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Distribuicdo de animais incluidos no estudo quanto a raca, sexo,

idade e causa da ceratite ulcerativa. Aracatuba (SP),

Membrana de PBAT/TPS- folha integra (& esquerda) e apdés
recortada em fragmentos de 1 cm? e embaladas individualmente e

esterilizadas com radiacdo gama- carga de 10 Gray (Gy) (a direita).

Dados referentes a mediana dos escores de blefarospasmo,
secrecéo ocular, hiperemia conjuntival e vascularizagao corneal nos

MOMENTOS AVAHAUOS. .. ceeeiei e

Imagem fotografica da evolugéo posoperatoéria do uso da membrana
de PBAT/TPS no tratamento de Ulcera de cOrnea profunda. Paciente
#3, ShihTzu, macho, dois anos de idade. Em (A) no MO. Nota-se
alteracdo do contorno da coOrnea em regido paracentral com
exposicdo da membrana de Descemet; em (B), aspecto poés-
operatorio imediato; Em (C), evolucéo clinica aos trés dias de pos-
operatorio. Notar edema corneal nas adjacéncias da membrana e
vascularizagéo corneal do tipo dicotomizada em dire¢ao ao enxerto;
em (D), aspecto no M7. Notar atenuagao vascular e edema corneal

difuso; em (E), evolucéo pds-operatoria aos 15 dias. Notar melhora
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do edema e membrana adequadamente aplicada no leito da Ulcera; em
(F) aspecto clinico aos 30 dia de posoperatério (M30) apds remocgao da
membrana e sutura. Notar leucoma cicatricial restrito a leséo tratada e
granuloma de ponto
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AVALIACAO DE ULCERAS DE CORNEA COMPLICADAS EM CAES,
TRATADAS COM A MEMBRANA DE POLI(BUTILENO ADIPATO-CO-
TEREFTALATO) (PBAT) E AMIDO TERMOPLASTICO (TPS)

RESUMO- A ceratite ulcerativa € uma condicdo comum e importante e ocorre
gquando o epitélio e uma quantidade varidvel de estroma séo perdidos.
Atualmente, tem-se estudado o emprego de membrana de polimeros sintéticos,
para reparacao tectdnica, em substituicdo aos tecidos biolégicos. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar o tratamento, por ceratoplastia lamelar com
o uso da membrana de Poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) / Amido
Termoplastico (TPS), de Ulceras de cérnea de seis caes da rotina clinica. Foram
avaliados os aspectos clinicos quanto a: blefarospasmo, hiperemia conjuntival,
secrecao ocular, vascularizacao corneal, e sinais de extrusdo da membrana aos
terceiro, sétimo, décimo quinto e trigésimo dias de posoperatério (M3, M7, M15,
M30). Com os valores obtidos, foi realizada andlise descritiva dos resultados,
com célculo de porcentagem e mediana dos dados e escores adotados. Quanto
ao blefarospasmo, este foi leve até M3, tornando-se ausente em M30. A
secrecdo ocular esteve sob forma leve até o M7 e se tornou ausente até o M30.
Com relacdo a hiperemia conjuntival, observou-se que foi intensa no MO e
regrediu temporalmente até M15. A vascularizacdo corneal teve importancia
clinica a partir de M7, tornando-se intensa no M15 e moderada no M30. Apos
remocdo da membrana, observou-se cicatrizacdo corneal e manutencdo da
estrutura do bulbo do olho. Com base nos resultados obtidos e nas condi¢des
aqui estabelecidas, € possivel concluir que a membrana de PBAT/TPS constitui-

se em alternativa viavel de ceratoplastia lamelar.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis, Ulceras da cornea, oftalmologia,
cornea, microcirurgia.
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EVALUATION OF COMPLICATED CORNEAL ULCERS IN DOGS TREATED
WITH POLY(BUTYLENE ADIPATE-CO -TEREPHTHALATE) (PBAT) /
TERMOPLASTIC STARCH (TPS) MEMBRANE.

SUMMARY- Ulcerative keratitis or corneal ulcer is a common and important
condition and occurs when the epithelium and a variable amount of stroma are
lost. Nowadays, the use of synthetic polymer membranes has been studied for
tectonic repair, replacing biological tissues. The aim of this study was to evaluate
the treatment of corneal ulcers of six dogs from clinical routine by interlamellar
keratoplasty with  Poly(butylene adipate-co-terephthalate) (PBAT) /
Thermoplastic Starch (TPS) membranes. The clinical aspects regarding
blepharospasm, conjunctival hyperemia, ocular secretion, corneal
vascularization, and membrane extrusion signals at third, seventh, fifteenth and
thirtieth postoperative days (M3, M7, M15, M30) were evaluated. With the
obtained data a descriptive analysis of the results was performed, with calculation
of percentage and median of the data and adopted scores. As for blepharospasm,
it was mild to M3, becoming absent in M30. The ocular secretion, was in light
form until the M7, and became absent until the M30. Conjunctival hyperemia was
observed to be intense in MO and regressed temporarily to M15. The corneal
vascularization had clinical importance from M7, becoming intense in M15 and
moderate in M30. After removal of the membrane, corneal healing was observed,
and the structure of the eye bulb was maintained. Based on the results obtained
and the conditions established herein, it is possible to conclude that the PBAT /

TPS membrane is a viable alternative to lamellar keratoplasty.

Key words: Biocompatible materials, corneal ulcer, ophthalmology, cornea,
microsurgery.
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

A cérnea, em conjunto com a esclera, compde a tunica fibrosa do bulbo
ocular sendo a regido de transi¢cao entre elas, denominada limbo. S&o atribuidos,
basicamente, duas fun¢des a ela: uma barreira mecanica protegendo estruturas
intraoculares e Optica permitindo a refracéo da luz até a retina para formacao da
imagem (GELATT, 2003; SLATTER, 2005).

Segundo Slatter e Dietrich (2007), a cérnea apresenta cinco camadas:
filme lacrimal pré-corneal, epitélio e membrana basal, estroma, membrana de
Descemet e endotélio. A espessura da cérnea central no cao é de 0,558 + 0,076
mm e a periférica dorsal é 0,617 + 0,073 mm, do que se conclui que a mesma é

mais delgada na porcao axial e mais espessa na periferia (GELATT, 2003).

O filme lacrimal pré-corneal € um fluido trilaminar complexo medindo
aproximadamente 7,0 a 10,0 ym. Sua camada externa consiste de fosfolipideos
produzidos pelas glandulas tarsais sebaceas, com funcdo de aumentar a tensao
superficial da lagrima, limitando a evaporagcdo precoce da camada aquosa. A
camada intermediaria ou aquosa € secretada pelas glandulas lacrimais
principais, acessoria e glandula da terceira palpebra. Além da 4gua, esta camada
contém eletrolitos, glicose, uréia, glicoproteinas e proteinas, incluindo
imunoglobulina A e G, albumina, beta-lisina, lisozima e lactoferrina. Assim, suas
funcBes restringem-se a limpar o conteldo estranho da bolsa conjuntival,
lubrificar a passagem das palpebras e daterceira palpebra sobre o epitélio, servir
como meio para passagem de nutrientes, oxigénio, células inflamatorias,
substancias bactericidas, fatores de crescimento e imunoglobulinas. Além disso,
ela pode fornecer uma superficie lisa e opticamente uniforme com uma maior
eficiéncia optica. A camada interna de mucina (glicoproteinas desidratadas) €
derivada de células caliciformes conjuntivais, apresentando funcéo de se ligar a
camada aquosa hidrofilica e lipofébica ao epitélio corneal com moléculas de
mucoproteina (RIBEIRO et al. 2008; SLATTER; DIETRICH, 2007).
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O epitélio corneal é do tipo pavimentoso estratificado ndo queratinizado,
sendo composto de seis a oito camadas celulares que se renovam a cada dez
dias, em média, gracas a um ciclo biolégico de morte celular programada
chamado de apoptose. Apresentam padrdo basico de células superficiais
escamosas, células aladas, células epiteliais basais aderidas a membrana basal
por hemidesmossomos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; SLATTER, 2005).

