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EFEITOS DO BANDVET® SOBRE A REPARAGAO CORNEAL EM

CAES. ESTUDOS CLIiNICO, MORFOMETRICO, HISTOQUIMICO E
IMUNOISTOQUIMICO.

RESUMO - Estudaram-se os efeitos do BandVet® na reparagao corneal em caes
apos ceratectomia superficial. Utilizaram-se 16 caes adultos, sem raga definida, machos
ou fémeas, sendo oito tratados com o BandVet® (BV) e os demais, com cloreto de
sodio a 0,9%, (CO) subdivididos em grupos para avaliagdo clinica diaria durante os 3, 7,
14 e 28 dias de pods-operatorio. Foram atribuidos escores para a avaliacéo clinica
quanto ao blefarospasmo, congestéo conjuntival, vascularizagéo, pigmentacao e edema
corneais. Encontraram-se blefarospasmo e fotofobia nos periodos iniciais de pos-
operatério. Houve diferenga significativa quanto a congestdo conjuntival e secrecéo
ocular aos sete dias de pds-operatorio. A vascularizagdo manteve-se constante desde
0os periodos iniciais, desaparecendo no periodo final, apenas no grupo tratado. O
edema corneal esteve sempre presente em ambos os grupos, diferindo estatisticamente
aos 14 dias de poés-operatorio. Ao término dos periodos, os olhos ceratectomizados
foram enucleados e as cérneas submetidas a estudo morfométrico (contagem de
células inflamatérias, contagem de pontos de colageno, contagem de fibroblastos e
mensuracgao da espessura do epitélio e estroma corneais), histoquimico (Alcian Blue pH
1.0 e Alcian Blue pH 2.5), de analise digital (avaliagdo cromatica tridimensional de
superficie) e imunoistoquimico (expressao da fibronectina e da tenascina).
Relativamente a contagem das células inflamatorias, observou-se maior quantitativo
nos animais do grupo BV, durante os quatro periodos avaliados. Relativamente aos
pontos de colageno, observou-se nas coérneas dos animais do grupo BV, um maior
namero de pontos nos quatro periodos avaliados, havendo diferengca estatistica,
comparativamente aos valores das areas de transi¢cdo, aos trés dias de pds-operatorio
(P=0,040). Em referéncia a contagem de fibroblastos observou-se um numero maior de

células no grupo BV nos periodos 3, 14 e 28 dias. Aos sete dias, todavia, o grupo CO
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mostrou maior celularidade. Identificou-se diferenga estatisticamente significativa,
quando comparadas as contagens na regido de transicdo, aos trés dias de pos-
operatoério. Relativamente a mensuragcédo da espessura do epitélio corneal da regido
periférica, notou-se que aos 3, 7 e 14 dias, ela foi maior nos animais do grupo BV. Aos
28 dias, todavia, ela foi maior no grupo CO. Na regiao de transi¢ado, ela foi maior no
grupo BV em todos os momentos. Na regido central, foi maior no grupo CO em todos os
periodos, a excecao do 14° dia. No que se refere a espessura do estroma corneal, nas
regides periférica e de transicéo, ela foi maior nos animais do grupo CO, em todos os
momentos, exceto aos 3 dias, onde foi maior no grupo BV. Relativamente a regido
central, ela foi maior no grupo BV, em todos os momentos. No que concerne a
marcagao com Alcian Blue pH 1.0, esta foi mais intensa no grupo BV, no terceiro e no
14° dias. A marcac¢ao com Alcian Blue pH 2.5, foi mais intensa no grupo BV, no terceiro
e no 24° dias, enquanto no sétimo e no 14° dias ela ndo divergiu. Relativamente &
avaliagao tridimensional de superficie houve maior homogeneidade nos animais do
grupo BV, em todos os momentos. Relativamente a marcagé&o por fibronectina do grupo
BV, houve positividade discreta aos 7, 14 e 28 dias. No grupo CO, ela foi discreta aos 3
e 28 dias e intensa aos sete dias. A marcagdo com tenascina, observou-se positividade
aos trés dias, ela foi moderada nas corneas dos animais do grupo BV e intensa nas do
grupo CO. Aos 28 dias, identificou-se marcacgéo positiva fraca no grupo BV, no estroma
corneal, em toda a extensdo da lamina. Conclui-se, que a utilizagéo local na superficie

ocular decorreu numa reparagao corneal mais organizada.

Palavras-chave: cao, ceratectomia superficial, BandVet®, reparagdo corneal,

morfometria, histoquimica, analise digital, imunoistoquimica
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EFFECTS OF BANDVET ON CORNEAL REPAIR OF DOGS. A
CLINICAL, MORPHOMETRICAL, HISTOCHEMISTRY
IMMUNEHISTOCHEMISTRY STUDY.

ABSTRACT - The effects of Bandvet® on corneal repair was studied after superficial
keratectomy. Sixteen adult cross-breed dogs were used, being eight treated with
Bandvet® (BV) and eight with saline 0.9% (CO). Daily clinical evaluations were
accomplished 3, 7, 14 and 28 days in the post-operative period. Blepharospasm,
conjuntival congestion, ocular discharge, photofobia, vascularization, pigmentation, and
corneal edema were assessed by means of clinical scores. Blepharospasm and
photofobia were noted at early stages of the post-operative period. Conjunctival
congestion and ocular discharge changed significantly at day 7 of the post-operative
period. Vascularization advanced axially in a constant manner in the early post-operative
periods, disappearing in the late stages, only in the treated group. Corneal edema was
observed in all time points in both of groups, changing significantly at day 14 of the post-
operative period. At the completion of the study, keratectomized eyes were enucleated
and corneas submitted to morphometrical evaluation (inflammatory cell count, collagen
patches count, fibroblast count, and corneal epithelium and stromal thickness
measurement) histochemistry (Alcian Blue pH 1.0 and Alcian Blue pH 2.5), digital
analysis (tridimensional chromatic evaluation of the surface), and immunohistochemistry
(fibronectin and tenascin labeling). During the 4 time points evaluated, inflammatory cell
count was increased in the BV group. An enhanced number of collagen patches were
observed in the corneas of the animals of the BV group, in the four time points
evaluated, being significant in comparison to values observed in the transitional areas
(P = 0.040). A higher fibroblast count was noted in the BV group at days 3, 14, 28, and
28. At day 7, however, the CO group showed higher cellularity. The cell count in the
transitional area changed significantly at the third day. The peripheral corneal thickness

was higher at days 3, 7 and 14, in subjects of the BV group. At day 28, however, corneal
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thickness was more exacerbated in the CO group. Such parameter was more
exacerbated in the transitional region, in all time points evaluated in animals of the BV
group. The axial region of dogs of the CO was thicker in all time points, except at
fourteenth day. Stromal corneal thickness of the peripheral and transitional regions was
more intense in subjects of CO, in all time points, except for the third day, being denser
in the BV group. The axial region was denser in BV group in all time points evaluated.
The Alcian Blue pH 1.0, labeling was more intense in animals of BV group at day 3 and
14. The Alcian Blue pH 2.5 labeling was more intense in the BV group at days 3 and 24,
whereas such parameter did not change significantly at day 7 and 14. Higher
homogeneity was observed in animals of BV group in regard to the tridimensional
evaluation of the surface, in all time points evaluated. The fibronectin antibody showed
slight positivity at days 7, 14, and 28. In the CO group fibronectin labeling showed week
positivity at days 3 and 28, and strength positivity at day 7. The tenascin antibody
labeling was positive at day 3, being moderate in corneas of dogs of the BV group and
intense in those of the CO group. At day 28, slight positivity was observed throughout
the corneal stroma of dogs of the BV group. Our results showed that corneal repair in

dogs treated with Bandvet® was more organized.

Key-words: dog, keratectomy, Bandvet®, corneal repair, morphometry, histochemistry,

digital analysis, immunohistochemistry
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1 INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 ANATOMOFISIOLOGIA DA CORNEA

A cornea é uma estrutura transparente e avascular, que compde a tunica fibrosa
do olho. Tem como fungbes principais promover a refracdo da luz e a protecéo das
estruturas intra-oculares (WILKIE e WHITTAKER, 1997). Possui superficie regular,
necessaria a formacao da imagem sobre a retina (WHITLEY, 1991).

A cornea do cado € composta por quatro camadas: epitélio, estroma, membrana
de Descemet e endotélio (SHIVELY e EPLING, 1970). O filme lacrimal tem sido
considerado, por muitos, como um quinto componente (SLATTER, 1990). A espessura
da cérnea difere entre racas e individuos, sendo mais delgada na regidao axial
(SAMUELSON, 1991). No cao, ela pode variar de 409 a 784 micrébmetros, medindo
entre 12 e 16 mm no seu eixo vertical e entre 13 e 17 mm no horizontal (WILKIE e
WHITTAKER, 1997).

O epitélio corneal é do tipo pavimentoso estratificado ndo queratinizado, nao
secretor, composto por cinco a sete camadas de células poliédricas aderidas a
membrana basal por hemidesmossomos (KIRSHNER, 1990; POWER e NEVES, 1997;
WILKIE e WHITTAKER, 1997). Encontram-se trés tipos celulares: células basais,
células em asa e células superficiais (POWER e NEVES, 1997). Com a divisdo das
células basais, células filhas sdo direcionadas a superficie, perdendo gradualmente as
suas organelas (SLATTER, 1990).

Células tronco do limbo sao responsaveis pela substituicdo e regeneragéo
teciduais (AKPEK e FOSTER, 1999). Sao indispensaveis a manuteng¢ao da integridade
da superficie corneal, promovendo sua renovagdo em condigdes normais € a re-

epitelizagdo em processos reparatérios (DUA e AZURA-BLANCO, 1999). BRUNELLI et
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al. (2007), demonstraram que o transplante autégeno de limbo foi eficiente em
possibilitar a melhoria da transparéncia corneal.

O estroma compbe, aproximadamente, 90% da espessura da cérnea, sendo
formado por uma matriz de proteoglicanos e por lamelas de fibras de colageno
dispostas paralelamente (POWER e NEVES, 1997). Elas permitem que 99% da luz que
permeia a cérnea nao sofra dispersédo (SAMUELSON, 1991). Fibrécitos, ceratocitos,
substancia fundamental e eventualmente, linfocitos, macréfagos e neutrofilos incluem-
se entre os seus constituintes (SLATTER,1990; SAMUELSON, 1991). Ruptura no
arranjo regular das lamelas ou alteragcdes quanto ao tipo de colageno induzirédo a
opacificacédo da cérnea (WILKIE e WHITTAKER, 1997).

A membrana de Descemet € a membrana basal do endotélio (SLATTER, 1990),
sendo composta por duas camadas: uma anterior, a qual se desenvolve in utero e outra
posterior, produzida pelas células endoteliais, no curso da vida, que aumentam
continuamente a sua espessura. Colageno do tipo IV, laminina e fibronectina séo
encontrados, o que evidencia fungbes de ades&o entre a membrana e as células
endoteliais, pela fibronectina (POWER e NEVES, 1997). A membrana de Descemet &
provida de elasticidade (SAMUELSON, 1991) e atua como a ultima barreira a invasao
de leucdcitos, de vasos sanguineos no estroma (WARING, 1984) e a perfuracdes
(WILKIE e WHITTAKER, 1997), podendo manter-se intacta ou em condigbes de
descemetocele (POWER e NEVES, 1997).

O endotélio constitui-se na camada mais interna da cornea (WILKIE e
WHITTAKER, 1997), atuando como barreira a passagem de humor aquoso e na
deturgescéncia do estroma. Ele é composto por uma unica camada de células
achatadas e poligonais (geralmente hexagonais), dispostas uniformemente (POWER e
NEVES, 1997; WILKIE e WHITTAKER, 1997). No cao, sua densidade celular é de,
aproximadamente, 2.800 células/mm? (SLATTER, 1990). As células endoteliais s&o
metabolicamente muito ativas, o que se justifica pela presenca de inumeras
mitocondrias, aparelho de Golgi e reticulo endoplasmatico expressivos (GIRARD, 1981;
NAUMANN e SAUTTER, 1988; SAMUELSON, 1991; POWER e NEVES, 1997). A

densidade e celularidade endoteliais diminuem com a idade, havendo aumento da area
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celular média (RODRIGUES et al.,, 2000). Reconhece-se que o endotélio possui
capacidade limitada de regeneracéo (WHITLEY e GILGER, 1999).

As necessidades metabodlicas da cérnea s&o supridas pelo humor aquoso, pelo
filme lacrimal pré-corneal, por capilares do limbo e pelo ar atmosférico (YANOFF e
FINE, 1982; SLATTER, 1990; GUM, 1991; SCHOENOU e PIPPI, 1993). A energia
requerida para a consecugao dos processos metabdlicos é obtida por glicolise aerdbica
(SLATTER, 1990).

A coérmea € rica em nervos sensoriais, particularmente os nociceptores,
indispensaveis a manutencio da sua integridade. A perda das relagdes neurais podera
suscitar edema e esfoliagdo celular (KANSKI, 1989). A inervagéo nociceptora origina-se
dos nervos ciliares longos, derivados do ramo oftalmico do nervo trigémeo
(SAMUELSON, 1991). As fibras migram do anel nervoso perilimbico, espalhando-se
radialmente para o centro da cérnea, a partir das camadas anterior e média do estroma;
ramificam-se em dire¢ao ao epitélio, onde formam o plexo subepitelial que inerva todas
as camadas do epitélio. Tratam-se de nervos mielinizados, que perdem gradualmente a
mielina quando se aproximam da por¢édo axial da cérnea (DICE; SEVERIN; LUMB,
1973; GUM, 1991). Fibras simpaticas adrenérgicas, originadas no ganglio cervical

superior sdo, também, parte integrante da inervacao corneal (POWER e NEVES, 1997).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA REPARACAO CICATRICIAL CORNEAL

A natureza da injuria e a intensidade da inflamacgao decorrentes influenciaréo na
qualidade da reparacdo corneal. A reparagao cicatricial na cérnea envolve migracao,
mitose e diferenciacdo celulares. Tratam-se de eventos conduzidos pela acao
combinada de mediadores inflamatérios e de fatores do crescimento gerados
posteriormente a injuria. Apontam-se os de crescimento epidermal (EGF), o derivado de
plaquetas (PDGF) e transformadores de crescimento a (TGF a) e B (TGF 3) (PEIFFER
Jr. et al.,, 1987).
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O EGF é componente natural da lagrima. Entre as suas fungbes mais
representativas, citam-se a participagdo no turn-over das células epiteliais, aumento da
sintese do RNA e do DNA, acao sobre mitoses das células epiteliais e de fibroblastos
estromais e estimulo a diferenciacéo celular (SCHULTZ et al., 1992).

