da CCS nesse grupo, com base nos testes e avaliagdes oftalmicas.

As andlises das células inflamatoérias evidenciaram diminuicdo consideravel do nimero total, em ambos os
grupos, atribuido aos efeitos imunomoduladores dos agentes estudados. Porém, a quantidade de neutrofilos,
linfécitos e células escamosas nos grupos de tratamento ao final do estudo, ndo se equiparam aos mesmos
parametros do GCN. Isso pode ser justificado pelo carater cronico e progressivo do processo inflamatério da CCS,
em que o objetivo do tratamento é a reducdo da inflamacdo e melhora dos sinais clinicos da doenca
(Radziejewski & Balicki 2016, Nebbioso et al. 2017).

No atual estudo, a presenca de neutréfilos foi observada em maior quantidade no momento inicial,
quando comparado a quantidade de linfécitos. Isso contrasta com a literatura, onde Stevenson et al. (2012) e
Haeussler & Korb (2019) afirmam que a ceratoconjunvite seca, é caracterizada por infiltrado inflamatério,
principalmente linfécitos, sendo os neutréfilos em menor grau. No momento final, a contagem de neutrdfilos no
exame citoldgico do GT foi significativamente menor do que o GPRPH. Esse fato poder ser atribuido ao potencial
imunossupressor do tacrolimus, que atua na inibicdo da calcineurina e da ativacdo de linfécitos T, reduzindo a
resposta inflamatéria (Radziejewski & Balicki 2016).

No grupo tratado com PRPH, a histopatologia da conjuntiva bulbar inferior, mostrou a¢do do
hemoderivado na redug¢do do processo inflamatério e infeccioso. De acordo com Badade et al. (2016), o plasma
concentrado no PRP apresenta duas a quatro vezes maior concentragdo de leucécitos do que no sangue total,
gerando presenca de neutroéfilos, linfocitos e mondcitos, e por meio da liberagdo de citocinas e células de defesa,
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desempenham funcdo bacteriostatica, e de defesa contra fungos e outros microrganismos. O potencial
bacteriostatico do PRP, com ou sem adi¢do de leucdcitos na sua preparacdo, também foi relatado na revisdo
sistematica feita por D'Asta et al. (2017).

0 exame histopatoldgico demonstrou aumento na quantidade de células caliciformes ao final do estudo,
nos grupos GT e GPRPH. No presente estudo, o uso do tacrolimus resultou em maior densidade das células
caliciformes comparado ao grupo GPRPH e também ao GCN. A a¢do do tacrolimus sobre as células produtoras de
mucina também foi observada por Zulim et al. (2018) e Berdoulay et al. (2005). Em um estudo feito por Alio et al.
(2012), o exame citologico de olhos tratados com PRP mostrou resultados significativos no aumento da
densidade de células caliciformes, e apesar de ndo ter apresentado significincia estatistica neste estudo, houve
aumento do niimero dessas células no grupo tratado com PRPH.

CONCLUSAO

0 tacrolimus 0.03% colirio se mostrou mais eficiente no aumento da produgio lacrimal e no numero de
células caliciformes do que o PRPH. Entretanto, o PRPH injetavel demonstrou ser mais eficiente do que o GT, na
diminuicdo das células inflamatérias conjuntivais. De uma maneira geral, ambos os grupos foram equivalentes na
melhora dos parametros TRFL, TOL e TLV. Concluimos que o uso injetavel do PRP homoélogo, necessita em média
de 2 a 3 aplicagdes mensais, é seguro e exequivel a nivel ambulatorial, financeiramente mais viavel do que o
tacrolimus, e pode ser utilizado como uma terapia alternativa mais acessivel ou sugerida como adjuvante ao
tratamento convencional com imunossupressores tépicos.
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Tabela 1. Parametros do grupo controle negativo (GCN) (n=22 olhos sadios; n=11 caes saudaveis). Média
e desvio padriao (minimo e maximo) dos parametros: teste lacrimal de Schirmer-1 (TLS-1), teste de
meniscometria de tira (TMT), teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL) e teste de osmolaridade de
lagrima (TOL). Média e desvio padrao da citologia da glandula da terceira palpebra e histopatologia

conjuntival bulbar inferior.