Com a divisdo das células basais, as “células-filhas” sdo forcadas em
direcdo a superficie, tornando-se achatadas como células aladas e perdendo,
gradualmente, suas organelas, tornando-se células superficiais escamosas
(SLATTER, 2005). Células tronco do limbo sao responsaveis pela substituicdo e
regeneracao teciduais. Sao indispensaveis a manutencdo da integridade da
superficie corneal, promovendo sua renovacdo em condices normais e a

reepitelizacdo em processos reparatérios (RYMER, 2000).

O estroma representa 90% da da espessura total cérnea e é formado por
fibrécitos, ceratécitos, matriz de proteoglicanos e glicosaminoglicanos, e por
lamelas de fibras de colageno do tipo | dispostas paralelamente (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004). O espacamento perfeito entre as fibrilas de colageno é
determinado pelo grau de hidratacdo da cérnea e pela disposi¢do ao redor das
fibrilas de coldgeno de mucopolissacarideos e glicoproteinas, com carga
negativa, repelindo-se com igual intensidade. A ruptura no arranjo regular das
lamelas ou alteracbes quanto ao tipo de colageno induzirdo a opacificacéo e
perda da sua transparéncia. Ceratocitos sdo capazes de sintetizar colageno,
glicosaminoglicanos e mucoproteinas da substancia fundamental estromal e de
se transformar em fibrécitos produzindo colageno ndo transparente apos a lesao.
O periodo de substituicdo do colageno pode estender-se por anos (SLATTER;
DIETRICH, 2007).

7

A membrana de Descemet € a membrana basal do endotélio
continuamente construida por ele, composta por finas fibrilas de colageno com
propriedades elasticas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Quando ocorre perda

total do estroma em feridas corneais profundas a membrana de Descemet
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apresenta-se escura em reflexo ao conteddo ocular, porém transparente,
salientada para fora em sua por¢éo central, ndo se corando com a fluoresceina
por ser lipofilica, ao contrario do epitélio. Tais lesdes sinalizam o rompimento
iminente da cornea. Pequenos defeitos produzidos por feridas penetrantes
podem ser preenchidos por nova membrana secretada pelas células endoteliais,

porém em defeitos extensos, isto ndo ocorre (SLATTER, 2005).

O endotélio (camada unicelular) tem a espessura de uma célula e reveste
a camara anterior. Em razédo da alta atividade metabdlica, células endoteliais
contém numerosas mitocéndrias e reticulo endoplasmético liso e rugoso
abundantes. Apresenta capacidade minima de replicacao dependendo da idade
e espécie. A perda de células é substituida pela migracédo de células adjacentes
existentes (GELATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; SLATTER, 2005).

A entrada de agua na cornea ocorre sob influéncia da presséo intraocular
e do carater hidrofilico do coladgeno estromal e dos mucopolissacarideos. As
barreiras endotelial e epitelial limitam a entrada de 4gua na cérnea. A agua sai
por evaporacao a partir da superficie corneal anterior, e no endotélio, contra o
gradiente de pressao intraocular. Neste caso, ocorre drenagem ativa de
eletrdlitos e agua do estroma corneal para o humor aquoso na dependéncia de
energia, através das bombas de sédio e potassio ATPase, constituindo-se na
principal funcdo endotelial. O estado corneal de desidratacdo relativa é
importante para manutencao da transparéncia da cornea. Quando o quantitativo
de agua aumenta, ocorre separacdo da malha de colageno estromal, causando
opacidade pela dispersédo da luz. Isso pode ocorrer pelo aumento da pressao
intraocular, nos casos de glaucoma, lesdao endotelial e lesbes epiteliais
(GELATT, 2003; SLATTER, 2005).

A cérnea é o componente refrativo mais poderoso dos olhos dos animais
domésticos. Sua claridade e transparéncia sao resultantes da auséncia de vasos
e células sanguineas, auséncia de pigmentos, epitélio com superficie ndo
gueratinizada, superficie dptica lisa conferida pelo filme lacrimal, organizacdo em

malha das fibrilas de colageno de didmetro e espaco uniforme que elimina a
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dispersdo da luz por interferéncia destrutiva e controle do conteldo aquoso
(SLATTER; DIETRICH, 2007).

7

O epitélio é altamente inervado por nervos sensoriais, sendo um dos
tecidos mais sensiveis do organismo, servindo como funcéo protetora. Os nervos
ciliares longos (derivados da divisao oftalmica do nervo trigémeo) ramificam-se
dentro do estroma anterior e do epitélio, onde as terminacdes nervosas ficam
desembainhadas. A densa inervacdo além de causar intensa dor em lesdes
superficiais, também deflagra o reflexo do axbénio quando estimulados,
resultando em miose, hiperemia ocular e blefarospasmo (SLATTER; DIETRICH,
2007).

O metabolismo da glicose é a fonte mais importante de energia para das
camadas da cornea. Sdo metabolizados dois tergos de glicose pela via Embden-
Meyerhof produzindo piruvato, seguida pelo ciclo de Krebs na presenca de
oxigénio; e um terco pelo desvio hexose-monofosfato. O endotélio recebe a
maior parte do seu oxigénio do humor aquoso, ao passo que o resto da cérnea
recebe principalmente da atmosfera através do filme lacrimal pré-corneal, dos
capilares do limbo e conjuntiva (SLATTER, 2005).

Quanto a cicatrizacdo da cornea, salienta-se que é conduzida pela acéo
combinada de mediadores inflamatdrios e de fatores do crescimento gerados
posteriormente a injuria, devido a sua avascularidade. A reparacao cicatricial na
cornea envolve migracdo, mitose e diferenciacdo celulares. (SLATTER, 2005).
Dentre os fatores de crescimento, apontam-se o fator de crescimento epidermal
(EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
transformador 3 (TGF R), fator de crescimento de ceratindcitos (KGF); além de
neurotropinas (NGF) e interleucinas (IL1, TNFa) (REINACH; POKORNY, 2008).

O EGF esta presente na lagrima, sendo produzido pelas glandulas
lacrimais e células do epitélio corneal. Entre as suas funcfes, citam-se a

participagcdo no turn-over das células epiteliais, aumento da sintese do RNA e do
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DNA, mitogénese das células epiteliais e de fibroblastos estromais e estimulo a
diferenciacéo celular (REINACH; POKORNY, 2008).