O PDGEF ¢ liberado ou secretado por diferentes tipos celulares, como plaquetas,
macréfagos, fibroblastos, células da musculatura lisa e por células endoteliais
vasculares. Ele atua aumentando a for¢a de tensao na ferida e, de forma sinérgica, com
outros fatores de crescimento, na reparacao cicatricial (MURALI et al., 1990).

O TGF a age estimulando a cicatrizagdo, estando presente na lagrima e no
humor aquoso, onde atua sobre o epitélio e o endotélio apds ter sido secretado por
macréfagos, eosinofilos e por ceratocitos (BENNETT e SCHULTZ, 1993).

O TGF R estimula a producao de fibronectina (WOOST et al., 1985; OHJI et al.,
1993), a sintese de colageno (CENEDELLA e FLESCHER, 1990) e a proliferacao de
fibroblastos estromais (TRIPATHI et al., 1990; OHJI et al., 1993). Ele é sintetizado nas
células epiteliais e em fibroblastos estromais (SCHULTZ et al., 1994).

O epitélio corneal tem grande capacidade para se regenerar (SLATTER, 1990).
As lesdes epiteliais evoluem a reparacédo em tempo rapido, gragas ao deslizamento das
células adjacentes a lesdo e a mitoses. Células poligonais, que se encontram
localizadas entre as células mais superficiais e as basais, migram em movimentos
ameboides até encontrarem o defeito (POWER e NEVES, 1997). Lesbes pequenas
podem ser reparadas rapidamente nas primeiras 24 horas, pela simples migracao
celular (SAMUELSON, 1991).

Decorridas 24 horas da injuria no epitélio, mitoses celulares s&o iniciadas,
estimuladas pelo EGF, assim como o seu deslizamento (CENDELLA e FLESCHNER,
1990). Em decorréncia do maior tempo requerido para a renovagdo da membrana
basal, o epitélio neoformado pode ser facilmente removido nas primeiras semanas ou
até em meses apos a injuria primaria (SWANK e HOSGOOD, 1996).

A reparacdo de lesbes estromais inicia-se pela sintese e distribuicdo de
colageno, paralelamente a génese de proteoglicanos, que resultam na remodelacéo
tecidual progressiva e no restabelecimento da for¢a ténsil (POWER e NEVES, 1997).

Ceratécitos periféricos e leucocitos poliformonucleares proliferam-se e migram em
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direcdo a lesao, nas primeiras 48 horas. Metaloproteases (MMPs) sintetizadas pelos
ceratocitos participam ativamente. Destaca-se a degradacdo de fibras colagenas
lesadas, que sao substituidas por uma matriz de fibrina, enquanto restos celulares sao
removidos por macrofagos oriundos do filme lacrimal (OLLIVIER et al., 2003).

As MMPs séo proteases endogenas pertencentes a uma familia de enzimas
dependentes de zinco e de calcio, essenciais a manutencdo de processos
homeostaticos. Elas estdo envolvidas na remodelacéo e na reparacéo, bem como na
destruicao de tecidos, inclusive os corneais (BROOKS e OLLIVIER, 2004). Elencam-se
em quatro classes de enzimas: colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13), gelatinases
(MMP-2 e MMP-9), estromalisinases (MMP-3, MMP-10 e MMP-11) e as com
especificidade para membranas celulares (MMP-14, MMP-16, MMP-17, MMP-24 e
MMP-25) (BROOKS e OLLIVIER, 2004). No curso da reparagéo corneal e de permeio a
lagrima, elas desempenham grande atividade (STRUBBE et al., 2000; PINEDA-
BOLIVAR et al., 2001; SMITH et al., 2001; DANIELS et al., 2003; OLLIVIER et al., 2003;
OLLIVIER et al., 2004; MULHOLLAND et al., 2005; COUTURE et al., 2006), induzindo a
efeitos diversos.

Estudos comprovaram que cérneas de mamiferos aviltadas expressam
metaloproteases em grande quantitativo, retardando a reparacéo cicatricial (FINI et al.,
1996; OLLIVIER et al., 2003). Reportou-se maior atividade da MMP-1, em células
epiteliais e da MMP-9 na remodelagcdo do estroma corneal, apds ceratectomias
lamelares em coelhos (MULHOLLAND et al.,, 2005). Em cdes e em eqlinos, a
remodelacdo do estroma corneal é, com maior énfase, realizada pela MMP-2,
sintetizada por ceratocitos. Ela participa da remodelacéo fisiol6gica do estroma corneal,
ativando-se na presenca de moléculas de colageno danificadas. A MMP-9 é produzida
por células epiteliais e por neutréfilos (OLLIVIER et al., 2007).

Decorridas as primeiras 24 horas da lesdo suscitante, vasos localizados na
regido perilimbica migram em direcdo ao estroma. A velocidade com que tal se
processa € variavel, estando em 1 mm por dia, aproximadamente. A angiogénese é€,
geralmente, estimulada pelos mesmos fatores que desencadeiam a génese da fibrose,
0 que justifica a ocorréncia de vascularizagdo paralelamente a migracdo e ativacéo

fibroblasticas locais e de ceratocitos estromais (PEIFFER Jr. et al., 1987).
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Na fase final da reparacdo estromal ocorrem a reorganizagdo das fibras
colagenas e a diminuicao no tamanho e na celularidade fibroblasticas, resultando em
retorno a transparéncia da cornea (YANOFF e FINE, 1982; WHITLEY e GILGER, 1999).

1.3 CERATITES ULCERATIVAS

As ceratites ulcerativas destacam-se entre as oftalmopatias que mais acometem
a espécie canina (STARTUP, 1984). Caracterizam-se pela perda da continuidade
epitelial, com ou sem comprometimento estromal (PEIFFER Jr. e PETERSEN-JONES,
1997).

Dentre as causas, amontam-se os traumas, as anormalidades palpebrais, ciliares
e do filme lacrimal (NELSON e McMILLAN, 1988; KERN, 1990; SLATTER, 1990), as
infec¢des bacterianas, micoticas e virais e as deficiéncias nutricionais (STARTUP, 1984;
HELPER, 1989). Outros fatores causais, menos comuns, relacionam-se ao estresse
(NASISSE, 1985), algumas endocrinopatias, enfermidades degenerativas (SLATTER,
1990), corpos estranhos, eventos neurotréficos, em casos de paralisia do ramo
oftalmico do nervo trigémeo, ressecamento da cornea resultante da sua exposi¢céao
continua na paralisia do nervo facial e faléncia na adesdo da membrana basal do
epitélio (BROOKS, 2000).

Ampla miriade de sinais clinicos pode estar presente em casos de ulceracao
corneal. Entre eles elencam-se a dor, hiperemia conjuntival, enoftalmia, blefarospasmo,
epifora, edema corneal perilesional e miose, em casos de uveite reflexa (SLATTER,
1990; STADES et al.,, 1998), secrecao mucoide ou mucopurulenta e vascularizagéo
(LAFORGE, 1989).

Eventos relacionados a protecao da superficie corneal incluem as barreiras
anatémicas, a dispersao do filme lacrimal, em que permeiam agentes antimicrobianos
(lisozima, B-lisina e lactoferrina), a agdo mecanica das palpebras e da flora conjuntival
saprofita, a qual compete com agentes patdbgenos por nutrientes, além de secretar
substancias com propriedades antibi6ticas (EICHENBAUM et al., 1987; KERN, 1990).



22

Em decorréncia do acesso limitado de anticorpos humorais e de leucdcitos
citotoxicos, a cornea € considerada como “sitio de privilégio imunogénico”. Descreve-se
o processamento de antigenos da superficie ocular pela conjuntiva que, em conjunto
com o trato uveal, representam os centros linféides ativos do bulbo ocular
(EICHENBAUM et al., 1987).

Classificam-se as ceratites ulcerativas em superficiais, estromais e em
descemetoceles, de consoante com a sua profundidade. Outrossim, séo distribuidos em
livres de complicag¢des, progressivas e refratarias, segundo a sua evolugéo (WHITLEY e
GILGER, 1999).

Procedimentos terapéuticos fundamentam-se no alivio dos sinais clinicos e na
profilaxia de descemetoceles ou perfuragbes. Dentre as condutas clinicas, congregam-
se a terapia antimicrobiana, a cicloplégica, de lubrificacdo ocular, a causticacao,
medidas dietéticas e o emprego de solugbes ou de pomadas hiperosméticas, sendo
controversa, por alguns, a eficacia de agentes anticolagenoliticos (STARTUP, 1984;
NASISSE, 1985; HELPER, 1989; KERN, 1990; SLATTER, 1990).

1.4 MATRIZ EXTRACELULAR

Tecidos nao séo constituidos apenas por células. Uma parte substancial do seu
volume é representada pelo espago extracelular, que, por sua vez, € preenchido por
intrincada rede de carboidratos e proteinas secretados localmente, que ocupam os
espacos, constituindo a matriz extracelular (MEC) (ALBERTS et al., 1997).

A MEC tem como fung¢des, interligar as células com o meio externo, transmitindo-
lhes forcas externas e desempenhando papel importante na regulagdo das respostas
das células aos estimulos. Nao se conhece de forma certa como a MEC desempenha
as suas fungdes, embora existam evidéncias de que atue sobre as células mediante
mudangas na organizagao tridimensional do citoesqueleto e quanto a ativagdo do
segundo mensageiro e a via da proteina quinase (LOCHTER e BISSEL, 1995).
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Entre as macromoléculas que compdem a MEC, destacam-se as cadeias de
polissacarideos das classes dos glicosaminoglicanos (GAGs), normalmente ligados a
proteinas, formando proteoglicanos, e as proteinas fibrosas dos tipos estruturais e
adesivas. (GARTNER e HIATT, 2001). GAGs e proteoglicanos formam uma substancia
altamente hidratada, do tipo gel, onde as proteinas estdo inseridas (CHIQUET-
EHRISMANN, 1990). Ambos os componentes da MEC (GAGs e proteoglicanos)
exercem papel importante na reparacdo corneal (NAKASAWKA; ISOMURA,;
SHIMOEDA. 1997).

Os proteoglicanos s&do moléculas de alto peso molecular, ndo flexiveis e néo
ramificadas que se dividem em dois grupos, as nao sulfatadas (acido hialurénico), que
sdo macromoléculas grandes e que nao formam ligagdes covalentes com moléculas de
proteinas, e as sulfatadas (queratan sulfato, heparan sulfato, heparina, dermatan sulfato
e os sulfatos de condroitina) (GARTNER e HIATT, 2001). Elas sao encontradas no fluido
sinovial, no humor vitreo, na parede das artérias, na medula, na cartilagem e na cornea.
Constituem-se nos componentes majoritarios da MEC, onde interagem com proteinas,
colageno, elastina, fibronectina e laminina (LEE et al., 1999) .

Estudos em cérneas de bovinos (AXELSSON e HEINEGARD, 1975), primatas
(HASSELL; NEWSOME; HASCALL. 1979), coelhos (GREGORY, 1982), aves
(FUNDERBURGH; CATERSON; CONRAD. 1986) e de humanos (SORIANO;
CAMPOS; MICHELACCI et al., 2000) indicaram que o dermatan sulfato, o queratan
sulfato e o heparan sulfato sdo os proteoglicanos de maior expressao.

Pesquisas tém sugerido que, tanto o queratan sulfato (lumican) como o dermatan
sulfato (decorin) interagem com bandas especificas do colageno corneal. Isso permite
supor que interagdes proteoglicano-colageno atuam na fibrilogénese do colageno
(MICHELACCI, 2003), na organizagdo da MEC e, como consequéncia, na transparéncia
corneal (MIYAGAWA et al., 2001).

Estudos quanto a cicatrizacdo de cdérneas mecanicamente lesionadas,
demonstraram que ocorrem mudancgas nos glicoaminoglicanos, assim como nas fibras
de colageno estromais, uma vez que o quantitativo de glicoaminoglicanos diminui
significativamente. Dos glicoaminoglicanos sulfatados, apenas o sulfato de condroitina
continua sendo produzido (ANSETH e LAURENT, 1962; DOHLMAN e PRAUS, 1968;
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PRAUS e DOHLMAN, 1969). A diminuicdo das concentracbes de queratan esta
relacionada as afec¢des que decorrem na perda da transparéncia corneal (ANSETH,
1961; ANSETH, 1972; SCOTT e HAIGH, 1988). Outrossim, a producao excessiva e
acumulo de glicosaminoglicanos produzidos por ceratocitos estromais estédo
relacionados a doencgas degenerativas (FRIEDBERG et al., 1991; FUNDERBURGH et
al., 1998).

Entre as fungcbes das diversas moléculas presentes na MEC, elencam-se a
capacidade de interagir com varios componentes, com especial afinidade pelos fatores
do crescimento e os receptores celulares, por servir de suporte e de unido as células e
criar condi¢gdes para a passagem dos nutrientes e de oxigénio a elas. Adjuntamente,
conferem viscosidade, tenacidade e forca de tensdo @ MEC (BEACHEY, 1981; MULLER
et al., 2004).

Colagenos séo as proteinas mais abundantes do reino animal, sendo as maiores
constitutivas da MEC. O termo colageno é utilizado para caracterizar proteinas com
estrutura de peptideos. Ha varios tipos de colagenos geneticamente distintos, presentes
em tecidos conjuntivos diferentes (VON DER MARK; VON DER MARK; GAY, 1976).