Testes Oftalmicos

Média e desvio padrao

Minimo e maximo

TLS (mm/min) 22,3%+2,9 (18-27)

TMT (mm/5seg) 10,4+3,3 (8-18)

TRFL (segundos) 26,8+4,9 (20-37)

TOL (mOsmol/L) 299,2+13,9 (288 -311)
Células Citologia glandula da Histopatologia conjuntiva

terceira palpebra bulbar inferior
(Média e desvio padrao) (Média e desvio padrao)

Neutroéfilos 00 02.6 + 04.4
Linfécitos 0.1+0.4 26.7 £24.2
Células caliciformes N.A* 28.3+16.0
Células escamosas 0.1+£0.3 N.A*

*N.A: ndo avaliado.

Tabela 2. Mediana do escores de avaliacao dos sinais oculares dos grupos de tratamento GPRPH e GT nos
momentos inicial (MO0), e a cada 30 dias, do momento 1 (M1) ao momento 6 (M6).

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

Pigmentacdo de GPRPH 1 1 0 0 0 0 0
cornea GT 1 1 0 0 0 0 0
Neovascularizagio GPRPH 1 1 1 1 1 0 0
de cornea GT 1 1 1 1 1 0 0
Secrecdo GPRPH 3 1 1 1 1 0 0

GT 3 1 1 0 0 0 0
Opacificacido de GPRPH 1 1 1 1 1 0 0
cornea GT 1 1 1 0 0 0 0
Hiperemia GPRPH 2 1 0 0 1 0 0
conjuntival GT 2 1 0 0 0 0 0

Escores de avaliagdo para pigmentacao de cérnea, neovascularizacdo de cérnea, secrecdo, opacificacdo de cérnea
e hiperemia conjuntival: (0) sem alteragio, (1) leve, (2) moderado e (3) severo.



Fig. 1 Pontos de aplicagées do PRPH. (A) Glandula da terceira palpebra, (B) Conjuntiva palpebral inferior, e (C)

Conjuntiva palpebral superior.
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Fig. 2 Média e desvio padrao dos testes oculares: (A) teste lacrimal de Schirmer-1 (TLS-1) em mm/min, teste de
meniscometria de tira (TMT) em mm/5seg, teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL) em segundos e teste de
osmolaridade de lagrima (TOL) em mOsmol/L, do Grupo Tacrolimus (GT) e do Grupo Plasma Rico em Plaqueta
Homoélogo (PRPH) nos momentos inicial (M0), e a cada 30 dias, do momento 1 (M1) ao momento 6 (M6).

*p <0,05 (teste de Tukey para comparar momentos)
abp <0,05 (teste de Kruskal-Wallis para comparar grupos)
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Fig. 3 Percentual de olhos corados: (A) Teste de Fluoresceina (TF), e (B) Test de Lissamina Verde, em cdes com
CCS (n=22), do Grupo T (Tacrolimus) e Grupo PRPH (Plasma Rico em Plaquetas Homélogo), nos momentos
inicial (MO0), e a cada 30 dias, do momento 1 (M1) ao momento 6 (M6).
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Fig. 4 Média e desvio padrao da contagem de (A) linfécitos, (B) neutroéfilos e (C) células escamosas, no exame
citolégico da glandula da terceira palpebra realizado nos momentos MO (inicio), M3 (3 meses) e M6 (6 meses).