O PDGF é liberado ou secretado por diferentes tipos celulares, como
plaguetas, macréfagos, fibroblastos, células da musculatura lisa e por células
endoteliais vasculares. Ele atua aumentando a forca de tenséo na ferida e, de
forma sinérgica, com outros fatores de crescimento, na repara¢ao cicatricial
(REINACH; POKORNY, 2008).

O TGF 3 induz proliferacéo e migracéo de fibroblastos do estroma corneal
e induz alteracdo da sintese de matriz extracelular. Ele é sintetizado nas células
epiteliais e em fibroblastos estromais. Um aumento desregulado nos niveis de
TGF 3 pode promover maior formacdo de edema, opacidade e infiltrado
inflamatério (REINACH; POKORNY, 2008).

A angiogénese € um mecanismo de multiplos passos controlados por fatores
ativadores e inibidores, que sdo liberados quando algum estimulo induz a
mudanca das células endoteliais de estado de quiescéncia para um fenotipo de
replicacdo e invasdo (IRUELA-ARISPE et al., 1997). Atualmente, € inegavel o
papel do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) que pertence a um
grupo de glicoproteinas diméricas que inclui o fator de crescimento placentario
(PIGF), VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e VEGF-F (VALIATTI et
al., 2011). Entre eles, o VEGF-A é 0 mais investigado atualmente, pois possui
maior propriedade pro-angiogénica, permitindo o aparecimento de novos vasos.
O VEGF-B é fracamente angiogénico, porém ele permite a persisténcia de vasos
ja existentes (IRANI et al., 2017).

O epitélio corneal apresenta grande capacidade de regeneracdo que se
d& por uma seqiéncia sistematizada de eventos, podendo ser dividido em trés
fases: migracao, proliferacéo e adesao epitelial (SLATTER, 2005). Dentro de um
periodo de tempo curto apos a leséo, células basais circunjacentes a margem
da lesdo tornam-se achatadas, suas membranas emitem prolongamentos

digitiformes (filopddios) e deslizam-se para recobrir a area afetada. Neste
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momento, enzimas presentes na lagrima fazem com que haja destruicdo dos
mecanismos de adeséo intercelular. Pequenas lesdes podem ser reparadas
rapidamente nas primeiras 24 horas pela simples migracéo celular. Uma vez que
as células reparam o defeito, elas restabelecem mecanismos de adeséo e ocorre
intensa atividade mit6tica com reconstrucdo epitelial em multiplas camadas.
Recoberta a 4rea lesada, a migracdo celular cessa e a resposta mitética diminui
consideravelmente. Uma cornea totalmente desnuda pode ser reepitelizada em
um periodo entre quatro e sete dias (GELATT, 2003; SLATTER, 2005).

Defeitos estromais superficiais sdo preenchidos por faces epiteliais com o
deslizamento epitelial sobre o defeito, entdo, mitose ocorre e o defeito é
preenchido com células epiteliais. Em defeitos profundos, o epitélio recobre
rapidamente a superficie e infiltracdo e regeneracdo ocorrem no estroma
subjacente. Feridas estromais descomplicadas sofrem cicatrizacdo avascular,
mas em lesdes infectadas e destrutivas, ocorre cicatrizagao vascularizada, como
em outros lugares do corpo (GELATT, 2003; SLATTER, 2005).

Durante o reparo da matriz extracelular do estroma corneal, é necessario
balanco coordenado entre sintese, degradacdo e remodelamento, no qual
enzimas proteoliticas (metaloproteinases da matriz) apresentam funcéo
importante (OLLIVIER et al.,, 2007). Células epiteliais, fibroblastos,
polimorfonucleares e algumas bactérias, como Pseudomonas sp., produzem tais
enzimas (GELATT, 2003). Ceratites ulcerativas estao associadas a niveis iniciais
elevados de atividade proteolitica no filme lacrimal, com decréscimo durante a
cicatrizagdo da ulcera. Em contrapartida, ulceras em “melting”, com progressiva
dissolucdo estromal, mantém niveis elevados de atividade proteolitica no filme
lacrimal com retardo na cicatrizacdo (COUTURE et al., 2006; OLLIVIER et al.,
2007; WILLEFORD et al., 1998). O sucesso do tratamento clinico ou cirargico
em Ulceras de cornea é refletido na reducéo da atividade proteolitica do filme
lacrimal (OLLIVIER et al., 2007).

As metaloproteinases da matrix (MMPs) sdo proteases endogenas

divididas em quatro classes de enzimas: colagenases, gelatinases (MMP-2 e
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MMP-9), estromalisinases e as com especificidade para membranas celulares
(COUTURE et al., 2006; OLLIVIER et al., 2007). Em céaes, a MMP-2 e a MMP-9
apresentam maior importancia em termos de remodelacdo e degradacdo do

colageno do estroma corneal. (OLLIVIER et al., 2007).

Ceratites ulcerativas ou Ulceras da cornea sdo uma condigcdo comum e
importante em animais domésticos; ocorrem quando o epitélio e uma quantidade
variavel de estroma séo perdidos. Consideradas emergéncias oftalmicas, podem
progredir, resultando em danos importantes e risco de perda de visdo. No
tratamento da Ulcera de cérnea, 0 passo mais importante é a determinagédo da
causa e sua remocao. As ulceracdes corneais sdo associadas, frequentemente,
a traumas, corpos estranhos, anormalidades ciliares e palpebrais, deficiéncias
do filme lacrimal, lesdes quimicas e infec¢cdes bacterianas, virais e micoticas
(GALERA et al., 2009).

A classificacdo mais aceita para os propoésitos clinicos leva em consideracéo
a profundidade do envolvimento corneal e exposicdo de estruturas intra-
oculares. Sao elas: ulceracao superficial, ulceracdo profunda, descemetocele,
prolapso de iris e endoftalmite. Independente da causa inicial, todas as Ulceras
tém progresséo potencial para endoftalmite, se néo tratadas (GELATT, 2003,
GILGER, 2007; SLATTER, 2005).

Os sinais clinicos que trazem a suspeita de Ulcera sao: dor e blefarospasmo
(comumente de inicio agudo), epifora, secrecdo ocular mucoéide ou purulenta,
fotofobia, edema corneal perilesional, hiperemia conjuntival, vascularizagao

corneal e miose, em casos de uveite reflexa (GILGER, 2007).

Ulceras de cérnea ndo sdo, com frequéncia, visiveis a olho desarmado,
mesmo com boa iluminacdo. A fluoresceina é um corante sollivel em agua que
nao cora a cérnea normal, pois ndo transpassa o0 epitélio hidrofébico. Se o
epitélio esta incompleto ou rompido, a fluoresceina penetra o estroma corneal
hidrofilico, corando-o de verde brilhante. Em lesdes corneais profundas, o centro
da leséo pode falhar em absorver o corante, apresentando colora¢do enegrecida
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e indicando que a membrana de Descemet, que ndo se cora com a fluoresceina,
esta se protraindo, ou seja, a descemetocele esta presente. Se nao tratadas, a
membrana se rompe, com o extravasamento de humor aquoso. (GELATT, 2003;
SLATTER, 2005).

Condutas terapéuticas tendem a aliviar a dor, proteger e restaurar a
anatomia da cornea. Sdo empregadas variadas substancias farmacolégicas,
posologias e associacfes de técnicas, de acordo com a apresentacao clinica,

progresséo e origem da leséo (GALERA et al., 2009).