O colageno do tipo | € o mais comum. Ele forma fibras grosseiras e esta presente
na pele, tendao, osso, dentina e estroma corneal (SEVERIN, 1991; WHITLEY, 1991,
NAKASAWA et al., 1997) proporcionando resisténcia ténsil (LEE et al., 1999). O tipo Il
forma fibras delgadas e esta presente, quase que exclusivamente, nas matrizes das
cartilagens hialina e elastica e no estroma corneal (SEVERIN, 1991; WHITLEY, 1991).
O colageno do tipo lll, frequentemente associado ao tipo |, € também denominado fibra
reticular delgada. O colageno do tipo IV n&o constitui fibras, estando presente na lamina
basal, em que forma uma rede de moléculas de pré-colageno unidas, que constitui a
base de sustentacdo da lamina basal. O colageno do tipo V existe em pequeno
quantitativo e origina fibrilas muito delgadas, estando associado com o colageno do tipo
I, presente no tecido intersticial, a similitude do colageno do tipo VI. O colageno do tipo
VIl constitui pequenos agregados conhecidos como fibrilas de ancoragem, que d&o
sustentac&o a lamina basal para os feixes subjacentes de fibras colagenas dos tipos | e
II. O colageno tipo Xl é encontrado nas cartilagens hialina e elastica, juntamente com o
tipo Il (MONTES, 1996).
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QIAN; BURROWS e CINTRON (1995) identificaram, nas corneas fetal e adulta
de diferentes espécies animais, nove tipos caracteristicos de colagenos. BROOKS e
OLLIVIER (2004) descreveram os tipos |, llI, IV, V, VI e VIIl na membrana de Descemet,
conjuntamente com laminina, fibronectina e heparan sulfato. Relativamente ao estroma,
verificou-se ser composto, principalmente, pelos colagenos dos tipos I, V, VI e Xll e por
glicosaminoglicanos (CONNON e MEEK, 2004).

SAIKA et al. (1996) observaram que na fase inicial da cicatrizacao de lesdes
corneais por alcali, os ceratocitos produzem mais colagenos dos tipos Ill e V, e nas
fases tardias, todavia, predomina o tipo I.

Estudo realizado por GODOY, GUERRA e BARROS et al. (2002), em corneas de
caes, apos ceratoplastia lamelar empregando membrana fetal equina como enxerto,
evidenciaram que o depdsito de colageno do tipo | aumenta na fase tardia da
cicatrizacao, que o tipo Ill aumenta, de forma discreta, nas fases iniciais da cicatrizagéo
e que o V tem sua concentragao intensificada durante toda a reparacao cicatricial.

Técnicas histoquimicas possibilitaram o melhor entendimento da biologia dos
colagenos. O método do Picrossirius red (SWEAT, et al., 1964), por exemplo, permitiu
identificarem-se os colagenos dos tipos I, Il, e Ill, em cortes de tecidos fixados em
formalina e incluidos em parafina (MONTES, 1996). Importante assinalar que o uso da
solugao de Picrossirius red, associada a microscopia polarizada, oferece sensibilidade e
especificidade para se localizarem fibras colagenas (RABAU e DAYAN, 1994).

RABAU e DAYAN (1994) sugeriram que as diferentes birrefringéncias
observadas a polarizagéo, ap6s empregar o Picrossirius red, permitem avaliar fases do
processo cicatricial. Quando esverdeado ou amarelo esverdeado caracteriza a
reparacao cicatricial em atividade, quanto as altamente birrefringentes de cor laranja ou
vermelha, processo fibrético inativo. RIBEIRO et al. (2004), realizaram quantificagéo
computadorizada, através da soma das areas coradas pelo Picrossirius red, apds
polarizacdo. Referiam-se ao método, como factivel para a avaliacdo quantitativa,
relativamente a deposig¢ao de colageno.

Proteinas do tipo adesivas tém, como principal propriedade, a capacidade de se

ligarem a outros componentes da MEC, unindo-os os uns aos outros e as células,
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amontam-se, neste grupo, a fibronectina (FNC), a tenascina (TNC) e a laminina (LAM),
(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

A fibronectina é uma proteina adesiva, que constitui um dos principais
componentes da MEC. Sua forma soluvel se encontra livre no plasma, sendo
produzida, em maior quantidade, nos hepatocitos. Células endoteliais e macréfagos
podem contribuir para a sua produgéo (ALITALO et al., 1980; MOHRI, 1996). Outras
formas, insoluveis e filamentosas, encontram-se presentes nos tecidos e sé&o
sintetizadas, principalmente, por fibroblastos e células endoteliais (MOHRI, 1996).

Dentre as fungdes da fibronectina, destacam-se a de intervir na remodelagao dos
tecidos durante a embriogénese e a de participar da reparacéo cicatricial de lesdes
vasculares, posteriormente a formacao do coagulo de fibrina (MOSHER, 1984). Estudos
in vitro e in vivo indicaram que ela exerce quimiotaxia sobre as células do epitélio
corneal, induzindo a sua migracao (NISHIDA et al., 1983a; GORDON e JOHNSON,
1991). Sua utilizacdo, na forma de colirio, favorece a reparacao de lesdes epiteliais
persistentes (NISHIDA et al., 1983b) e de ulceras corneais experimentais em coelhos,
ensejadas pela remocéo epitelial com vapor de iodo (NISHIDA et al., 1984). Tratam-se
de estudos que permitiram caracterizar a importancia da fibronectina na reparacéo
cicatricial (BINDER et al., 1980).

A laminina € uma proteina filamentosa abundante na membrana basal (MB).
Entre suas fun¢des, amontam-se a de ser mediadora da célula ao substrato do tecido
conjuntivo, a de exercer participacao importante na diferenciagao celular, no movimento
e na forma das células e na manutencdo do fendtipo tecidual (COLOGNATO e
YURCHENKO, 2000) e na fixagdo da membrana basal aos hemidesmossomos (ROOS,
1984).

A molécula de tenascina constitui-se de um hexamero, razdo pela qual € também
conhecida como “hexabrachion” (CHIQUET-EHRISHMANN, 1990). Como uma
molécula da matriz extracelular, a TNC tem um papel estrutural e pode servir como
moduladora da func¢ao celular, por interagbes com os seus receptores, que segundo
ERICKSON e BOURDON (1989), sao constituintes da familia das integrinas e unem-se

a peptideos RGD da molécula de TNC. Para esses autores, a unica molécula da matriz
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extracelular claramente identificada, que se une a TNC, & o proteoglicano condroitin
sulfato.

Com base em dados experimentais, varias fungdes tém sido propostas para a
TNC (CHIQUET-EHRISHMANN, 1990), incluindo inibicdo de contato célula-célula, de
adesédo e nao espraiamento de células em cultura (CHIQUET-EHRISMANN et al., 1988;
SHRESTHA et al., 1996) e atividade antiadesiva que em conjunto com a atividade
adesiva e de espraiamento da FNC, permite a movimentacgéo celular e a manutencéo
da integridade do seu citoesqueleto, durante a migracado (CHIQUET-EHRISMANN et al.,
1988; SAGE e BORNSTEIN, 1991; AUKHIL; SAHLBERG; THESLEFF, 1996).

Estudos sugeriram a expressdo da TNC no estroma corneal de coelhos apés
ceratectomia (TERVO et al.,, 1989; TERVO et al., 1991) e, outrossim, no
desenvolvimento, reparacao, inflamacéo e cicatrizagdo corneal (MASERUKA et al.,
2000).

1.5 ANALISE DIGITAL DE IMAGENS

O desenvolvimento de métodos para a coleta, processamento e analise de
imagens tem permitido a obtencdo de dados ainda inexplorados, gragas a capacidade
de se realgarem, diminuirem e delimitarem caracteristicas das imagens digitalizadas,
por andlise de tonalidades especificas de cor (ERLER e MARCHEVSKY, 1994,
SYNOPSIS, 1996; PHILLIPS et al., 2001).

Com o advento de programas computacionais direcionados a analise de
parametros microscopicos, tem se tornado frequente a utilizacdo de tais métodos, seja
para pesquisa ou para o diagnéstico (HAMILTON, 1997; BARBOSA-JUNIOR, 2001).
Entre as vantagens da mensuracgao digital de estruturas a histologia e a citopatologia
citam-se a diminuicdo da variabilidade na quantificacao de caracteristicas celulares e
teciduais, a promoc¢éo de uma escala numérica e reprodutivel dos aspectos qualitativos,

0 aumento da sensibilidade na detecgéo de alteragbes minimas, a avaliagcao dos efeitos
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de diferentes métodos de processamento histolégico de um material, coleta e
preservacéo de dados (HAMILTON e ALLEN, 1995; TRUE, 1996).

Pela analise computadorizada de imagens, podem ser processadas medidas
lineares, contagem de objetos, determinagdo de forma e cor, estereologia, além de
mensuragées mais complexas e multiparamétricas (BARTELS e THOMPSON, 1994;
TRUE, 1996; OBERHOLZER et al., 1996). Avaliagbes histolégicas conjugadas a
métodos morfométricos computadorizados forneceram resultados mais reais e
completos para os mais diversos tipos de alteragées teciduais (FIGUEREDO-SILVA et
al., 1999).

1.6 TRITICUM VULGARE

Ha muito que se buscam agentes facilitadores ou promotores da reparacao
tecidual. Extratos cartilaginosos (PRUDDEN et al., 1970) e solugbes de colageno
(SHOSHAN e FINKELSTEIN, 1970) e os N-acetil glicosaminos (PRUDDEN; MIGAL,;
HANSON, 1970) s&o reconhecidos por suas propriedades em acelerar a reparacao de
feridas. Nas células de mamiferos, sabe-se da presenca de fatores especificos com
propriedades cicatrizantes (TEN DIJKE e IWATA, 1989). Reconhecem-se as
propriedades de extratos derivados de plantas, como o Traumatin (ZIMMERMAN e
COLUDRON, 1979), extratos da Centella asiatica (MORRISSET et al., 1987) e do
Gardeniae fructus (fruto da Gardénia jasminoides ellis) (SAKURAGAWA et al., 1992).

O extrato aquoso do Triticum vulgare (trigo) obtido de plantas cultivadas sob
condi¢cbes controladas, oferece propriedades bioativas, incluindo o efeito mitogénico
sobre fibroblastos, como fora observado em camundongos das linhagens BALB/c 3T3 e
L929 (VIANO; MOSSO; NICOLA, 1985; FARINELLA et al., 1986; FAVIT et al., 1992). A
atividade mitogénica é acompanhada pela estimulacdo da ornitina descarboxilase
(ODC) e pelo aumento da hidrodlise do inositol (FAVIT, 1992). A estimulacédo da ODC
relaciona-se a ativagdo de EGF e de PDGF, que estimulam o metabolismo de lipidios e
de acidos graxos (CARPENTER e COHEN, 1990; GLASGOW e ELING, 1990;
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PANDIELLA et al., 1990; ULLRICH e SCHLESSINGER, 1990; MELDOLESI e MAGNI,
1991).

VAN Den BERGHE et al. (1993) isolaram uma fragéo ativa do extrato aquoso do
Triticum vulgare, contendo pequenas moléculas ndo protéicas capazes de estimular o
crescimento de células endoteliais da veia umbilical de seres humanos, do endotélio
aortico de fetos bovinos e de células renais de filhotes de hamsters, porém, sem efeitos
sobre células do epitélio pigmentar da retina ou sobre fibroblastos de individuos da
espécie humana. FIORE et al. (1993) observaram efeito estimulante de varias fracdes
do extrato aquoso de Triticum vulgare sobre a hidrolise do inositol e a atividade da ODC
em fibroblastos de camundongos.

CAVALIERE et al. (1986) estudaram os efeitos do extrato de Triticum vulgare,
administrado por via intraperitoneal, sobre a cicatrizagdo de Uulceras superficiais
induzidas experimentalmente em cérneas de coelhos. Os autores sugeriram que os
eventos observados eram decorrentes, possivelmente, da acdo de fatores de
crescimento presentes no extrato, capazes de estimular células epiteliais corneais.

O produto BandVet® é um extrato aquoso do Triticum vulgare, que contém
elementos bioestimulantes, notadamente quanto a estimulacdo da atividade
fibroblastica, na reparacdo de feridas (MORALES citado por MATERA et al., 2002;
DUQUE ORTIZ, 2004). MATERA et al. (2002) confirmaram os efeitos benéficos do
produto sobre a cicatrizagao, por primeira e segunda intengbes, de feridas cuténeas
produzidas em coelhos.

DUQUE ORTIZ (2004) estudou os efeitos do BandVet®, administrado sobre a
superficie ocular, sobre a reparagao corneal ap6s ceratectomia superficial em cées. Os
autores identificaram importantes beneficios quanto a qualidade da reparacéo
cicatricial, caracterizados pela presengca de um maior quantitativo de fibroblastos ativos
e quanto a completa remodelagéo do colageno estromal.

GALERA et al. (2008) notaram que o BandVet®, a despeito de ndo se tratar de
farmaco para uso oftalmico, pode ser empregado em cérneas de felinos submetidos a

ceratectomia superficial, com bons resultados.

! BandVet" - Schering Ploug — Sao Paulo — Brasil.
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2 OBJETIVOS

Valendo-se da assertiva de que o extrato aquoso do Triticum vulgare (BandVet®)
atua favorecendo a reparagdo de tecidos diversos, admitiu-se testa-lo, apos estudo
piloto, quanto aos seus efeitos locais sobre a reparacdo de cérneas de caes, apos
ceratectomia superficial. Mediante avaliagdo clinica e estudo morfométrico,

histoquimico, imunoistoquimico e posterior analise digital.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Selecionaram-se 16 caes higidos, sem racga definida, machos e fémeas, adultos,
com peso aproximado de 10 kg, prévia e clinicamente avaliados. A cada um, foram
aplicados, ainda, duas doses de vermifugo (praziquantel 175mg)? intercaladas de 21
dias, vacina® e antiparasitario de uso topico (fipronil 1%)*. Realizaram-se o teste
lacrimal de Schirmer®, a biomicroscopia em lampada em fenda®, a oftalmoscopia
binocular indireta’, a tonometria de aplana(;éo8 e a prova da fluoresceina®.
Posteriormente, os cades foram identificados e mantidos em canis individuais, com agua

potavel e ragédo apropriada ad libitum.