*p <0,05 (teste de Tukey para comparar momentos)

abp <0,05 (teste de Kruskal-Wallis para comparar grupos)
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Fig. 5 Média e desvio padrao da contagem de (A) neutroéfilos, (B) linfocitos e (C) células caliciformes, no exame
histopatoldgico da conjuntiva bulbar inferior, realizado nos momentos MO (inicio) e M6 (6 meses).
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Fig. 6 Comparac¢do do GCN com evolucdo clinica dos grupos de tratamento GT e PRPH no momento inicial (M0) e
momento final (M6). Grupo GCN - olho direito: (A) sem alteracdo; (B) citologia da glandula da terceira palpebra
de olho sem CCS; (C) histopatologia conjuntival mostrando epitélio sem alteragdes; (D) exame histopatoldgico
conjuntival mostrando grande ntimero de células caliciformes (seta); Grupo GT - olho esquerdo: (E) MO, secre¢do
mucopurulenta e vasculariza¢do da cérnea; (F) M6, evolucdo clinica e melhora nos sinais de CCS; (G) MO,
citologia da glandula da terceira palpebra evidenciando presenca de neutroéfilos (seta); (H) M6, citologia da
glandula da terceira palpebra com presenca de células caliciformes (seta grossa) e linfocitos (seta fina); (I) MO,
histologia conjuntival com linf6citos no estroma e edema do epitélio; (J) M6, histologia conjuntival com raros
linfécitos no estroma (seta); (K) MO, histologia com auséncia de células caliciformes; (L) M6, histologia
mostrando presenca de células caliciformes em quantidade normal (seta); Grupo PRPH - olho direito: (M) MO,
secrecdo mucopurulenta e pigmentacdo da cédrnea; (N) M6, evolucdo clinica e melhora nos sinais de CCS; (0O)
citologia da gandula da terceira palpebra com presenca de neutréfilos (seta) em meio a muco; (P) M6, citologia
da glandula da terceira palpebra com presenca de célula caliciforme (seta grossa), neutroéfilos (cabecga de seta) e
linfécitos (seta fina); (Q) MO, histologia mostrando inflamac¢do cronica com edema da conjuntiva e exocitose de
linfécitos (seta); (R) M6, histologia conjuntival mostrando presenca de raros linfécitos no estroma (seta); (S) MO,
histologia evidenciando auséncia de células caliciformes; (T) M6, histologia mostrando presenca de células
caliciformes em quantidade normal (seta). Em B, G, H, O e P: coloragdo e Giemsa, aumento de 400x. Em C,[,],Q e
R: coloragdo de Hematoxilina-eosina, aumento de 400x. Em D, K, L, S e T: coloragdo de PAS, aumento de 400x.
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ANEXO - NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA
Escopo

Artigos para "Pesquisa Veterindria Brasileira” (PVB), uma Revista Brasileira de Pesquisa Veterinaria, sdo
submetidos em Word online através do ScholarOne, link https://mc04.manuscriptcentral.com/pvb-scielo

Os artigos serdo publicados apenas em inglés. Os autores podem submeter seus artigos em inglés ou portugués
(por favor, ver Servigos de tradugdo), seguindo o modelo da revista - disponivel nesselink | - e os dltimos
fasciculos publicados.

Para comprovar a qualidade do inglés, um certificado da lingua inglesa emitido por instituicdo credenciada pela
Pesq. Vet. Bras. (veja a lista em Servicos de tradugao) pode ser refeito.

Todos os autores devem se registrar no ORCID (Open Researcher and Contributor ID -
https://orcid.org/register) e vinculd-lo ao seu perfil ScholarOne. O link pode ser feito editando o perfil do
usudrio no ScholarOne na opg¢ao Associate your existing ORCID iD. Os identificadores ORCID contribuem para a
identidade singular dos autores e os processos de interoperacdo e bibliométricos. Usando o ORCID, os
pesquisadores sdo facil e corretamente conectados com seus resultados de pesquisa, publicacdes e afiliagdes.

A PVB publica Artigos Originais, Revisdes Criticas da Literatura (essas ultimas, por convite do Editor-Chefe) e
Tépicos de Interesse Geral; nenhum tipo comunicagio curta, nota ou relatos de caso sdo aceitos.