Os enxertos de membranas bioldégicas sao materiais alternativos
utilizados, principalmente, nos casos severos de deficiéncia das células
germinativas. A capsula renal equina, testada primeiramente por Andrade et al.
(1999), foi utilizada em comparagédo com enxerto conjuntival pedunculado em
descemetocele, apresentando retorno precoce a transparéncia com cicatrizacao
semelhante, facilidade na aplicacéo e indicacéo principalmente quando o enxerto
conjuntival é contra-indicado (infeccdo bacteriana conjuntival) (LAUS et al.,
1999). A escama de sardinha (Sardinela brasiliensis) mostrou-se util para fins
tectdnicos apoés ceratectomias superficiais (LAUS et al., 2000). O emprego da
membrana de celulose microfibrilar na ceratoplastia lamelar em coelhos
apresentou bons resultados, ocorrendo assimilagcédo do implante sem rejeicéo,
maior rapidez na regeneracao epitelial com minima vascularizacao e infiltragéo
de polimorfonucleares (MACEDO, 2010).

A membrana amnidtica tem sido utilizada por alguns profissionais como
opcdo terapéutica cirirgica nos casos mais graves de defeitos epiteliais
persistentes, além da protecdo mecanica, por possuir fatores de crescimento
(EGF, TGF-B, HGF, KGF) e estimuladores da epitelizacao (KOIZUMI et al., 2000;
PENA et al., 2007; SATO et al.,, 1998). Por n&do expressar a maioria dos
antigenos de histocompatibilidade, ndo induz a rejeicdo apdés o transplante,
causando minima resposta inflamatoria (HOULIHAN et al., 1995; SAMPAIO et
al, 2006). A membrana amnidtica, quando aplicada na cérnea, permite a

restauracdo do estroma, produzindo uma membrana basal epitelial saudavel
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para a proliferacdo e diferenciacao epitelial (FAIRBANKS et al., 2003; GODOY
et al.,2002; PRABHASAWAT et al., 2001), ndo interferindo na velocidade de
cicatrizacdo (MONTEIRO et al., 2000). Porém, Pontes et al. (2008) utilizando
como bandagem (face epitelial voltada contra a superficie corneal) em Ulceras
superficiais de cérnea de coelhos, observaram retardo na epitelizacdo, néo

devendo ser utilizada.

A membrana basal amniética serve de substrato ideal para o crescimento,
desenvolvimento, facilitando a migracéao, prevenindo apoptose e manutencao
das células germinativas (clonogenicidade). Este fendmeno explica o
crescimento de células epiteliais do limbo ex vivo e posterior transplante na
superficie corneal afetada, obtendo-se excelentes resultados (ESPANA et al.,
2003; JANG et al., 2006; SANGWAN et al., 2003). Em estudo semelhante, Yam
et al. (2002) observaram em células epiteliais do limbo cultivadas decréscimo na
expressao de TGF-3, aumento na expressao do inibidor de metaloproteinase tipo
1 (que promove aumento no numero de receptores EGF), favorecendo o

crescimento e diferenciacao do epitélio.

Em deficiéncia induzida de células germinativas, a membrana amniética
apresentou, clinicamente, reducdo no defeito epitelial persistente, sendo que
nestes animais, o epitélio corneal neoformado foi mais organizado. No entanto,
nao foi observado retorno da transparéncia corneal no tempo do estudo, que foi
de 30 dias (ANDRADE, 2009).

As membranas sdo conservadas congeladas a -80°C, porém pode haver
diferenca na solucgdo utilizada. Na comparacao entre solucéo de dimetilsulfoxido
(DMSO) puro e solugéo de glicerol em meio de cultura MEM (Mineral Essential
Medium) (proporcdo 1:1), ndo houve reducdo no numero de fatores de
crescimento e citocinas, entretanto houve maior integridade tecidual na

conservagao com glicerol/MEM (PENA et al., 2007).

Ha grande interesse no desenvolvimento de biomateriais com boa relacédo
ambiental e adequada resposta tecidual. Estudos em engenharia tecidual
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empregam polimeros de origem natural ou sintética em aplicacdes médicas
como em reparo de cartilagens e fraturas dsseas. Polimeros biodegradéaveis
sdo alvo de pesquisas, como alternativa de baixo impacto no manejo de residuos
(FUKUSHIMA et al., 2012).

Morales et al., 2005 demonstraram que o uso de poliuretana derivada do
6leo de mamona (Ricinus communis) produz baixo grau de resposta inflamatéria
e auséncia de sinais de toxicidade. A Quitosana, polissacarideo catibnico
proveniente de deacetilacdo da quitina, € amplamente utilizada para producao
de embalagens, e apresenta propriedades antimicrobianas, biodegrabilidade,
biocompatibilidade e atoxicidade (BARIAKI et al.,2014; WANG et al., 2012). Tem
sido utilizada associada ou ndo a polimeros sintéticos na industria de
embalagens (BROEK et al., 2015) e apresenta aprovac¢ao da Food and Drug
Administration (FDA) (WANG et al., 2012).

Sintetizada por algumas espécies de bactéria, a celulose bacteriana é um
biopolimero aplicado as indastrias médica e alimenticia. Diversas celuloses
bacterianas vém sendo investigadas para avaliacdo de biocompatibilidade.
Também é alvo de pesquisas de controle de liberacdo de medicamentos (drug
delivery) (MACEDO et al., 2010; ULLAH et al., 2016). O Mucoadesivo Hidrogel
foi utilizado em ceratites bacterianas experimentais em coelhos, e mostrou-se
como alternativa viavel aos colirios a base de gatifloxacina (KESAVAN et al.,
2016).

Os polimeros sintéticos biodegradaveis sdo descritos como materiais em
que ha maior controle de propriedades fisico-quimicas (FUKUSHIMA et al.,
2012). Existe um apelo de mercado para o desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis (eco-friendly), e que apresentem boa performance (WEI et al.,
2015), orientando diversas pesquisas para desenvolvimento, producdo e
avaliacao destes materiais.

O Policaprolactona (PCL) é um poliéster linear, alifatico e semicristalino,
conhecido pela biocompatibilidade e absorbilidade, apresentando boas
caracteristicas mecanicas. Atualmente, ha estudos aliando suas caracteristicas
hidrofébicas a compostos polimeros hidrofilicos (ELZEIN et al., 2004; SARASAM



21

& MADIHALLY, 2005). O Poli(acido latico) (PLA) é utilizado em aplicacdes
médicas e na industria de embalagens, € biodegradavel em condi¢cdes de
compostagem industrial e derivado da fermentacao de aculcares provenientes de
carboidratos como cana de acucar e tapioca (AL-ITRY, 2012).

Reparacdes tectbnicas corneais com nanofibras de Poli (glicerol sebacate)-
poli (e-caprolactona) sdo relatadas em humanos, apresentando cito e
imunocompatibilidade (SAHELI, 2017) e membranas de Poly D,L-lactide-co-
glicolide (PLGA), associadas a explantes de limbo, ja foram demonstradas como
material substituto & membrana amnidtica humana em reparacdes corneais
(DESHPANDE et al., 2013).

O Poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) é um copolimero alifatico-
aromatico proveniente da industria petroquimica (WEI et al., 2015). Totalmente
biodegradavel, com peso molecular relativamente baixo, hidrofébico, degradado
em poucas semanas quando em contato com enzimas naturais e/ou em
temperaturas entre 140-230 °C. Sua estrutura molecular confere estabilidade
térmica e propriedades mecanicas, bem como flexibilidade (GUO et al., 2015). O
PBAT, com seu alto custo e pobres caracteristicas fisicas limitam seu uso em
diversas areas (MOHANTY; NAYAK, 2012). Comercializado sob as marcas
Ecoflex™® (BASF) e Easter-bio® (Eastman Chemical), tem sido utilizado,
experimentalmente, em aplicacbes médicas, como em implantes 0sseos. Em
escala nanométrica ndo demonstrou citotoxicidade potencial sobre osteoblastos
e fibroblastos, in vitro (FUKUSHIMA et al., 2012; FUKUSHIMA et al., 2013).

O amido termoplastico (TPS) é um composto proveniente do
processamento do amido, polimero encontrado em tubérculos, adicionados a
plastificantes, como glicerol e agua, sob aquecimento 90-180°C (WEI et al.,
2016). Para obtencéo do TPS, varias técnicas industriais de processamento de
plasticos podem ser utilizadas, tais como extrusdo, injecdo e moldagem por
compressdo, ou mesmo em misturadores internos. Os TPS apresentam fracas
propriedades mecéanicas e alta sensibilidade a umidade (hidrofilico), as quais sao
0s principais fatores limitantes na sua aplicagdo. Suas propriedades sé&o

afetadas principalmente pelas condicbes de processamento, pelo teor de
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plastificante e pela cristalinidade (CORRADINI et al., 2007). O TPS tem como
vantagem sua origem em fontes renovaveis, baixo custo, grande disponibilidade,
biodegradabilidade (STEPTO, 2006), e pode ser processado em equipamentos
utilizados na producéo de plasticos convencionais (TEIXEIRA, 2007).

A mistura do amido com outros polimeros sintéticos biodegradaveis promove
o0 aumento da velocidade de biodegradacao e reducdo de custo, visto que os
polimeros biodegradaveis sintéticos séo relativamente mais caros que até
mesmo outros polimeros sintéticos mais convencionais e ndo biodegradaveis
(TEIXEIRA, 2007).

Com base no exposto, optou-se nesta pesquisa estudar, originalmente, os
aspectos clinicos da aplicagdo do PBAT/TPS como alternativa de membrana no
reparo de Ulceras de cornea profundas/complicadas em caes. Para tanto,
empreendeu-se aplica-la, conforme os principios técnicos das ceratoplastias
com membranas biolégicas. Optou-se por avaliacdes clinicas com base nas
fases classicas da cicatrizacdo, conforme empreenderam outros autores.
(GELATT, 2003). No capitulo 2 desta dissertagdo de Mestrado, sera
apresentado o artigo gerado a partir da pesquisa aqui realizada. Com base nos
resultados encontrados, pode-se admitir que a membrana de PBAT/TPS
constitui-se em mais uma alternativa de tratamento as Ulceras de cérnea, cujo

tratamento cirlrgico é necessario para reparacao tectbnica desta estrutura.
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CAPITULO 2- AVALIACAO DE ULCERAS DE CORNEA COMPLICADAS EM
CAES, TRATADAS COM A MEMBRANA DE POLI(BUTILENO ADIPATO-CO-
TEREFTALATO) (PBAT) E AMIDO TERMOPLASTICO (TPS)

RESUMO- A ceratite ulcerativa € uma condicdo comum e importante e ocorre
quando o epitélio e uma quantidade variavel de estroma sédo perdidos.
Atualmente, tem-se estudado o emprego de membrana de polimeros sintéticos,
para reparacao tectdnica, em substituicdo aos tecidos biolégicos. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar o tratamento, por ceratoplastia lamelar com
o uso da membrana de Poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) / Amido
Termoplastico (TPS), de Ulceras de cérnea de seis caes da rotina clinica. Foram
avaliados os aspectos clinicos quanto a: blefarospasmo, hiperemia conjuntival,
secrecédo ocular, vascularizacao corneal, e sinais de extrusdo da membrana aos
trés, sete, quinze e trinta dias de posoperatério (M3, M7, M15, M30). Com os
valores obtidos, foi realizada andlise descritiva dos resultados, com calculo de
porcentagem e mediana dos dados e escores adotados. Quanto ao
blefarospasmo, este foi leve até M3, tornando-se ausente em M30. A secrecgdo
ocular esteve sob forma leve até o M7 e se tornou ausente até o M30. Com
relacdo a hiperemia conjuntival, observou-se que foi intensa no MO e regrediu
temporalmente até M15. A vascularizacdo corneal teve importancia clinica a
partir de M7, tornando-se intensa no M15 e moderada no M30. Apds remocao
da membrana, observou-se cicatrizacdo corneal e manutencédo da estrutura do
bulbo do olho. Com base nos resultados obtidos e nas condigbes aqui
estabelecidas, é possivel concluir que a membrana de PBAT/TPS constitui-se

em alternativa viavel de ceratoplastia lamelar.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis, Ulcera da cornea, oftalmologia,
cornea, microcirurgia.
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1 INTRODUCAO

A cornea, em conjunto com a esclera, compde a tunica fibrosa do bulbo do
olho sendo a regido de transi¢cdo entre elas, denominada limbo. S&o atribuidas
a ela, basicamente, duas funcdes: barreira mecanica de protecéo as estruturas
intraoculares e uma funcao Optica, permitindo a refracdo da luz até a retina para
formacdo da imagem (GELATT, 2003; SLATTER, 2005), constituindo o
componente refrativo mais poderoso dos olhos dos animais domésticos
(SLATTER; DIETRICH, 2007).

Pela sua localizacao externa, a cérnea € uma estrutura vulneravel a traumas
resultantes de anormalidades dos anexos oculares ou oriundos de brigas e
acidentes. A ceratite ulcerativa ou Ulcera de cOrnea € uma condicdo comum e
importante em cées e ocorre quando o epitélio e uma quantidade variavel de
estroma sao perdidos. Pela inexisténcia de vasos na cornea, 0 mecanismo de
cicatrizacao € conduzido pela acdo combinada de mediadores inflamatorios e de
fatores do crescimento gerados posteriormente a injaria, e envolve migracao,

mitose e diferenciacao celulares (SLATTER, 2005).

No tratamento da Ulcera de cérnea, o passo mais importante € a
determinacdo da causa de base para trata-la. Entre elas, elencam-se as mais
comuns: trauma, corpo estranho perfurante, distiquiase, triquiase, entrépio, cilio
ectépico, ceratoconjuntivite seca, edema corneal crénico (glaucoma),
hiperadrenocorticismo, tumores nas margens palpebrais, ceratite herpética
(gatos) e ceratopatia senil (GELATT, 2003; GILGER, 2007; SLATTER, 2005). A
classificagdo mais aceita para os propoésitos clinicos leva em consideracdo a
profundidade do envolvimento corneal e exposi¢cao de estruturas intra-oculares.
Sendo elas: ulceracao superficial, ulceracao profunda, descemetocele, prolapso
de iris e endoftalmite. Independente da causa inicial, todas as Ulceras tém

progresséo potencial para endoftalmite, se néo tratadas.
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Condutas terapéuticas tendem a aliviar a dor, proteger e restaurar a
anatomia da cornea. Sdo empregadas variadas substancias farmacoldgicas,
posologias e associa¢cfes de técnicas, de acordo com a apresentacao clinica,

progressao e origem da leséo (GALERA et al., 2009).