3.2 ASPECTOS ETICOS

Cuidados bioéticos obedeceram ao preconizado pela Association for Research in
Vision and Ophthalmology — ARVO, National Institutes of Health Publications N° 85 -
23: Revised 1985 de consoante com o codigo de Niremberg (GOLDIM, 1995) e as
exigéncias da Comissdo de Etica e Bem-estar Animal da Faculdade de Ciéncias

Agrarias e Veterinarias, UNESP - Campus de Jaboticabal.

* Drontal Plus - Bayer S. A. Saude Animal - Sio Paulo - Brasil.

3 Vanguard® HTLP 5/CV-L - Pfizer - Sdo Paulo - Brasil.

* Topline - Merial Saude Animal Ltda - Sdo Paulo - Brasil.

> Teste da Lagrima de Schirmer - Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos. Sdo Paulo - Brasil.
¢ Portable Slit Lamp SL-14- Kowa Company - California - USA.

7 Oftalmoscdpio binocular indireto FOH-5, Eyetec - Sio Carlos- Sdo Paulo - Brasil.

8 Tonémetro de aplanagdo (Tono-Pen) - Mentor Ophthalmics - USA.

? Fluoresceina - Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos - Sdo Paulo - Brasil.
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3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos com oito animais

cada, o grupo controle (CO) e grupo tratado (BV).

3.4 PROCEDIMENTOS ANESTESICO E CIRURGICO

Concebeu-se empregar o olho esquerdo para as ceratectomias. Previamente as
condutas operatorias, os caes foram privados de sélidos e de liquidos por 12 e 6 horas,
respectivamente, apo0s as quais foram anestesiados. Empregou-se o maleato de
acepromazina'®, na dose de 1mg/Kg de peso corpéreo, pela via intravenosa.
Posteriormente, o thiopental sédico' na concentracdo de 2,5%, diluido em solugéo
aquosa, na dose aproximada de 12,5mg/Kg, por via intravenosa e a manutengcdo com
halotano'? e oxigénio, em circuito semifechado, no 3° plano do 3° estagio de anestesia,
segundo GUEDEL (1952).

Condicionados aos efeitos da anestesia geral, os pacientes foram submetidos a
anti-sepsia do saco conjuntival, da cornea e da regido periocular com solu¢cao aquosa
tamponada de polivinilpirrolidona-iodo a 10% (P.V.P.1.)", diluido em solugao de cloreto
de sodio a 0,9%, em concentracédo de 1/25. ApOs preparo rotineiro do campo
operatoério, realizaram-se a blefarostase mecanica e a fixagdo do bulbo do olho, com
trés pontos de sustentacéo esclerais.

Condutas relativas as manobras cirurgicas sobre a cérnea foram efetuadas
empregando-se microscopio cirlrgico™, em aumento de seis vezes. Com trépano
circular de dez milimetros de didametro e de 0,5mm de profundidade, aplicado na regiéo

central da coOrnea, delineou-se a lesdo lamelar, compreendendo o epitélio e,

' Acepran 1%" - Univet - Sdo Paulo- Brasil.

"' Thionembutal - Abott - Sdo Paulo- Brasil.

"2 Halotano (Fluothane) - Zeneca farmacéutica do Brasil Ltda. - Itapira - Sdo Paulo - Brasil.
'3 Marcodine Tépico” - Cristélia - Produtos Farmacéuticos Ltda. - Itapira Sdo Paulo - Brasil.
' Microscépio Cirtrgico MC - M 900 - D.F. Vasconcellos S.A. - Sio Paulo- Brasil.
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aproximadamente, metade da espessura do estroma, para posterior ceratectomia
superficial, que fora realizada com tesoura de ceratectomia (Figura 1). Durante as

manobras, as cérneas foram continuamente irrigadas com solugéo de cloreto de sédio a
0,9%.



Figura 1. Imagem fotografica de olho de céo, adulto, macho,
sem raca definida, submetido a ceratectomia
superficial, ap6s delineamento da lesdo lamelar (A).

Notar execugcdo da ceratectomia superficial em
hemisférios (B).

34
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3.5PROTOCOLOS DE TRATAMENTO

Nos animais do grupo BV, balizou-se o pos-operatério na aplicagdo topica de
creme & base do extrato aquoso de Triticum vulgare (BandVet®), a intervalos regulares
de 8 horas, durante os sete primeiros dias, iniciando-se 4 horas ap6s o procedimento
cirurgico. Nos caes do grupo CO, empregou-se solugdo de cloreto de sédio a 0,9%,
seguindo-se os mesmos intervalos e pelo mesmo tempo. Em ambos os grupos, utilizou-
se colirio de atropina a 1%'°, a cada 12 horas, por sete dias e colar do tipo

“elisabetano” durante todas as etapas do pés-operatoério.

3.6 PROTOCOLOS DE AVALIAGAO

3.6.1 Avaliacao clinica

Foram realizadas avaliagbes por 28 dias. Eventos intercorrentes, notadamente
blefarospasmo, secrecao ocular, blefarite, congestao e hiperemia conjuntivais, edema
corneal, vascularizagcdo e pigmentacdo corneais foram avaliados. Os parametros
anotados, para todas as variaveis, foram classificados de forma subjetiva

qualiquantitativa em: (-) ausente; (+) discreto; (++) moderado; (+++) intenso.

3.6.2 Microscopia de luz

Dirigiram-se as ateng¢des para a infiltracdo de leucocitos polimorfonucleares e

mononucleares e quanto a presenca de fibroblastos tendo em vista as observagdes de

' Atropina 1% - Allergan Frumtost. Produtos Farmacéuticos Ltda. - Sdo Paulo — Brasil.
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DUQUE ORTIZ (2004). Adotaram-se os periodos de 3, 7, 14 e 28 dias de pos-
operatoério para tal. Nas datas, os animais foram submetidos a nova anestesia (vide item
3.3). Os bulbos oculares esquerdos foram removidos da sua orbita, por técnica de
enucleacao subconjuntival e submetidos a fixagcdo em solugéo de formol tamponado a
10%. Em uma segunda etapa, eles foram reduzidos, incluidos em parafina e cortados

sagitalmente a uma espessura de 5um.

3.6.2.1 Morfometria

As laminas foram coradas pela Hematoxilina-Eosina (HE) e pelo Tricrémico de
Masson e estudadas em microscopio de luz, nas objetivas de 10, 20 e 40X. Apds
analise, os cortes foram documentados em fotomicroscopio'®, acoplado a uma camera

de video de alta resolucéo'’, para a digitalizacdo das imagens.

3.6.2.1.1 Contagem de leucdcitos polimorfonucleares

A quantificagdo de leucocitos polimorfonucleares foi realizada por contagem do
numero de células em cinco segmentos por Iamina, trés na area central e dois na area
de transicdo das ceratectomias. Para a contagem, utilizou-se uma grade contendo 70
campos distribuidos geometricamente (Figura 2), aplicada sobre o segmento a ser
avaliado. Procedeu-se a contagem das células nos 70 campos com area de 246,5um?

cada. A seguir, calculou-se a média dos dados.

' Eclipse Nikon E- 600. Nikon Instruments Inc. - Melville - USA.
17 AxionCam - Carl Zeiss do Brasil Ltda. - Sdo Paulo - Brasil
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Figura 2. Fotomicrografia na qual se demarca a colocagao da
grade com 70 campos geometricamente distribuidos
para aferigdo em programa Imaged, em corneas de
caes adultos, sem raga definida, machos ou fémeas
apos ceratectomia superficial. Jaboticabal - SP,
2009.

3.6.2.1.2 Contagem de pontos de colageno

O estudo do quantitativo dos pontos de colageno foi realizado por contagem em
cinco segmentos, por lamina, sendo trés na area central e dois na area de transi¢cao das
ceratectomias. Empregou-se uma grade contendo 70 campos distribuidos
geometricamente, aplicada sobre o segmento a ser avaliado. Procedeu-se a contagem
das células nos 70 campos com area de 246,5um? cada. A seqguir calculou-se a média

dos dados.
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3.6.2.1.3 Contagem de fibroblastos

Realizou-se a contagem de fibroblastos nas areas central e de transicdo das
ceratectomias. Laminas anteriormente coradas pelo Tricrémico de Masson foram
avaliadas, em microscopio de luz, com objetiva de 40X, adaptado a um sistema
computarizado de analise de imagens. Foram fotografados cinco segmentos por lamina,
sendo trés na regido central e dois na regido de transigdo. Empregou-se uma grade
contendo 70 campos distribuidos geometricamente, aplicada sobre o segmento a ser
avaliado. Procedeu-se a contagem das células nos 70 campos com area de 246,5um?
cada. Apés identificacdo e contagem dos fibroblastos, calculou-se a média. As
contagens foram realizadas empregando-se o programa ImageJ'® na interface Analize

Cell counter.

3.6.2.1.4 Espessura do epitélio e do estroma corneais

Empregou-se o programa Imaged. Para cada lamina, foram feitas trés leituras,
uma na area central, uma na de transicao ou intermediaria e outra na regido pré-lesao.
Em cada leitura foram realizadas 15 medidas (Figura 3) e, a seguir, calculou-se a

média.

'® Imagem J 1.40g. National Institutes of health. - Maryland - USA.
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Figura 3. Fotomicrografia na qual se demarca o processo de
afericdo das medidas de espessura do epitélio (setas
brancas) e do estroma (setas azuis) em programa
ImageJ, em coérneas de caes adultos, sem raca
definida, machos ou fémeas apds ceratectomia
superficial. Jaboticabal - SP, 2009.

3.6.3 Histoquimica

As andlises descritivas levaram em consideracao o padrdo e a quantificacao

intensidade da expressao de polissacarideos das classes das glicosaminoglicanos

(Tabela 1).
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Tabela 1. Critérios para a caracterizagcdo de proteoglicanos pelos métodos histoquimicos
Alcian Blue pH 1,0, Alcian Blue pH 2,5; acido periédico de Schiff Alcian Blue pH 1,0 e
4cido periodico de Schiff e Alcian Blue pH 2,5".

Meétodo histoquimico?

Substancia AB AB PAS-AB PAS-AB
pH 1,0 pH 2,5 pH 1,0 pH 2,5
Glicogénio X

Mucinas acidas e neutras

Mucinas acidas X

Sulfomucinas X X X

Carboximucinas X

Sialomucinas X X
Proteoglicanos sulfatados X

" Segundo NOGUEIRA (1968) e COOK (1994).
2 AB pH1,0 (Alcian Blue ph 1,0); AB pH 2,5 (Alcian Blue pH 2,5) ; PAS-AB pH1,0 (acido periodico de Schiff
e Alcian Blue pH 1,0); PAS-AB pH 2,5 (acido periédico de Schiff e Alcian Blue pH 2,5).

3.6.3.1 Alcian Blue pH 1.0

Laminas foram coradas Alcian Blue pH 1.0, e avaliadas a microscopia de luz nas
objetivas de 10, 20 e 40X. As variaveis, foram classificados de forma subjetiva

qualitativamente em: ausente; discreto; moderado; intenso.

3.6.3.2 Alcian Blue pH 2.5

Empregou-se o mesmo protocolo utilizado no item 3.5.3.2, com a diferenca do

pH da solugao.
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3.6.4 Avaliagao cromatica tridimensional (ACT).

Imagens de laminas coradas pelo Tricrbmico de Masson, de ambos o0s grupos,
nos quatro periodos avaliados (3, 7, 14 e 28 dias), e anteriormente digitalizadas, foram
submetidas a andlise digital em programa ImageJ na interface Interative 3D surface Plot
v2,22, com as seguintes configuracoes: filled, spectrum LUT, grid size 512, smoothing
0.0, perspective 0.5, lighting 0.5, z-Ratio = xy-Ratio (selecionado), invert (selecionado),
scale 1.6, z-Ratio 0.5, Max 69%, Min 0%. A interface Interative 3D surface Plot permite
a formacdo da imagem em 3D, a partir das cores basicas componentes da imagem,
possibilitando identificarem-se e quantificarem-se as areas cromaticas e a sua
homogeneidade.

Para a analise descritiva das imagens, levou-se em consideragéo a intensidade e
0 padrao das diferentes tonalidades de vermelho, verde e azul (dispostas pelo
programa) em cada lamina estudada, baseados na admisséao de que todas as laminas
foram processadas de forma padronizada, e que, consequentemente, as alteragbes na
homogeneidade e nas areas cromatica se deveram a alteragdes estruturais da cérnea.
A quantificacdo das diferentes areas cromaticas foi realizada mediante Measure the

thresholded area, do Imajed.

3.6.5 Imunoistoquimica

3.6.5.1 Fibronectina

As amostras em parafina foram cortadas a 5um de espessura e estendidas em
ldaminas de vidro, previamente preparadas com adesivo a base de 3-

aminopropyltriethoxy-silano®.