Os Artigos Originais devem conter resultados de pesquisas ainda ndo publicadas e ndo submetidas a outras
revistas.

As Revisdes da Literatura devem ser criticas e consistir em assuntos da linha de pesquisa do Autor.
Os Temas de Interesse Geral devem ser de grande importancia e baseados na larga experiéncia dos autores.

As opinides e conceitos emitidos sdo da responsabilidade dos autores. O Conselho Editorial da revista, auxiliado
pela revisdo pelos pares, pode sugerir ou solicitar modificagdes no texto.

Os direitos do autor dos artigos aceitos sao preservados.
Organizacao e elaboracao do manuscrito

Organizar o artigo em TITLE, ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCTION, MATERIAL AND METHODS, RESULTS,
DISCUSSION, CONCLUSION(S) (os trés ultimos preferencialmente em capitulos separados), Acknowledgements,
Conflict of interest statement, e REFERENCES

O TITLE deve ser conciso e indicar o conteido do artigo; informe detalhes de identificacdo cientifica nos
MATERIAL AND METHODS.

Os nomes de autores com varios nomes e sobrenomes devem ser abreviados, por exemplo, simplificar Claudio
Severo Lombardo de Barros para Claudio S.L. Barros ou Barros C.S.L. O Autor para correspondéncia deve ser
aquele que garanta o contato com o Conselho Editorial da PVB. Eleve mais uma vez os asteriscos para a chamada
as notas de rodapé, para que parecam maiores.

0 cabecalho do ABSTRACT deve conter os nomes abreviados e invertidos dos autores, o ano, o titulo e o endereco
postal do laboratdrio ou instituicdo onde foi realizada a parte principal da pesquisa (compare sempre os autores
do artigo e sua listagem no cabecalho do ABSTRACT para evitar discrepancias).

A nota de rodapé da primeira pagina deve conter o endere¢o profissional completo de cada autor (no idioma do
pais do autor onde a correspondéncia deve ser enviada, portugués, espanhol, inglés, etc.), bem como o e-mail
sublinhado do Autor para correspondéncia.

0 ABSTRACT deve ser uma versio explicada em portugués do ABSTRACT, seguido de “INDEX TERMS”, que
devem incluir os termos do titulo, pois ndo sdo apenas “Termos Adicionais de Indexa¢do.”

0 RESUMO deve conter (1) o titulo [entre colchetes e em negrito] (2) o que foi investigado, indicando (2) os
materiais e métodos utilizados, (3) os resultados mais importantes, e (4) a conclusio, seguida por "TERMOS DE
INDEXACAOQ" (que também incluem palavras do titulo, pois niio sdo apenas “Termos Adicionais de Indexacdo.”)

A INTRODUCTION deve ser curta, com citagdo da literatura especifica, seguida do objetivo da trabalho.

Em MATERIAL AND METHODS fornega todos os dados necessarios para repetir o estudo.
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Em RESULTS os dados obtidos sdo apresentados de forma concisa.

Em DISCUSSION, confronte seus resultados com os da literatura. Evite mencionar o desenvolvimento de
pesquisas ou planejamentos futuros para evitar o comprometimento da revista em publicar os resultados de
trabalhos ainda ndo realizados.

Baseie suas conclusdes (CONCLUSIONS) apenas nos resultados.
N&do mencione Agradecimentos (Acknowledgements) no texto ou notas de rodapé, mas apés as CONCLUSIONS.
Declare qualquer conflito de interesses ou "nenhum" se for o caso.

Em REFERENCES (referéncias) devem incluir todas as cita¢des consultadas e apresentadas cronologicamente no
texto. Escreva a lista de referéncias em ordem alfabética e cronolégica, comegando pelo sobrenome do primeiro
autor, seguido de todos os demais autores da respectiva referéncia, em caixa alta e caixa baixa. Cada autor deve
ser separado apenas por uma virgula, seguida pelo ano, titulo e os dados da publicagdo (por extenso, em caso de
duvida sobre abreviatura), conforme www.pvb.com.br.