Neste sentido, enxertos de membranas biol6gicas sao utilizados,
principalmente, nos casos graves de deficiéncia das células germinativas. A
capsula renal equina preservada em glicerina foi testada, primeiramente, por
Andrade et al. (1999) em um estudo experimental em caes, sendo demostrado
um retorno precoce a transparéncia, facilidade na aplicacdo e preconizada
principalmente quando o enxerto conjuntival é contraindicado (infec¢é@o
bacteriana conjuntival) (LAUS et al., 1999). A escama de sardinha (Sardinela
brasiliensis, LINNAEUS, 1937) mostrou-se util para fins tectonicos apdés
ceratectomias superficiais (LAUS et al.,, 2000). O emprego da membrana de
celulose microfibrilar na ceratoplastia lamelar em coelhos apresenta bons
resultados, ocorrendo assimilacdo do implante sem rejeicdo, maior rapidez na
regeneracdo epitelial, com minima vascularizacdo e infiltracdo de
polimorfonucleares (MACEDO, 2008). A membrana amniotica tem sido utilizada
por alguns autores como opc¢ao terapéutica cirargica nos casos mais graves de
defeitos epiteliais persistentes, pois ela, além da protecdo mecéanica, possui
fatores de crescimento (EGF, TGF-B, HGF, KGF) e estimuladores da
epitelizacdo (SATO et al., 1998; KOIZUMI et al., 2000; PENA et al., 2007).
Quando aplicada na cérnea, permite a restauracao do estroma, produzindo uma
membrana basal epitelial saudavel para a proliferacédo e diferenciacdo epitelial
(FAIRBANKS et al., 2003; GODOQY et al.,2002; PRABHASAWAT et al., 2001),
nao interferindo na velocidade de cicatrizagdo (MONTEIRO et al., 2000). Porém,
Pontes et al. (2008), ao utilizarem-na como bandagem (face epitelial voltada
contra a superficie corneal) em Ulceras superficiais de coérnea de coelhos,

observaram retardo na epitelizacdo, sendo contraindicada nestes casos.

Héa grande interesse no desenvolvimento de biomateriais com boa relagéo

ambiental e adequada resposta tecidual. Estudos em engenharia tecidual
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empregam polimeros de origem natural ou sintética em aplicacdes médicas
como em reparo de cartilagens e fraturas ésseas. Polimeros biodegradaveis séo
alvo de pesquisas, como alternativa de baixo impacto no manejo de residuos
(FUKUSHIMA et al.,, 2012), pois existe um apelo de mercado para o
desenvolvimento de embalagens biodegradaveis (eco-friendly), e que
apresentem boa performance (WEI et al.,, 2015). Morales et al., 2005
demonstraram que o uso de poliuretana derivada do 6leo de mamona (Ricinus
communis) produz baixo grau de resposta inflamatéria e auséncia de sinais de
toxicidade. A Quitosana, polissacarideo catibnico proveniente de deacetilacéo
da quitina, € amplamente utilizada para producdo de embalagens e apresenta
propriedades antimicrobianas, biodegrabilidade, biocompatibilidade e
atoxicidade (BARIAKI et al., 2014; WANG et al., 2012).

Os polimeros sintéticos biodegradaveis sdo descritos como materiais em
que ha maior controle de propriedades fisico-quimicas (FUKUSHIMA et al.,
2012). O Poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) € um copolimero alifatico-
aromatico proveniente da industria petroquimica (WEI et al., 2015). Totalmente
biodegradavel, com peso molecular relativamente baixo, hidrofébico, degradado
em poucas semanas quando em contato com enzimas naturais e/ou em
temperaturas entre 140-230 °C. Sua estrutura molecular confere estabilidade
térmica e propriedades mecanicas, bem como flexibilidade (GUO et al., 2015). O
PBAT, com seu alto custo e pobres caracteristicas fisicas limitam seu uso em
diversas areas (MOHANTY; NAYAK, 2012). Comercializado sob as marcas
Ecoflex™® (BASF) e Easter-bio® (Eastman Chemical), tem sido utilizado,
experimentalmente, em aplicagbes médicas, como em implantes 0sseos. Em
escala manométrica, n&o demonstrou citotoxicidade potencial sobre
osteoblastos e fibroblastos, in vitro (FUKUSHIMA et al., 2012; FUKUSHIMA et
al., 2013).

O amido termoplastico (TPS) € um composto proveniente do processamento
do amido, sendo um polimero encontrado em tubérculos, na presenca de
plastificantes, como glicerol e agua, sob aguecimento a 90-180°C (WElI et al.,

2016). Para obtencdo do TPS, varias técnicas industriais de processamento de
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plasticos podem ser utilizadas, tais como extrusdo, injecdo e moldagem por
compresséo, ou mesmo em misturadores internos. Os TPSs apresentam fracas
propriedades mecanicas e alta sensibilidade a umidade (hidrofilico), que sao os
principais fatores limitantes da sua aplicacdo. Suas propriedades séo afetadas
principalmente pelas condicdes de processamento, pelo teor de plastificante e
pela cristalinidade (CORRADINI et al., 2007). Ele tem como vantagens sua
origem em fontes renovaveis, baixo custo, grande disponibilidade,
biodegradabilidade (STEPTO, 2006), e pode ser processado em equipamentos
utilizados na producéo de plasticos convencionais (TEIXEIRA, 2007).

A mistura do amido com outros polimeros sintéticos biodegradaveis promove
o0 aumento da velocidade de biodegradacao e reducdo de custo, visto que os
polimeros biodegradaveis sintéticos séo relativamente mais caros que até
mesmo outros polimeros sintéticos convencionais e ndo biodegradaveis
(TEIXEIRA, 2007).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi de avaliar clinicamente os efeitos
da membrana de PBAT/TPS como enxerto sintético na técnica de ceratoplastia
lamelar para o tratamento de Ulceras corneais profundas e/ou complicadas em

caes.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Confeccéo e esterilizagdo das membranas de PBAT/TPS

As membranas de PBAT/TPS foram confeccionadas e cedidas pelo
Laboratério de Engenharia de Materiais da UFSCar sob a forma de folhas (Figura
1), com proporgdes de PBAT/TPS de 70:30, 60:40 e 50:50. Optou-se, neste
estudo, por utiliza-las na propor¢cdo 60:40, devido a sua textura mais maleavel
observada a manipulacdo prévia, em comparacdo as outras. Frente a isto,
julgou-se que, talvez, ela fosse mais confortavel aos olhos dos animais incluidos
no estudo. Além disso, Wei et al. (2016) a descreveram com a de melhor

performance quanto as propriedades mecéanicas. Posteriormente, foram
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recortadas em fragmentos de 1cm?, acondicionadas individualmente e
esterilizadas por radiacdo gama na empresa CBE Tecnologia (CBE, Cotia-SP).
Utilizou-se a irradiacdo a partir de 10Gy até 30Gy. Ato continuo e em laboratério
de microbiologia, as membranas esterilizadas foram incluidas em placas de
semeadura de Agar sangue, para se verificar a eficiéncia da esterilizacdo em
diferentes doses de radiacdo. A dose de minima irradiada, encontrada com
auséncia de crescimento bacteriano foi ja a partir de 10 Grays (Gy). Optou-se
por tal método de esterilizacdo, pois a membrana utilizada apresenta
propriedades hidrofilicas, e degradavel em temperaturas acima de 140° C, sendo

contraindicado outros métodos por aquecimento e quimicos.