' 3_aminopropyltriethoxy-silano - Sigma, St. Louis - USA.
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Os cortes foram desparafinizados em dois banhos de xilol, o primeiro a 60°C, por
30 minutos, e o segundo a temperatura ambiente, por 20 minutos. A seguir, foram
reidratados em concentracdes descendentes de etanol, com trés passagens em etanol
absoluto e, posteriormente, a 95, 85 e 80%, durante cinco minutos cada. A seguir,
procedeu-se a retirada do pigmento formdlico, sendo as secgdes submetidas a solucao
de hidroxido de aménio a 10%, em etanol a 95%, durante 10 minutos. Posteriormente,
os cortes foram lavados em agua corrente por 10 minutos e em duas passagens de
agua destilada. A seguir, foram submetidos e aos tratamentos para recuperacéo
antigénica. Para os cortes que receberam o anticorpo primario, antifibronectina®,
previamente a incubacgio realizou-se a pepsinisacdo em estufa. A etapa consistiu na
imersao das amostras em uma solugdo composta de 1g de pepsina (pH 1,8), 10 ml de
HCI 1N e 90 ml de agua destilada, durante 10 minutos, em estufa a 60°C e por 20
minutos a 20°C. Em sequéncia, realizou-se o bloqueio da peroxidase enddgena tecidual
e os cortes incubados em solugéo de perdxido de hidrogénio a 6% + metanol (1:1, v/v),
em duas trocas de cinco minutos.

Consignadas as etapas anteriores realizaram-se lavagens em solugéo tampéao de
TRIS?', pH 7,4. Posteriormente, procedeu-se a incubacdo das amostras com os anti-
soros, por 60 minutos a temperatura ambiente. Apos duas lavagens em solugédo tampéo
de TRIS, a incubacéo dos cortes com anticorpo secundario biotinilado polivalente, cabra
anti-coelho/camundongo, a temperatura ambiente, na diluicdo de 1/100 (Dakopatts), por
30 minutos. Efetuou-se a adicdo do complexo streptoavidina-biotina?’, na diluigdo de
1/100 por 30 minutos. Anticorpos secundario e terciario foram diluidos em solugao
tampdo de TRIS -HCI, pH 7,4. A imunomarcacdo especifica foi visibilizada pela
incubagdo com diaminobenzidina® contendo 0.03% de H,O,, por cinco minutos,
lavadas duas vezes com agua destilada. Finalizados, os cortes foram lavados em agua
corrente por 10 minutos, duas vezes em agua destilada, e, em seguida, contracorados

com Hematoxilina de Mayer, por 10 minutos. Ap6s nova lavagem, seguiram-se a

20 Polyclonal Rabbit Anti-Human Fibronectin, Dako, AIS, Glostrup - Denmark.
2l TRIS, pH 7,4 - Sigma, St. Louis - USA.

2 Streptoavidina-biotina - Dako, AIS, Glostrup, - Denmark.

* DAB - Sigma, St. Louis - USA.
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desidratacdo, diafanizacdo e montagem das laminas em Permount®*. Os controles
positivos foram usados segundo orientacao do fabricante (Tabela 2).

A especificidade do anticorpo no tecido foi confirmada pela auséncia de
marcagao nos controles negativos. Controles positivos e negativos confirmaram a

sensibilidade do método.

3.6.5.2 Tenascina

O protocolo foi 0 mesmo realizado no item 3.5.5.1, com diferenga no tempo e na
temperatura da pepsinisagéo (37° por 30min) e no tempo e temperatura de incubacéo
(over nigth) (Tabela 2).

Tabela 2. Anticorpo policlonal primario, diluicdo, recuperagdo antigénica, tempo de
incubagéo e controle positivo empregados em cérneas de caes adultos, machos
ou fémeas apos ceratectomia superficial. Jaboticabal - SP, 2009

Anticorpo Diluigao Recuperagao Tempo de Controle positivo
Policlonal primario Antigénica Incubacgao
Fibronectina 1:1200 Pepsina a 1% pH 1ha Tecido conjuntivo
1.8 em estufa por temperatura
10min a 60°C e ambiente
20min a 20°
Tenascina 1:3000 Pepsina a 1% pH  Overnigth a Tecido conjuntivo
1.8 em estufa a 37° 4°C
por 30min.

2 Permount - Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ - USA.
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3.6.6 Analise estatistica

Os eventos, foram analisados pelo teste t de Student, quando comparados dois
grupos, teste de varidancia ANOVA (Kruskal-Wallis Analysis of Variance), quando
comparados mais de dois grupos, e teste t de Mann-Whitney para se testarem duas
amostras independentes de populagdes com médias iguais (estudo clinico). Em todos,

considerou-se o nivel de significancia de 5% (p=<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO CLINICA

Ao estudo clinico temporal, ndo foram observadas intercorréncias sistémicas,
infec¢des locais ou outras manifestagcbes que aventassem qualquer complicagéo. Os
diferentes sinais clinicos, suas intensidades e percentual de animais acometidos
encontram-se representados no Quadro 1.

Relativamente ao estudo estatistico, houve diferenca significativa, relativamente
a congestao conjuntival aos sete dias (Zcal 2,081 > Ztab 0,675), aos 14 dias em relagéo
a opacidade corenana (Zcal 0,315 <Ztab 0,675) e no quesito secrecao ocular aos sete
dias (Zcal 1,601 > Ztab 0,675). Relativamente aos outros sinais, ndo foram encontradas
diferencas.

As Figuras 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11 apresentadas na sequéncia, ilustram os
eventos clinicos que decorreram dos tratamentos impostos a cada subgrupo,

notadamente os de maior significagao.
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QUADRO 1. Percentual dos caes adultos, sem raca definida, machos ou fémeas dos
grupos BV e CO, que apresentaram sinais clinicos de blefarospasmo,
congestdo conjuntival, secrecdo ocular e edema e vascularizagcao
corneais, apds ceratectomia superficial, com suas respectivas
intensidades, aos 3, 7, 14 e 28 dias de po6s-operatério. Jaboticabal - SP.,

2009.
INTENSIDADE DO SINAL CLINICO

GRUPOS E PERIODOS Ausente Discreto Moderado Intenso
BLEFAROSPASMO
BV 3d 50% 25% 25% -
CO ad 37,5% 12,5% 50% -
BV 7d 83,33% 16,66% - -
cord 50% 50% - -
BV 14d 100% - - -
CO 14d 100% - - -
BV 28d 100% - - -
CO 28d _ 100% - - -
CONGESTAO CONJUNTIVAL
BV 3d 12,5% 87,5% - -
CcOo ad 12,5% 87,5% - -
BV 7d 100% - - -
cord 12,5% 87,5% - -
BV 14d 100% - - -
CO 14d 100% - - -
BV 28d 100% - - -
CO 28d 100% - - -
SECREGAO OCULAR
BV 3d 12,5% 62,5% 25% -
CO 3d 12,5% 25% 50% 12,5
BV 7d 100% - - -
cord 100% - - -
BV 14d 83,33% 16,6% - -
CO 14d 33,33% 33,33% 16,66% 16,66%
BV 28d 100% - - -
CO 28d 100 - - -
EDEMA CORNEAL
BV 3d 12,5% 62,5% 25% -
CO 3d - 75% 25% -
BV 7d 16,66% 83,33% - -
cord 50% 16,66% - 33,33%
BV 14d 75% 25% - -
CO 14d 50% 25% 25% -
BV 28d 50% 50% - -
CO 28d 50% 50% - -
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QUADRO 1. Percentual dos caes adultos, sem raca definida, machos ou fémeas dos
grupos BV e CO, que apresentaram sinais clinicos de blefarospasmo,

congestéo

conjuntival

secrecao

ocular, de

edema

corneal,

e

vascularizagdo corneal, apds ceratectomia superficial, aos 3, 7, 14 e 28
dias de pds-operatério. Jaboticabal — SP, 2009.

VASCULARIZAGAO
CORNEAL

BV 3d
CO 3d
BV 7d
CO7d
BV 14d
CO 14d
BV 28d

CO 28d
PIGMENTAGAO CORNEAL
BV 3d

CO 3d
BV 7d
CO7d
BV 14d
CO 14d
BV 28d

CO 28d
BLEFARITE

BV 3d
CO 3d
BV 7d
CO7d
BV 14d
CO 14d
BV 28d
CO 28d

75%
37,5%
33,33%
33,33%
50%
25%
100%
50%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

25%
50%
50%
66,66%
25%
25%

50%

12,5%
16,66%
25%
25%

BV (grupo BandVet®); CO (grupo controle).



Figura 4. Imagem fotografica do olho de c&do adulto, sem raga
definida, macho do grupo BV, apds ceratectomia
superficial, aos 3 dias de pos-operatério. Notar
edema corneal discreto (A). Jaboticabal - SP, 2009.

Figura 5. Imagem fotogréfica do olho de cédo adulto, sem raga
definida, fémea do grupo CO, apds ceratectomia
superficial, aos 3 dias de pds-operatério. Notar
edema corneal discreto (A). Jaboticabal - SP, 2009.
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Figura 6. Imagem fotografica do olho de c&do adulto, sem raga
definida, macho do grupo BV, apds ceratectomia
superficial, aos 7 dias de poOs-operatério. Notar
edema corneal discreto (A). Jaboticabal - SP, 2009.

Figura 7. Imagem fotografica do olho de c&do adulto, sem raga
definida, macho do grupo CO, ap6s ceratectomia
superficial, aos 7 dias de poOs-operatério. Notar
edema corneal intenso (A) e vascularizagao discreta
(B). Jaboticabal - SP, 2009.
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Figura 8. Imagem fotografica do olho de cao adulto, sem raga
definida, macho do grupo BV, apds ceratectomia
superficial, aos 14 dias de pds-operatério. Notar
edema corneal discreto (A). Jaboticabal - SP, 2009.

Figura 9. Imagem fotografica do olho de c&o adulto, sem raca
definida, fémea do grupo CO, apds ceratectomia
superficial, aos 14 dias de poOs-operatério. Notar
edema corneal moderado (A) e vascularizagdo
moderada (B). Jaboticabal - SP, 2009.
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Figura 10. Imagem fotografica do olho de cdo adulto, sem raga
definida, macho do grupo BV, apds ceratectomia
superficial, aos 28 dias de pods-operatério. Notar
edema corneal discreto (A). Jaboticabal - SP, 2009.

Figura 11. Imagem fotografica do olho de cdo adulto, sem raga
definida, fémea do grupo CO, apds ceratectomia
superficial, aos 28 dias de pods-operatério. Notar
edema corneal discreto (A) e vascularizagédo
moderada (B). Jaboticabal - SP, 2009.
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4.2 MORFOMETRIA

4.2.1 Contagem de leucécitos polimorfonucleares

Relativamente a contagem de leucdcitos polimorfonucleares (neutréfilos) (Tabela
3), observou-se maior quantitativo nos animais do grupo BV, durante os quatro
momentos avaliados. Nao houve diferenca significativa, comparativamente a contagem

total nas regides central e de transic&o, entre os grupos.

Tabela 3. Numeros, médias e respectivos desvios padrdo obtidos na contagem de neutréfilos
em corneas de caes adultos, sem raca definida, machos e fémeas, dos grupos BV e
CO apbs ceratectomias superficiais, nos diferentes momentos. Jaboticabal - SP,

2009
i Tempos de avaliagio
Area 3 dias 3 dias 7 dias 7 dias 14 dias 14 dias 28 dias 28 dias
BV cO BV cO BV CO BV CO

Estroma 14 5 15 18 0 0 0 0 27 0 0 0 0 0 1 0

cent 1

Estroma 22 48 15 19 6 0 0 0 15 6 0 2 3 0 0 0

cent 2

Estroma 15 38 16 13 9 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 0

cent 3

Estroma 20 5 5 8 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 1

trans 1

Estroma 20 11 3 13 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0

trans 2

Total 91 107 54 71 15 0 0 1 51 6 0 2 6 0 1 1

Média 18,2 21,4 10, 14, 3 0o o0 02 102 12 0 04 12 0 02 0,2
8 2

S +3,4 +20,1 +6, +4, +4, * + +0, +10, +2, + 08 *#1,6 * +0, +0,
2 4 2 0 0 4 8 6 0 0 4 4

Estroma cent (estroma central); Estroma trans (estroma de transi¢éo); BV (grupo BandVet®); CO (grupo
controle); S (desvio padrédo); Media (media aritmética).

4.2.2 Contagem de pontos de colageno

Relativamente aos pontos de colageno (Tabela 4), observou-se nas corneas dos

animais dos animais do grupo BV, um maior quantitativo de pontos nos quatro
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momentos avaliados. Nao houve diferenga significativa entre os valores totais de ambos
0S grupos, mas ela esteve presente quando comparados os valores das areas de

transicéo, aos trés dias de pds-operatoério (P=0,040).

Tabela 4. Numero, médias e desvios padrdo de pontos de colageno em corneas de caes
adultos, sem raga definida, machos ou fémeas, dos grupos BV e CO apés
ceratectomias superficiais, nos diferentes momentos. Jaboticabal - SP, 2009

Tempo de avaliacio

Area 3 dias 3 dias 7 dias 7 dias 14 dias 14 dias 28 dias 28 dias
BV CcO BV CcO BV CcO BV CcO

Estrom 53 51 53 65 66 67 50 65 61 62 40 66 66 68 63 56

acent1

Estrom 52 50 47 22 54 65 43 64 65 66 54 60 68 64 65 60

acent2

Estrom 53 55 54 32 60 62 38 65 70 68 70 59 66 64 67 55

acent3

Estrom 63 60 45 59 63 64 54 64 68 66 62 56 66 66 64 64

atrans

1

Estrom 64 55 45 52 61 57 62 66 65 68 64 65 66 64 65 65

atrans

2

Total 285 271 244 230 304 315 247 324 329 330 290 306 332 326 324 300

Média 57 54,2 48, 46 60,8 63 49,4 64,8 65,8 66 58 61,2 66,4 65,2 64,8 66,4

8

S £59 439 #42 18, 44 $38 93 0,8 #342 24 #115 42 108 1,7 14 45

2 3 7 3 4 7 9 8 8 2

Estroma cent (estroma central); Estroma trans (estroma de transi¢ao); BV (grupo BandVet®); CO (grupo
controle); S (desvio padrdo); Média (media aritmética).