0 estilo da revista deve ser seguido:

Fonte Cambria em pitch 10, espaco simples entre as linhas; pagina formato A4, com margens de 2cm (superior,
inferior, esquerda e direita), texto justificado em uma coluna. Coloque as legendas das Figuras abaixo da lista de
referéncias; ndo repita as legendas abaixo das imagens das Figuras. Envie figuras e tabelas separadas do texto
principal.

ABSTRACT e RESUMO sido escritos em apenas um paragrafo e ndo devem conter referéncias.
Os manuscritos devem ser concisos e, sempre que possivel, escritos no pretérito.

Escreva os nomes cientificos completos (p.ex.Palicourea marcgravii), no inicio de cada capitulo (TITULO,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODU(;AO, etc.), quando aparecem pela primeira vez, seguido da abreviatura do género
(p-ex. P. marcgravii).

Nos titulos das Tabelas e Legendas das Figuras, escreva os nomes cientificos por extenso.

No texto, chamadas para notas de rodapé sdo feitas em algarismos arabicos, em ordem crescente ao longo de
todo o manuscrito, sem o uso de "Inserir nota final" do Word.

Nota: Ndo use espacos entre os nimeros e suas unidades para evitar separa-los em duas linhas (p.ex.: 100ppm,

10mm, 50cm, 18x10cm, P<0,05. A abreviatura para nimero é "n®" e ndo “no” ; para grau Celsius é “°C” e ndo “oC”".
Tabelas e Figuras devem ser citadas no texto com seus respectivos niimeros em ordem crescente.

Abreviaturas de instituicdes, quando apresentadas pela primeira vez, devem ser colocadas entre parénteses apds
o nome completo da institui¢do.

As citagdes da literatura no texto sdo feitas por "autor e ano" (p.ex. Caldas 2005). Cite artigos com dois autores
pelos dois nomes (p.ex. Pedroso & Pimentel 2013). Cite no texto artigos com mais de dois autores pelo primeiro
nome do autor seguido de "et al." e 0 ano (p.ex. Brito et al. 2015). Se a citagdo de dois artigos for idéntica, faca a
distingdo acrescentando letras minusculas apds o ano de publicagido (p.ex. Barros 2017a, 2017b). A ordem de
citacdo no texto deve ser cronoldgica (p.ex. Barbosa et al. 2003, Armién et al. 2004).

Consulte o texto completo de todos os artigos citados; se nio for possivel ler todo um um determinado artigo,
cite a referéncia original no texto do manuscrito como, p.ex., Bancroft (1921), e, entdo, na Lista de Referéncias,
cite como Bancroft 1921. .......... titulo. ... Nome do Periddico .... (Apud Suvarna & Layton 2013). Além disso, inclua,
na integra, esta referéncia consultada (Suvarna & Layton 2013) na Lista de Referéncias.

0 uso de "comunicacdo pessoal” e "dados ndo publicados deve ser excepcipnal e citado no texto como Autor e
Ano (Barbosa 2016), e na Lista de Referéncias como p Barbosa 2016. Personal communication (Universidade
Federal do Para, campus Castanhal, Brazil).

As Legendas das Figuras (p.ex. "Fig.3. ........ .") devem ser suficientemente informativo para a compreensao
(porque as Figuras sdo independentes do texto).

Os titulos das tabelas devem ser escritos em negrito, e o cabegalho (titulos das colunas) deve ser claro (ndo
negrito), escrito em letras maidsculas e minusculas, e separados por duas linhas horizontais longas. Nao ha
linhas verticais nem fundo cinza; excepcionalmente podem existir linhas horizontais. As notas de rodapé devem
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ser em letras minusculas ou outros sinais, mas ndo em nameros arabicos. As tabelas devem ser submetidas em
Word (ndo como imagens) para permitir corre¢des de acordo com o estilo da revista.