2.2 Animais

Inicialmente, foram triados como possiveis casos a serem incluidos no
estudo, animais portadores de Ulcera de cérnea espontanea atribuida a diversas
causas. Foram incluidos seis (n=6) pacientes selecionados pelo servico de
Oftalmologia do Hospital Veterinario (HV) “Luiz Quintiliano de Oliveira” -
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba/Unesp, portadores que
apresentam ulceracdes corneais graves e/ou complicadas e profundas. Para
todos os pacientes houve permisséo prévia de seus tutores, que assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido sobre a conduta terapéutica a ser

adotada.

Todos os animais foram submetidos ao exame fisico geral, exame oftalmico
completo e exames complementares (sorologia para leishmaniose, hemograma
completo, contagem total de plaquetas e bioquimicos renal e hepatico) para

avaliagcOes preanestésicas e cirargicas.

Para todos os céaes, foi adotado o0 mesmo protocolo de tratamento clinico, a
partir do primeiro atendimento: colirios a base de tobramicina (Tobramicina
0,3%®, Biosintética/Aché) a cada trés horas, diclofenaco sédico (Still colirio®,
Allergan), a cada 12 horas durante 20 dias e sulfato de atropina 0,5% (Atropina
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colirio 0,5%®, Allergan) a cada 12 horas por trés dias. No posoperatorio, foi
administrado cloridrato de tramadol (Cloridrato de tramadol®, Medley) (3,0 mg/kg
a cada oito horas, por via oral, durante cinco dias). Os tutores foram esclarecidos
sobre o uso de colares do tipo “elisabetano”, como forma de prevencgao a
automutilacdo. Nos casos em que a causa foi a ceratoconjuntivite seca, foi
instituida a terapia com colirio de tacrolimus 0,03% (Tacrolimus®, Ophthalmos),

a cada oito horas, ad eternun.

2.3 Ceratoplastia lamelar utilizando membrana sintética a base de PBAT/TPS

O procedimento cirargico ocorreu em até vinte e quatro horas apos a data da
admissao clinica. Apds preparacdo rotineira para cirurgia oftalmica (Slatter,
2005), e, sob efeito de anestesia geral balanceada associada ao uso de
bloqueadores neuromusculares, os caes foram submetidos a ceratoplastia
lamelar, empregando-se fio nailon cirtrgico 8-0 (Mononaylon 8-0®, Ethicon) e
um padrdo de sutura simples continua ou sutura interrompida. Durante o
procedimento cirdrgico, as membranas de PBAT/TPS foram recortadas, com o
auxilio de um punch cirargico, respeitando-se a dimensédo do defeito corneal
(diametro) e contemplando, em torno de 2mm, além das bordas da lesdo. Aos
trinta dias de posoperatorio o animal foi submetido a procedimento anestésico
geral, para remocédo da membrana. Ressalta-se que as causas de base, de
resolucao cirdrgica, foram corrigidas no mesmo tempo operatorio da aplicacao

da membrana.

2.4 Avaliacao clinica posoperatoria

Os pacientes foram avaliados por exame fisico e oftadlmico completos com
auxilio de lampada de fenda (KOWA, modelo SL-15) e os dados foram
compilados na ficha especifica modificada, segundo Andrade et al. (2009),
contendo os seguintes parametros de avaliacdo: blefarospasmo, secrecéo

ocular, hiperemia conjuntival (0-ausente; 1-leve; 2-moderado; 3-intenso),
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vascularizacéo corneal a partir do limbo (0-ausente, 1-proliferacdo vascular até
2,0mm; 2-de 2,0 a4,0mm; 3-de 4,0 a 6,0mm; 4- de 6,0 a 8,0mm). Os parametros
de opacidade corneal, defeito epitelial, quemose, conjuntivalizacao,
descemetocele e perfuracéo corneal foram catergorizados como (0) -ausente e

(1) -presente.

Foram adotados os seguintes momentos de avaliacdo: MO - momento de
avaliacdo durante a primeira consulta com queixa principal de ceratite ulcerativa;
as demais avaliacbes ocorreram aos trés, sete, quinze e trinta dias de

posoperatoério e sendo nominadas como M3, M7, M15 e M30, respectivamente.

Em todos os momentos de avaliacdo, a aparéncia da cicatrizacao corneal foi
observada por analise das fotografias, obtendo-se a extensao (em diametro) dos
defeitos corneais existentes (Ulcera, opacidade, vascularizacdo). Todas as
imagens foram capturadas na mesma distancia focal. As avaliagbes foram
realizadas por dois avaliadores que computavam, individualmente, os escores

dos parametros estudados.

2.5 Analise estatistica

Adotou-se a andlise descritiva dos resultados, com calculo de porcentagem

e mediana dos dados e escores obtidos pelos dois avaliadores.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

Dos animais estudados, houve predominancia da raca ShihTzu (67%),
seguido por Boxer (17%) e Poodle (17%). A mediana de idade dos pacientes foi
de 24 meses (minimo de 11 e maximo de 60 meses). A ocorréncia de Ulceras
corneais e as diversas causas de base associadas nédo apresentam qualquer
fator predisponente associado ao sexo; contudo no presente estudo, houve

maior representatividade de machos (83,3%).
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Entre as causas de base associadas as lesdes corneais, observou-se que
50% apresentaram ceratoconjuntivite seca (CCS), 33,3% apresentavam entropio

e em 33,3% foi diagnosticada distiquiase (Tabela 1).

Quanto aos tipos abordados de ulceracdes, metade dos casos (n=3, 50%)
era de perfuracdo corneal (casos #1, #3 e #4), 33% de descemetocele (casos #5
e #6) e 16,7% de ulcera profunda (caso #2).

No que se refere ao blefarospasmo, observou-se, clinicamente, que ele foi
leve até os trés primeiros dias, tornando-se ausente, até o final da avaliacdo
clinica. Quanto a secrec¢dao ocular, pesquisada qualitiva e quantitativamente para
0s tipos: seroso, seromucoide, mucoide, mucopurulento e purulento, observou-
se que esteve sob forma leve até o M7, quando se tornou ausente até o M30.
Houve predominancia para o tipo mucoso. Em relacdo a hiperemia conjuntival,
observou-se que esta foi intensa no MO e regrediu temporalmente até os 15 dias

de posoperatério.

Sobre a vascularizagdo corneal, pode-se observar importancia clinica a
partir do sétimo dia de posoperatério, tornando-se intensa no M15 e moderada

no M30. A Figura 2, apresenta graficamente os dados.