4.2.3 Contagem de fibroblastos

Observou-se um numero maior de células no grupo BV nos periodos 3, 14 e 28
dias. Aos sete dias, todavia, o grupo CO apresentou maior celularidade (Tabela 5).
Identificou-se diferenca (P<0,001), quando comparadas as contagens na regidao de

transicao, aos trés dias de pos-operatério.
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Tabela 5. Numero de fibroblastos em cérneas de caes adultos, sem raga definida, machos ou
fémeas, dos grupos BV e CO apés ceratectomias superficiais nos diferentes
momentos. Jaboticabal - SP, 2009

Tempo de avaliacio

Area 3 dias 3 dias 7 dias 7 dias 14 dias 14 dias 28 dias 28 dias
BV cO BV CcO BV CcO BV CcO

Estroma 3 5 2 1 20 2 4 3 3 4 8 9 14 7 3 2

cent 1

Estroma 1 0 3 1 21 6 10 5 1 2 4 3 7 5 2 6

cent 2

Estroma 1 0 1 2 16 5 10 7 0 11 2 0 10 3 4 6

cent 3

Estroma 5 6 2 2 45 6 7 6 4 14 4 2 4 6 4 3

trans 1

Estroma 5 7 3 2 0 4 9 10 1 5 2 5 5 5 4 6

trans 2

Total 15 18 1 8 0 23 40 31 9 36 20 19 40 26 17 23

Média 3 36 22 16 204 46 8 62 18 72 4 3,8 8 52 34 46

s +2 +3,3 0,83 0,5 161 1,6 *25 2,5 1,6 50 2,4 34 40 1,4 08 1,94

Estroma cent (estroma central); Estroma trans (estroma de transigdo); BV (grupo BandVet®); CO
(grupo controle); S (desvio padrao); Media (media aritmética).

4.2.4 Espessura do epitélio e estroma corneais

Relativamente @ mensuragcéo da espessura do epitélio corneal da regido pré-
les&do, notou-se que aos 3, 7 e 14 dias, ela foi maior nos animais do grupo BV. Aos 28
dias, todavia, foi maior no grupo CO. Na regido de transigéo, ela foi maior no grupo BV
em todos os momentos. Na regido central, foi maior no grupo CO em todos os
momentos, a excegéo do 14° dia.

No que se refere a espessura do estroma corneal, nas regides pré-lesdo e de
transicao, ela foi maior nos animais do grupo CO em todos os momentos, exceto aos 3
dias, onde foi maior no grupo BV. Relativamente a regido central, ela foi maior no grupo
BV em todos os momentos. As Figuras 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 e 19 ilustram os
eventos observados.

Os valores médios das espessuras do epitélio e estroma corneais nas regides
pré-lesdo, de transicdo e central dos animais do grupo BV e do CO encontram-se

expressos em micrdmetros na Tabela 6.
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Figura 12. Representacdo grafica de area, quanto as

mensuragdes do epitélio e estroma corneais, de
cdes adultos, sem raga definida, machos ou
fémeas apods ceratectomia superficial, aos 3 dias
de poés-operatério, no grupo BV. Jaboticabal -
SP, 2009.

Mersuraghio em um

S|
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Regido mensurada

Figura 13. Representagcdo grafica de area, quanto as
mensuragbes do epitélio e estroma corneais, de
cdes adultos, sem raga definida, machos ou
fémeas apods ceratectomia superficial, aos 3 dias
de pos-operatério, no grupo CO. Jaboticabal -
SP, 2009.
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Mensurag

Regido mensurada

Figura 14. Representacdo grafica de area, quanto as

mensuragdes do epitélio e estroma corneais, de
cdes adultos, sem raga definida, machos ou
fémeas apods ceratectomia superficial, aos 7 dias
de poés-operatério, no grupo BV. Jaboticabal -
SP, 2009.

Mensuragdo em pum

Regido mensurada

Figura

Representagdo grafica de area, quanto as
mensuragdes do epitélio e estroma corneais, de
cdes adultos, sem raga definida, machos ou
fémeas apds ceratectomia superficial, aos 7 dias
de pés-operatério, no grupo CO. Jaboticabal -
SP, 2009.
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Mensuragio em jim

Regido mensurada

Figura 16.

Representacdo grafica de area, quanto as
mensuragdes do epitélio e estroma corneais, de
cdes adultos, sem raga definida, machos ou
fémeas apds ceratectomia superficial, aos 14
dias de po6s-operatério, no grupo BV. Jaboticabal
- SP, 2009.

Miznsuragdo @m jum

i ARE

Regido mensurada

Figura 17.

Representagdo grafica de area, quanto as
mensuragdes do epitélio e estroma corneais, de
cdes adultos, sem raga definida, machos ou
fémeas apds ceratectomia superficial, aos 14
dias de pés-operatério, no grupo CO. Jaboticabal
- SP, 2009.
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Mensuragio em am

Figura 18.

Representacdo grafica de area, quanto as
mensuragdes do epitélio e estroma corneais, de
cdes adultos, sem raga definida, machos ou
fémeas apds ceratectomia superficial, aos 28
dias de po6s-operatério, no grupo BV. Jaboticabal
- SP, 2009.

M ngLirag

Figura

Representagdo grafica de area, quanto as
mensuragdes do epitélio e estroma corneais, de
cdes adultos, sem raga definida, machos ou
fémeas apds ceratectomia superficial, aos 28
dias de pés-operatério, no grupo CO. Jaboticabal
- SP, 2009.
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Tabela 6. Valores médios das espessuras em pm, do epitélio e estroma corneais, nas regides
pré-lesdo, de transicdo e central, de caes, adultos, sem raca definida, machos ou
fémeas, dos grupos BV e CO ap6s ceratectomias superficiais. Jaboticabal - SP, 2009

Tempo de avaliacio

Regido 3 dias 3 dias 7dias 7dias 14 dias 14 dias 28 dias 28 dias
BV co BV Cco BV Cco BV Cco
Epitélio pré 49 22 24 14 34 27 31 37
Epitélio 71 33 38 28 103 32 43 34
trans
Epitélio cent 39 48 20 28 30 20 39 28
Estroma pré 296 287 304 349 430 365 334 432
Estroma 285 161 408 228 342 476 328 454
trans
Estroma 257 177,93 314 226 386 210 304 293
cent

Epitélio pré (epitélio pré-lesédo); Epitélio trans (epitélio de transigédo); Epitélio cent (epitélio central);
Estroma pré (estroma pré-lesédo); Estroma trans (estroma de transigdo); Estroma cent (estroma central);
BV (grupo BandVet®); CO grupo controle).

4.3 HISTOQUIMICA

4.3.1 Marcagao pelo Alcian Blue pH 1,0

As corneas dos animais do grupo BV, aos 3 dias, apresentaram marcagao
intensa sob as células pigmentares da regido de transicao esclerocorneal. A marcacao
ocorreu de moderada a intensa no estroma corneal, exceto na area adjacente ao
epitélio hiperplasico. Nos animais do grupo CO, a marcac¢ao foi moderada na area de
transicdo esclerocorneal (Figura 19). Em todo o estroma préximo ao epitélio posterior,
ela variou de discreta a moderada. Onde havia hiperplasia, ela foi moderada e na
regido intermediaria do estroma o foi discreta.

Aos 7 dias, a marcagdao nos animais do grupo BV foi discreta na regido de
transicdo esclerocorneal, moderada sob a membrana de Descemet e ausente no
restante da cornea. Nos do grupo CO, ela foi discreta na regido de transicao
esclerocorneal, intensa em uma pequena area adjacente ao estroma na regiao

esclerocorneal, discreta no restante do estroma corneal, exceto nas proximidades do
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epitélio posterior onde havia neovasos e células inflamatérias, nesta regiao ndo houve
marcacgao.

As cbrneas do grupo BV, aos 14 dias, apresentaram marcagao que variou de
negativa a discreta na regido de transicdo esclerocorneal e no estroma préximo a
membrana de Descemet e negativa na regido central, onde havia células inflamatérias
(Figura 20). As coérneas do grupo CO apresentaram marcag¢ao que variou de moderada
a intensa na regido de transicao esclerocorneal, de discreta a moderada no estroma e
ausente proximo ao epitélio posterior. Aos 28 dias, a marcagao nas cérneas do grupo
BV foi discreta na regido de transi¢cao esclerocorneal, variou de discreta a moderada no
estroma préximo a membrana de Descemet e moderada no restante do estroma. No
grupo CO, a marcacao foi discreta na regiao de transicao esclerocorneal, moderada no

estroma préximo a membrana de Descemet e negativa no restante do estroma.

AB

Figura 19. Fotomicrografia de cérnea de céo adulto, sem raga
definida, macho, do grupo CO ap6s ceratectomia
superficial, aos 3 dias de pds-operatorio. Notar
marcagdo moderada na é&rea de transicdo
esclerocorneal (AB). Alcian Blue pH 1.0, 10X
Jaboticabal - SP, 2009.
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PI

AB

Figura 20. Fotomicrografia de cérnea de cdo adulto, sem raga
definida, fémea, do grupo BV apés ceratectomia
superficial, aos 14 dias de pdés-operatorio. Notar
marcagédo discreta no estroma posterior (AB) e
negativa proximo ao epitélio onde existe processo
inflamatério (Pl). Alcian Blue pH 1.0, 5X.
Jaboticabal - SP, 2009.

4.3.2. Marcagao pelo Alcian Blue pH 2,5

Aos 3 dias de pods-operatério, verificou-se marcagdo intensa na regiao
esclerocorneal dos animais de ambos os grupos. No grupo BV, observou-se marcacgéao
intensa na totalidade do estroma corneal (Figura 21). Nos animais do grupo CO, ela foi
moderada.

Aos 7 dias de pos-operatério, no grupo BV, ela foi discreta na regiao
esclerocorneal e sob a membrana de Descemet no primeiro tergo da cornea (préximo a
area de transicao esclerocorneal). No grupo CO, no mesmo periodo, a marcagéao foi
ausente na regiao esclerocorneal e variou de negativa a intensa no restante da cornea.

Verificou-se, aos 14 dias, que ela foi discreta na regido esclerocorneal e, ao
longo de todo o estroma, exceto na presenga de células inflamatérias e neovasos. Ja
no grupo CO, a marcacao foi discreta ao longo de todo o estroma corneal.

Aos 28 dias, os animais do grupo BV apresentaram marcacao positiva intensa no

primeiro terco da cdérnea sob a membrana de Descemet, discreta na regi&do



62
esclerocorneal sob as células pigmentares e no primeiro ter¢co de estroma. Foi ausente
na regido central (Figura 22). Os animais do grupo controle apresentaram marcagéo

discreta na regido esclerocorneal e no primeiro tergco do estroma e ndo houve marcacao
na regiéao central.

AB
AB

Figura 21. Fotomicrografia de cérnea de c&o adulto, sem raga
definida, macho, do grupo BV apéds ceratectomia
superficial, aos 3 dias de pds-operatério. Notar
marcagao intensa em todo o estroma corneal (AB).
Alcian Blue pH 2.5, 20X. Jaboticabal - SP, 2009.

AB

Figura 22. Fotomicrografia de cérnea de céo adulto, sem raga
definida, macho ou fémea, do grupo BV apés
ceratectomia superficial, aos 28 dias de pos-
operatério. Notar marcagédo intensa sob a

membrana de Descemet (AB). Alcian Blue pH 2.5,
10X. Jaboticabal - SP, 2009.
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4.4. AVALIACAO CROMATICA TRIDIMENSIONAL DE SUPERFiICIE.

As médias dos valores das areas cromaticas estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Médias dos valores (%) das areas cromaticas predominantes nas laminas das
coérneas de caes adultos, sem raga definida, machos e fémeas apds ceratectomia
superficial, dos grupos BV e CO nos diferentes momentos coradas com Tricrdmico
de Masson. Avaliacdo cromatica tridimensional de superficie. Jaboticabal - SP,

20009.
Tempo de avaliacio
Cor 3 dias 3 dias 7 dias 7 dias 14 dias 14 dias 28 dias 28 dias
BV CcO BV CcO BV CcO BV CcO
Vermelha 21,151 24,865 5,171 43,954 23,385 23,367 22,382 12,526
Verde 60,197 60,334 40,548 37,700 64,354 51,710 70,073 61,017
Azul 18,652 14,80 54,281 18,346 12,261 21,923 7,095 26,457

Aos trés dias, no grupo BV, predominou o vermelho seguido do verde e azul.
Observaram-se picos azul intenso e alguns roxos localizados no estroma anterior. No
grupo CO, a cor dominante foi o verde, seguida do vermelho e do azul. Observou-se
grande numero de picos, a maioria roxos, localizados no estroma anterior. Notou-se

pouca homogeneidade nas diferentes cores (Figura 23).

A B

Figura 23. Imagens de corneas de cées adultos, sem raga definida, machos ou
fémeas, apds ceratectomia superficial aos 3 dias de pés-operatorio,
em 3D. Em A. Grupo BV, notar predominancia da cor vermelha e os
picos azuis e roxos. Em B. Notar predominéncia da cor verde e os
inUmeros picos. Jaboticabal - SP, 2009.
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Aos sete dias, no grupo BV, a cor predominante foi a vermelha seguida da verde
e da azul. Foram observados alguns picos azuis e alguns roxos no estroma anterior.
Notou-se homogeneidade na cor vermelha. No grupo CO, a cor predominante foi a azul
seguida da verde e da vermelha. Notaram-se muitos picos roxos no estroma anterior e

houve pouca homogeneidade das cores (Figura 24).

Figura 24. Imagens de corneas de caes adultos, sem raga definida, machos
ou fémeas, apo6s ceratectomia superficial aos 7 dias de pos-
operatério, em 3D. Em A, grupo BV, notar predominancia da cor
vermelha homogénia e alguns picos roxos. Em B, notar
predomindncia da cor verde e 0s inUmeros picos roxos no
estroma anterior. Jaboticabal - SP, 2009.