Dados complexos devem ser enviados como graficos (mas referidos como Figuras) em 2D sem fundo cinza e
linhas horizontais. Escreva graficos, incluindo texto, em Cambria em 10 pitch.

Apresentacio das Figuras

Formato e dimensdo: As imagens devem estar em formato TIF, canal RGB, comprimento de 85 mm e resolugdo de
300 dpi (pixel/polegada) para figuras coloridas e 600 dpi (pixel/polegada) para figuras em preto e branco
(graficos e mapas).

Numeracdo: As figuras devem ser nomeadas separadamente e identificadas apenas por nimeros na ordem em
que sdo citadas no texto (Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3, etc.). Nao use letras, como Fig. 14, 1B, 1C, etc., para identificar as
figuras.

Identificacdo de estruturas: Caso seja necessario destacar estruturas especificas dentro da imagem, utilizar fonte
"Cambria 8 pontos", preto ou branco, ou setas pretas ou brancas dependendo do fundo da figura.

Micrografias: as barras de escala ndo sdo obrigatdrias.

Legendas: Cada figura deve ter uma legenda autoexplicativa. Deve conter o que esta na imagem, seguido de
informagdes adicionais (Exemplo de formato da legenda de figura: Fig.1. Descricdo da imagem. Diagndstico,
6rgdo ou tecido, espécie animal, nimero do caso. Método histoquimico (HE, PAS, etc.) ou imunohistoquimico
(vimentina, etc.). Ao descrever aspectos da imuno-histoquimica, use o termo “marcag¢do imunoldgica” em vez de
“coloracdo” ou “positivo”. Indique onde a "imunolmarcag¢ao" ocorreu (nuclear, citoplasmatica ou membranosa) e
em que extensdo. As legendas das figuras devem aparecer no manuscrito principal,ap6s referéncias.

Todas as referéncias citadas no texto devem ser incluidas na lista de referéncias. Antes de enviar o artigo, as
discrepancias devem ser corrigidas pelo Autor. O sistema ScholarOne bloqueia automaticamente se tais
disparidades existirem.

Exemplos de Referéncias
Artigos publicados em periddicos:

Martins K.P.F.,, Fonseca T.R.S,, Silva E.S., Munhoz T.C.P., Dias G.H.S., Galiza G.J.N., Oliveira L.G.S. & Boabaid F.M.
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sectional study. Environ. Health 17:15-24.

(Notem: Os iniciais dos autores devem ser colocados sem espago. O sinal “&” é usado para separar o penultimo
do ultimo autor. As primeiras letras das palavras do titulo de artigos publicados em periédicos cientificos devem
ser de preferéncia minusculas. A palavra “Revista” deve ser abreviada como “Revta” em diferenca a “Rev.”, do
inglés “Review”. Deve-se indicar o nimero do respectivo volume do periédico e, se possivel, também do
fasciculo. Somente abreviacdes tem um ponto, exceto as que terminam com a ultima letra da palavra em extenso.
0 traco entre as paginas é curto (-) e ndo comprido. Nao devem ser usados “pontovirgulas” (;) em lugar de
virgulas.

Livros:

Tokarnia C.H., Brito M.F., Barbosa ].D., Peixoto P.V. & Débereiner ]. 2012. Plantas Téxicas do Brasil para Animais
de Producio. 22 ed. Helianthus, Rio de Janeiro, p.305-348.
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(Notem: A primeira letra de termos do titulo de livros deve ser maidscula. Devem ser mencionadas as paginas
que foram consultadas, em vez do total de paginas do livro.

Capitulos de livros:
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(Notem: As primeiras letras das palavras do titulo de capitulos de livros sdo mintsculas, mas as de livros sdo
maidsculas.)

Dissertacgoes e Teses:

Rech R.R. 2007. Alteragdes no encéfalo de bovinos submetidos a vigilancia das encefalopatias espongiformes
transmissiveis. Tese de Doutorado, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria. 228p.
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