Observou-se, nas coérneas do grupo BV, aos 14 dias, predominancia da cor
vermelha seguida da verde e da azul. Notaram-se alguns picos roxos localizados no
estroma anterior. Houve homogeneidade na cor amarela, em maior parte da lamina. No
grupo CO, a cor predominante foi a verde seguida da vermelha e da azul. Notaram-se
inumeros picos roxos e azuis distribuidos por toda a lamina. Houve homogeneidade na
distribui¢cdo da cor vermelha (Figura 25).
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A B

Figura 25. Imagens de corneas de cdes adultos, sem raga definida,
machos ou fémeas apo6s ceratectomia superficial aos 14 dias
de pods-operatério, em 3D. Em A, grupo BV, notar
predominancia da cor vermelha e a homogeneidade da cor
amarela e alguns picos roxos. Em B, notar predominancia da
cor verde, a homogeneidade da cor vermelha e os muitos
picos roxos localizados no estroma. Jaboticabal - SP, 2009.

Aos 28 dias, no grupo BV, a cor predominante foi a verde, seguida da vermelha e
azul. Poucos picos azuis foram observados no estroma anterior. Notou-se
homogeneidade na distribuicdo das cores verde claro e amarelo, na quase totalidade da
ldamina. No grupo CO, a cor predominante foi a verde, seguida da azul e da vermelha.
Alguns picos roxos foram identificados, distribuidos por toda a lédmina. Notou-se

homogeneidade na cor verde (Figura 26).



Figura 26. Imagens de corneas de caes adultos, sem raga definida machos

ou fémeas apds ceratectomia superficial aos 28 dias de poés-
operatério, em 3D. Em A, grupo BV, notar predominancia da cor
verde e a homogeneidade da cor das cores verde e amarela e
poucos picos roxos. Em B, notar predominancia e
homogeneidade da cor verde, e os varios picos roxos localizados
no estroma. Jaboticabal - SP, 2009.
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A representagao grafica das alteracdes nas diferentes areas cromaticas dos

grupos BV e CO, nos quatro momentos, encontram-se representadas nas figuras 27 e

28.

Middias das draas em %
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Figura 27. Representacdo grafica de area, quanto as

alteracdbes nas mensuragdes das areas
cromaticas do estroma corneal de cées adultos,
sem raga definida machos e fémeas, apos
ceratectomia superficial aos 3, 7, 14 e 28 dias de
pbs-operatério no grupo BV. Jaboticabal - SP,
2009.
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Média clas dres em %

Figura 28. Representacdo grafica de area, quanto as
alteracdbes nas mensuragdes das areas
cromaticas do estroma corneal de cées adultos,
sem racga definida machos e fémeas, apos
ceratectomia superficial aos 3, 7, 14 e 28 dias de

pbs-operatério no grupo CO. Jaboticabal - SP,
20089.

4.5 IMUNOISTOQUIMICA

4.5.1 Fibronectina

Encontrou-se um padréo de expressao fibrilar, permeando as fibras colagenas.
Nas corneas do grupo BV, houve positividade aos 7, 14 e 28 dias, em intensidade
discreta, marcando o estroma corneal em toda sua extenséao (Figura 29). No grupo CO,
ela foi positiva aos 3, 7 e 28 dias com intensidades que variaram de discreta, aos 3 e 28
dias, e, intensa aos 7 dias. Neste ultimo, notou-se uma marcagdo maior na area

estromal proxima ao epitélio hiperplasico na regido central da cérnea (Figura 30).



Figura 29. Fotomicrografia de cérnea de céo adulto, sem raga
definida, macho, apo6s ceratectomia superficial,
aos trés dias de pos-operatédrio grupo BV. Notar a
marcagdo discreta da fibronectina (FNC)
permeando as fibras de colageno. SABC 40X.
Jaboticabal - SP, 2009.

Figura 30. Fotomicrografia de cérnea de céo, adulto, sem raga
definida, fémea, apo6s ceratectomia superficial, aos
7 dias de pos-operatério, grupo CO. Notar intensa
marcagdo pela fibronectina (FNC) na area do
estroma préxima ao epitélio hiperplasico (e). SABC
40X. Jaboticabal - SP, 2009.
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4.5.2 Tenascina

Observou-se marcacao positiva aos trés dias, considerada moderada nas
corneas dos animais do grupo BV (Figura 31) e intensa nas do grupo CO (Figura 32).
Em ambos, a marcagédo localizava-se em todo o estroma corneal. Aos 28 dias,
identificou-se marcacao positiva fraca no grupo BV, no estroma corneal, em toda a

extensao da lamina. Nos demais periodos, ela foi negativa (Figura 33).

TNC

TNC

Figura 31. Fotomicrografia de cérnea de céo, adulto, sem raga
definida, fémea, apo6s ceratectomia superficial, aos
3 dias de pbs-operatorio, grupo BV. Notar
marcagdo moderada pela tenascina (TNC) no
estroma corneal. SABC 10X. Jaboticabal - SP,
2009.



Figura 32. Fotomicrografia de cérnea de céo, adulto, sem raga
definida, fémea, apo6s ceratectomia superficial, aos
3 dias de pos-operatério grupo, CO. Notar
marcagdo intensa pela tenascina (TNC) no
estroma corneal. SABC 20X. Jaboticabal - SP,
2009.

Figura 33. Fotomicrografia de cérnea de cédo, adulto, sem raga
definida, fémea, apos ceratectomia superficial, aos
7 dias de pobs-operatério grupo, BV. Notar
marcac¢ao negativa pela tenascina (TNC). SABC
20X. Jaboticabal - SP, 2009.
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5 DISCUSSAO

Relativamente aos processos mérbidos que afetam a tunica fibrosa destacam-se
as ceratites ulcerativas e demais manifestagdes relacionadas a lesdes da cérnea. As
ceratites ulcerativas sao as oftalmopatias que mais acometem a espécie canina
(VAUGHAN e ASBURY, 1977; STARTUP, 1984). Sua importancia prende-se ao fato de
que mesmo as ulceracgdes superficiais exijam a necessidade de rapida intervencgéo, no
intuito de se evitarem complicagbes severas com riscos a visdo (BROOKS, 2000).

O que motivou que se estudassem os efeitos do BandVet® sobre corneas que
passaram por ceratectomia superficial foi saber que o principio ativo do produto, o
extrato aquoso do Triticum vulgare, possui propriedades bioativas incluindo-se o seu
efeito mitogénico sobre fibroblastos (VIANO et al., 1985; FARINELLA et al., 1986;
FAVIT et al., 1992), a estimulagcéo da ornitina descarboxilase e a ativagao de fatores de
crescimento epidermal, de fibroblastos e de derivados de plaquetas, (CARPENTER e
COHEN, 1990; GLASGOW e ELING, 1990; PANDIELLA et al. 1990; ULLRICH e
SCHLESSINGER, 1990; MELDOLESI e MAGNI, 1991), fatores que sédo benéficos a
reparacéo cicatricial de feridas (MATERA et al., 2002).

Admitiram-se c&es, como modelos de experimentacdo, dada a elevada
freqiéncia com que afecgbdes corneais acometem esta espécie (VAUGHAN e ASBURY,
1977; STARTUP, 1984) paralelamente a suas inUmeras vantagens em comparagao
com outras espécies animais.

Em relagdo ao procedimento cirurgico, padronizou-se empregar trépano de dez
milimetros de didmetro e 0,5mm de profundidade, aplicado sobre a regido central da
cornea e posterior ceratectomia superficial buscando-se mimetizar lesbes espontaneas
da coérnea, vistas com freqiiéncia na rotina ambulatorial. Com a medida, obtiveram-se
ulceras de dimensdes muito préximas e necessarias a um estudo experimental dirigido.

Para a anestesia dos animais, empregaram-se técnicas classicas. Utilizou-se
halotano e oxigénio em circuito semifechado considerando-se a eficacia do

procedimento (MASSONE, 1994). Para a centralizacdo do bulbo do olho, aplicaram-se
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trés pontos de reparo ou sustentagdo na conjuntiva bulbar e episclera,
simultaneamente.

No pos-operatério, decorridas quatro horas das intervengdes, procedeu-se a
instilacdo de colirio de sulfato de atropina a 1%, a intervalos regulares de 12 horas,
durante sete dias, objetivando-se minimizar o desconforto decorrente do espasmo da
musculatura ciliar e os riscos quanto a ocorréncia de sinéquias (SLATTER, 1990).

Os periodos admitidos para as avaliagdes clinicas e a microscopia Optica foram
concebidos buscando-se poder monitorar as fases classicas da reparagéo cicatricial
corneal, relativamente a triade exsudagéo, proliferacdo e maturagdo (SLATTER, 1990).

Os eventos que decorreram de ulceragdes corneais sdo sabidamente conhecidos
e sua cinética é fruto da agcdo combinada de mediadores e de fatores de crescimento
gerados posteriormente a injuria (PEIFFER Jr, et al., 1999). A fotofobia e o
blefarospasmo, enquanto a uma das primeiras manifestagdes quando a superficie
ocular é afetada, foram evidenciados em ambos os subgrupos, principalmente nos
periodos iniciais, motivados pelo estimulo das terminagcbes nervosas do epitélio e do
estroma corneais (WARNIG, 1984), decorrente da ceratectomia superficial (SLATTER,
1990; STADES et al., 1998).

A congestao conjuntival foi evidenciada no poés-operatério imediato e nos
periodos iniciais da avaliagdo em todos os animais. O evento, admite-se, decorre da
aplicagcdo dos pontos de reparo utilizados para a fixagdo do bulbo do olho e da
manipulacao per-operatoéria. Existiu diferenca significativa nos subgrupos aos sete dias
de pds-operatorio, acreditamos que esta variacédo se deva a ja mencionada atividade
cicatrizante e moduladora da inflamacédo exercida pelo extrato aquoso de Triticum
vulgare (BandVet®) (VALERIO et al., 1986).

No que concerne a secrecao ocular, seu aumento foi decorrente do estimulo das
células caliciformes (GONCALVES, 1975) que se sabe é normal em procedimentos
cirurgicos sobre a tunica fibrosa do olho (STARTUP, 1984; SLATTER, 1990).

A aplicagdo topica do extrato aquoso de Triticum vulgare (BandVet®) nao
interferiu na qualidade mas sim na quantidade da secrec&o ocular, relativamente a isto,
detectaram-se diferencas significativas entre os subgrupos aos sete dias de pos-

operatério. Percebeu-se que, o subgrupo tratado apresentou este evento de forma
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diminuida em relacdo ao subgrupo nao tratado. A atividade moduladora da inflamagéao
do Triticum vulgare reportada por VALERIO et al. (1986), provavelmente seja a
causante desta variacao.

A neovascularizagdo é a formagdo de vasos em estruturas inicialmente
avasculares e na coérnea, pode ocorrer por disturbios inflamatorios, infecciosos,
degenerativos ou traumaticos (JIN-HONG CHANG et al., 2001). Fatores angiogénicos
sao liberados pelas células inflamatérias e pelos proprios ceratécitos (FORRESTER et
al., 2002). Vasos incidiram ap0s os primeiros trés dias da indugdo das ulceras, a
semelhangca do que fora descrito por SCHOEFL (1963) e PETRI et. al. (1997) em
estudos sobre a cinética do crescimento vascular corneal. PEIFER Jr et. al. (1999),
relataram o aparecimento de vasos apds dois a quatro dias da lesdo corneal com
comprometimento estromal em coelhos, segundo o0 mesmo modelo de lesdo corneal
utilizado neste estudo. HUGHES (1946) descreveu o aparecimento de vasos, apos uma
semana da injuria. Admite-se a liberagdo de fatores angiogénicos apos o trauma, a
razao primaria para a ocorréncia do evento (NAUMANN e SAUTTER, 1988; KOCH,
1992).

Identificou-se, nos periodos iniciais, a presengca marcante de vasos nas cérneas,
mormente dos animais tratados. PERUCCIO (1983) reportou que vasos sao uma
manifestacdo préopria do processo cicatricial do estroma corneal. Ndo obstante,

PEIFFER et al. (1999) observaram cicatrizagao estromal ocorrendo de forma avascular.

NASISSE (1985) e KERN (1990) reconheceram, como fator angiogénico, a
permanéncia da acao contundente da injuria, de consoante com o observado neste
estudo, onde verificou-se, nos periodos finais da avaliagdo, uma diminui¢do gradativa
da vascularizagdo corneal, em ambos os subgrupos, mas, mais rapida e efetiva nos
animas tratados com o extrato aquoso de Triticum vulgare (BandVet®). A precoce re-
epitelizacdo das corneas que receberam este produto teria causado a inibicdo do
estimulo angiogénico e admite-se a regressao dos vasos ja presentes (CHERRY e
GARNER, 1976), de consoante com o que fora proposto por MADRI e PRATT (1998).

O edema corneal decorre da quebra das barreiras epitelial ou endotelial, que

resulta na desorganizacdo das fibras de colageno e na seqlencial perda da
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transparéncia (WARING, 1984; LAVACH, 1990). A relagdo do edema aos processos
avulsivos da cérnea e exposicdo do estroma tem sido foco de muitos estudos
(SCHOENAU e PIPPI, 1993). A sua manifestacao clinica se da por uma perda gradual
ou rapida da transparéncia da cérnea, seguindo duas formas distintas. Quando do tipo
epitelial, apresenta-se como finas vesiculas e, quando estromal, a opacidade
apresenta-se como uma névoa difusa (SPENCER, 1996), exatamente como fora
observado neste estudo. Segundo PEIFFER Jr. et al. (1999), o edema quando
secundario a injuria é limitado ao estroma perilesional, o que fora também observado
neste estudo.

SPENCER (1996) informara que a opacificagdo corneal decorre além do edema,
da presenca de células inflamatérias, da vascularizagdo, por vezes presente. A maior
intensidade de opacificagdo deu-se aos 7 e 14 dias de pos-operatério, quando
polimorfonucleares e vasos eram mais intensos.

Nesta pesquisa, observou-se a diminuicdo gradativa do edema corneal no
decorrer dos diferentes periodos, de consoante com o descrito por BARROS et al.
(1993), LAUS et al. (1994) e GARCIA et al. (1996). A redugéo foi mais evidente no
grupo tratado com BandVet®, provavelmente pela melhor organizacdo das fibras
colagenas estromais. O mesmo fora obtido por CAVALIERE et al. (1986), quando
estudaram os efeitos do extrato de Triticum vulgare administrado por via intra-
peritoneal, sobre a reparagcédo de ulceras superficiais induzidas experimentalmente em
coelhos.

A pigmentacdo corneal decorre da migragdo de melandcitos limbicos e
perilimbicos e caracteriza lesées cronicas (WHITLEY, 1991). Neste estudo, ndo se
encontraram cérneas pigmentadas em qualquer dos grupos, porque as lesdes néo se
cronificaram.

Pela microscopia optica, observou-se re-epitelizacdo das corneas em ambos os
grupos, ja aos sete dias de pos-operatério, evidenciando que o produto BandVet® nao
suscitou qualquer interferéncia negativa na migragao centripeta das células epiteliais
adjacentes a lesdo, habitualmente mobilizadas para a reparacéo de lesdes epiteliais
(PERUCCIO, 1983; NASISSE, 1985; SLATTER, 1990; POWER e NEVES, 1996).
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Segundo RUCABADO e GIANNATTANASIO (1980) e CAVALIERE et al. (1986) o
extrato de Triticum vulgare age positivamente sobre a re-epitelizacao.

A reparacao cicatricial inicia-se pela infiltracdo de polimorfo e mononucleares os
quais participam da fagocitose e organizagdo tecidual. Células polimorfonucleares
migram, primeiramente, através do filme lacrimal pré-corneal (KERN, 1990). Segundo
SUNDERKOTTER et al. (1991b), a migragdo tem seu inicio decorridas trés horas da
injuria. Em contrapartida, SPENCER (1996) reportou-se ao inicio da migragao celular
decorridas somente 8 a 12 horas da injuria. Neste estudo, ja nos periodos iniciais
decorreu a migracao de células polimorfonucleares para a lesdo nos animais de ambos
0S grupos, porém com mais intensidade naqueles tratados com o BandVet®. Acredita-se
que o evento tenha decorrido em parte da participagdo do fator transformador de
crescimento R (TGF B) que atua estimulando a quimiotaxia de células inflamatérias
(TRIPATHI et al., 1990; SCHULTZ et al., 1994) e que, reconhecidamente é estimulado
pelo extrato de Triticum vulgare.

Segundo WHITTE e BARBUL (1997), a cronificacdo da fase inflamatéria é
deletéria para a reparacgao tecidual, uma vez que altera a deposi¢cado e organizagao do
colageno. A afirmacéo corrobora os dados colhidos neste estudo, em que a microscopia
optica, percebeu-se que nos animais tratados com BandVet®, o quantitativo de
polimorfonucleares foi decrescente em cada um dos periodos avaliados.

Relativamente a contagem de fibroblastos, observou-se um maior quantitativo
nas corneas dos animais do grupo BV aos 3, 14, 28 dias. Outrossim, houve um maior
quantitativo de pontos de colageno nas corneas do grupo BV, em todos os periodos
avaliados. Acredita-se que tal tenha decorrido do estimulo mitogénico do Triticum
vulgare sobre os fibroblastos, como fora descrito por FARINELLA et al. (1986). Da
evolugado natural dos eventos, aos 28 dias, o colageno neoformado nas coérneas do
grupo BV encontrava-se, em sua grande parte, j4 remodelado enquanto no grupo
controle havia, ainda, desorganizagao com vasos presentes.

Os efeitos benéficos do EGF sobre a reparagéo cicatricial corneal alicercam-se
no incremento da resposta fibroblastica (CARPENTER e COHEN, 1981), da
estimulacdo de vasos (TANIGUCHI, 1991) e da sintese de fibronectina (OJHI et al.,

1993). A efetividade do EGF ficou demonstrada em estudos sobre a reparacdo de



76

feridas corneais traumaticas (SCHULTZ, 1988; BEAUBIEN, 1994), em queimaduras
causadas por alcali (REIM, et al., 1988; BRAZZELL, 1991), em erosdes e em ceratites
recorrentes (SINGH e FOSTER, 1989). No estudo ora conduzido, efeitos benéficos
puderam ser confirmados ja aos trés dias de pds-operatério. Encontrou-se um maior
quantitativo polimorfonucleares e de fibroblastos ativos no sitio da lesdo. O contingente
de fibroblastos manteve-se maior nas corneas dos animais que receberam o BandVet®,
na maioria dos periodos da avaliagéo.

O TGFg atua estimulando a quimiotaxia de células inflamatorias, a sintese da
matriz extracelular in vitro (TRIPATHI et al., 1990; SCHULTZ et al., 1994), a génese de
fibronectina (WOOST et al., 1985; OHJI et al., 1993) e a sintese de colageno, estimulo
que, segundo CENDELLA e FLESCHNER (1990), € mais potente que aquele exercido
pelo EGF. Adjunto, ele atua como modulador dos efeitos do EGF sobre o epitélio
corneal (MISHIMA et al., 1992). Como ja reportado, observou-se neste estudo um maior
contingente de células inflamatérias nos periodos iniciais no grupo tratado com
BandVet® e maior ativaco fibroblastica.

No que concerne a espessura do estroma corneal, esta foi maior no grupo CO
em todos os momentos nas areas de pré-leséo e de transicdo. Relativamente a regiéo
central, ela foi maior nas cérneas dos animais do grupo BV, em todos os periodos. O
maior quantitativo de fibroblastos e pontos de colageno identificados nesta area,
acredita-se fora decorrente do estimulo mitogénico do Triticum vulgare sobre os
fibroblastos, como fora mostrado por FARINELLA et al. (1986) e da ativagdo de EGF e
de PDGF (CARPENTER e COHEN, 1990; GLASGOW e ELING, 1990; PANDIELLA et
al., 1990; ULLRICH e SCHLESSINGER, 1990; MELDOLESI e MAGNI, 1991).

No que se refere a espessura do epitélio e do estroma corneais, ela foi maior no
grupo BV nas areas de pré-leséo e de transicdo na maioria dos momentos avaliados.
Na area central, ela foi maior no grupo CO em todos os momentos, resultados que,
admite-se sejam decorrentes do efeito modulador do TGFg estimulado pelo Triticum
vulgare, sobre o epitélio corneal (MISHIMA et al., 1992) e da diminuigdo da proliferagao
de células epiteliais (SCHULTZ et al., 1994), outrossim, como mencionado

anteriormente, ndo houve retardo na re-epitelizacdo das lesées (DUQUE ORTIZ, 2004).
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Relativamente a expressao de glicosaminoglicanos e proteoglicanos, sabe-se
que seu quantitativo diminui nas lesbes corneais. Neste estudo, a marcacao do Alcian
Blue pH 1.0 e 2.5, deu-se em maior intensidade no grupo BV, no terceiro e 28° dias.
Nestes mesmos periodos, o edema corneal foi menor, comparativamente ao grupo CO.
Tais resultados somam-se aos de MIYAGAWA et al, (2001), que encontraram relagéo
entre a presenca dos GAGs e de proteoglicanos com a transparéncia corneal.

Observou-se, auséncia da marcag¢ao do AB na presenca de células inflamatorias,
relacdo que explica o fato da marcacgéo pelo AB ser de menor intensidade no grupo BV,
onde houve um quantitativo maior de polimorfonucleares. Outrossim, no 28° dia,
mesmo tendo um numero maior de células inflamatérias nas cérneas do grupo BV,
observou-se maior intensidade na marcacéo pelo AB, acreditamos que este fato seja
decorrente do maior quantitativo de fibroblastos e pontos de colageno nessas corneas e
de sua relacao com os GAGs e proteoglicanos.

Relativamente a fibronectina, ela ndo é detectada na membrana basal em
cérneas normais, mais aparece sob as células epiteliais durante o processo cicatricial
corneal (NISHIDA, et al., 1983; NISHIDA, et al., 1984). Neste estudo, houve positividade
da marcagédo de FNC aos 7, 14, e 28 dias, em intensidade discreta, em toda a extenséo
do estroma das cérneas do grupo BV. Ja as cérneas do grupo CO, ela foi positiva aos 3
e 28 dias, em intensidade discreta no estroma corneal e intensa aos sete dias, na area
estromal préxima ao epitélio hiperplasico, na regidao da lesdo corneal. Sabe-se que a
FNC é produzida por fibroblastos estromais no curso da reparacao tecidual e que a
ativacdo destes decorre da participacédo de elementos como o fator de crescimento
epidermal (EGF), e os fatores transformador de crescimento a e R (PEIFFER Jr. et al.,
1990), que segundo VIANO et al. (1985), sdo estimulados pelo Triticum vulgare. A
diminuicdo da expressao da fibronectina nas coérneas tratadas induz a presumir que o
BandVet® diminui sua sintese modulando a reparacéo cicatricial.

TERVO et al. (1991) descreveram a expressdo da TNC no estroma corneal de
coelhos apds ceratectomia e MASERUKA (2000), no processo de reparagédo corneal.
Neste estudo, observou-se expressao positiva da tenascina ap6s as ceratectomias
superficiais, que foi mais intensa nas corneas dos animais do grupo CO, aos trés dias

de pos-operatério. Admite-se, que sua menor expressao seja decorrente do trauma
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produzido aos ceratocitos e maior quantitativo de células inflamatérias nas coérneas no
grupo BV neste periodo. Aos 7 e 14 dias, ndo houve marcagédo pela TNC em nenhum
dos grupos, acreditamos que estes resultados decorram fungbes antagbnicas e
expressdes inversamente proporcionais destas proteinas, ja que a fibronectina
encarrega-se da adesdo celular da MEC (ALITALO et al.,, 1980; MOHRI, 1996) e a
tenascina possui atividade antiadesiva (CHIQUET-EHRISMANN, 1990; SHRESTHA et
al., 1996) e estes mesmos periodos foram os de maior expressao da fibronectina. Aos
28 dias a marcacao foi positiva com intensidade leve, em todo o estroma corneal,
somente nas corneas do grupo BV. Supomos que tal resultado deva-se ao aumento no
quantitativo de fibroblastos e a diminuicdo da FNC nestas corneas, eventos decorrentes
do efeito modulador do Triticum vulgare na reparagéo corneal.

Relativamente a avaliagdo cromatica tridimensional de superficie, e ja que o teste
€ inédito e de nossa autoria, ndo podemos discutir os resultados com outras pesquisas
similares. Sem embargo, seréo discutidos os resultados da ACTS com os dados obtidos
neste trabalho.

Identificaram-se as alteragdes corneais no padrao cromatico RGB (vermelho,
verde e azul), onde as variacdes de vermelho caracterizavam as areas de edema e ou
0 espaco entre as lamelas de colageno, as de verde e suas variagdes, a presenca de
colageno e as roxas e variagdes, a presenca de celularidade. Para melhor identificar e
quantificar essas variagdes foi realizado a conversao da imagem para o padrdo 3D. O
resultado foi uma figura tridimensional no padrao cromatico RGB de facil entendimento,
rapida analise qualiquantitativa e dados factiveis de serem estudados estatisticamente.

Referentemente a area vermelha, esta foi menor nas corneas do grupo BV, aos 3
e 7 dias, ja aos 14 e 28, dias foi menor no CO. Estes resultados expressam, nos
primeiros dias, o edema decorrente da lesdo e do processo inflamatério reparativo e,
posteriormente, a reestruturacdo e organizagdo das lamelas do colageno estromal,
processo que foi mais evidente no grupo BV. A organizagdo destas areas também
mudou nos diferentes periodos avaliados, em ambos os grupos. Inicialmente
apareceram como grandes zonas aleatoriamente distribuidas, ja nos periodos finais
tornaram-se zonas menores com formato similar, distribuidas de forma organizada. Esta

alteragcdo, acreditamos seja o resultado da mudanga do edema corneal difuso
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decorrente do trauma e do processo reparativo, para 0os espagos normais entre as
lamelas do colageno organizado apdés a reparagdo corneal. Esses dados sao
compativeis com os achados clinicos e histolégicos observados por DUQUE ORTIZ
(2004), onde o edema foi diminuindo no decorrer dos distintos periodos e o processo de
remodelacao foi mais precoce nas cérneas do grupo BV.

Relativamente a cor verde e suas variagdes, esta esteve presente em uma maior
area nas cérneas do grupo BV, em todos os periodos, dados compativeis com a
mensuragdo da espessura do estroma corneal realizado neste estudo. Destaca-se,
neste aspecto, o aumento da homogeneidade destas areas no decorrer dos periodos
de avaliagado, caracterizando um processo de reparagao mais homogéneo e organizado
aos 28 dias no grupo BV, como fora observado por DUQUE ORTIZ (2004). Outra
observacao importante sdo as variagcdes da cor verde no decorrer dos periodos, a qual
foi mais evidente nas cérneas do grupo BV, acreditamos que tais resultados decorram
do maior quantitativo de fibroblastos e colageno neoformado observados nesta
pesquisa, mediante o estudo morfométrico.

Identificou-se presenca da cor azul e suas variagbes, com area maior ao terceiro
e sétimo dias, no grupo BV. Nestes mesmos periodos, houve maior celularidade nas
coérneas do grupo BV. Sem embargo, embora a celularidade tenha sido maior nas
coérneas do grupo BV, aos 14 e 28 dias, a area azul foi inferior nestes periodos.
Acreditamos que esta diferenca nos resultados possa decorrer do método de analise, o

qual afere as diferentes areas como um todo e nao individualmente.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com a pesquisa, como fora concebida, permitem admitir

que:

- A aplicagdo local corneal do extrato aquoso de Triticum vulgare
(BandVet®) & factivel no tratamento de ceratites ulcerativas;

- Obteve-se, com a utilizacdo do extrato aquoso de Triticum vulgare
(BandVet®), reparacdo corneal mais organizada;

- As propriedades estimulantes do extrato aquoso de Triticum vulgare
(BandVet®) sobre os fibroblastos e na producdo de colageno, o tornam uma boa

alternativa no tratamento de ceratites com comprometimento estromal.
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