Com relacdo aos demais parametros avaliados, ndo houve presenca de
quaisquer deles nos animais estudados, com excecdo da opacidade corneal.
Quanto a ela, observou-se leucoma cicatricial formado ao longo do tratamento
na extensdo do didmetro da lesao inicial. No M30, ap6s remoc¢éo da membrana,
observou-se cicatrizagcdo corneal, comprovada pelo teste de tingimento pela

fluoresceina e manutencgéo da estrutura do bulbo do olho.

Apesar da evolugdo posoperatoria ter sido satisfatéria em todos os casos,
houve deiscéncia da sutura e soltura parcial do enxerto em um deles (caso #5),
decorrente de autotraumatismo. No entanto, 0 mesmo ocorrera na véspera de
completar os 30 dias de posoperatdrio. Em dois casos (casos #4 e #6), houve
intercorréncias clinicas sistémicas ao longo das avaliacfes, representadas por

hemoparasitose (M15) e gestacdo indesejada (M7), sem repercusséo, aparente,
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no quadro oftalmico. A Figura 3 demonstra a evolucao posoperatoria do emprego
da membrana de PBAT/TPS.

Na proporcao selecionada para o emprego no presente estudo (60:40), a
adicdo de TPS ao PBAT esteve calcada pelos melhores resultados em relacéo
a custos, performance e biodegradabilidade, pois a forca ténsil do TPS se
mantém estavel em concentragcdes menores de 10 % e maiores que 30% (WEI
et.al., 2016). Nao se encontraram 6bices em conduzir as manobras cirdrgicas de
ceratoplastia lamelar com a membrana de PBAT/TPS, apesar das mesmas
apresentarem uma consisténcia firme, textura pouco flexivel em relacdo as
membranas bioldgicas, requerendo, portanto, uma manipulagdo cirurgica
precisa, principalmente, no ato das perfura¢cées com a agulha encastoada ao fio.
Para aplica-la, empregou-se, ora o padrédo continuo, ora o padrao interrompido,
conforme a sua acomodacdo no leito da Ulcera e curvatura da cornea. Nas
Ulceras de menor diametro, havia facilidade em sutura-la, empregando-se o
padrdo simples continuo e, nas de maior didmetro, o padrdo simples
interrompido; ambas em uma técnica nao perfurante total, conforme descreveu
Slatter (2005). Por se tratar de um material que nao havia sido utilizado
anteriormente, adotou-se 0 que € preceito na cirurgia oftalmolégica moderna,
quando do emprego das membranas bioldégicas e enxertos autdégenos
(SLATTER, 2005). Hakanson; Merideth (1987), Scagliotti (1988) e Bloog et al.
(1989) falaram em favor da utilizacéo dos fios sintéticos na sutura de membranas
biolégicas sobre a superficie ocular, por se tratarem de materiais pouco reativos,

sendo o que foi adotado neste estudo.

A observacdo de maior incidéncia de Ulcera de cornea em caes da raca
ShihTzu neste estudo, também foi relatada por PACKER et al. (2015) que
atribuem, tal fato, ao formato da cabeca de cées braquicefélicos, associado a
uma abertura palpebral relativamente grande, pregas nasais proeminentes e
exposicao da esclera, que se constituem em fatores de risco para ocorréncia de

Ulceras corneais.



43

Em oftalmologia clinica, elencam-se como causas de Ulcera de cérnea, as
anormalidades palpebrais, ciliares, ceratoconjuntivite seca e traumas (GILGER,
2007; SLATTER, 2005). O mesmo foi observado entre os pacientes incluidos no
estudo, que as apresentavam de forma isolada ou associada. Entre elas,

destaca-se a ceratoconjuntivite seca.

Quanto aos periodos admitidos para o estudo clinico, empreendeu-se
adota-los com base na evolucédo das fases classicas da reparacéao tecidual e em
estudos da mesma natureza (GELATT, 2003; GILGER, 2007; SLATTER, 2005).
Pode-se admitir que os momentos escolhidos permitiram avaliar os parametros
adotados quanto ao comportamento da membrana sintética aplicada. Entre eles,
o blefarospasmo, que embora presente, considerado leve até o terceiro dia de
avaliacao, tornou-se ausente até o final da observacéao clinica (M30). Este sinal
talvez esteja relacionado a estimulacdo das terminacdes nervosas do epitélio e
estroma corneais (WARING, 1984) pelo contato com uma membrana que é mais
rigida e também com fios de sutura junto a cornea, o que poderia sensibilizar as
incursdes palpebrais, ou uveites reflexas, a despeito de ndo poderem ser
avaliadas (KERN, 1990). O comportamento dos animais, que pareciam
confortdveis com o implante da membrana ja aos trés dias de posoperatério,

poderia reforcar essa conjectura.

O predominio de secrecdo mucoide encontrada nestes pacientes,
provavelmente foi decorrente de processo inflamatério conjuntival associado a
gravidade das Ulceras e as doencas de base, que deflagram o estimulo das
células caliciformes, aumentando o0 quantitativo de secrecdo mucoide
(GONCALVES, 1975). No presente estudo, houve importancia clinica deste
parametro nos primeiros sete dias de posoperatorio, sendo ausente até o final

do estudo.

A hiperemia conjuntival € comum em conjuntivites agudas (YANOFF; FINE,
1989). Ela aparece rapidamente ap0s um trauma ou exposi¢ao a alérgenos ou
toxinas. Era esperado, portanto, que se observasse tal ocorréncia apds o
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procedimento cirdrgico (Figura 2). Porém, ela regrediu temporalmente até os 15
dias (M15) de posoperatorio, retornando, sob a forma leve, aos 30 dias. Neste
caso, infere-se que a presenca da membrana com seus compositos exerca
estimulo inflamatério crénico, o que coincide com o pico da estimulacéo
angiogénica corneal nos pacientes estudados. Neste sentido, a vascularizacéo
corneal observada foi crescente, atingindo seu apice aos 15 dias de
posoperatoério, com regressao gradual entre os 15 e 30 dias, sendo persistente
ao final da observacdo clinica (M30). A angiogénese € um mecanismo de
multiplos passos controlados por fatores ativadores e inibidores, que sao
liberados quando algum estimulo induz & mudanca das células endoteliais de
estado de quiescéncia para um fenotipo de replicacdo e invasdo (IRUELA-
ARISPE et al., 1997). Como a cérnea € uma estrutura avascular, era esperado
gue a membrana induziria a vascularizacdo corneal, pois 0 mecanismo de
cicatrizacdo nesta estrutura € conduzido pela acdo combinada de mediadores
inflamatorios e de fatores de crescimento gerados posteriormente a injuria. Entre
eles, destacam-se o fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-
B), fator de crescimento de ceratindcitos (KGF), neurotropinas (MGF) e
interleucinas (II-1 e fator de necrose tumoral alfa — TNF-a). No entanto,
atualmente, é inegavel o papel do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) que pertence a um grupo de glicoproteinas diméricas, que inclui o fator
de crescimento placentario (PIGF), VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E e VEGF-F (VALIATTI et al., 2011). Entre eles, o VEGF-A é 0 mais
investigado atualmente, pois ele tem maior propriedade proangiogénica,
permitindo o aparecimento de novos vasos (IRANI et al., 2017). O VEGF-B é
fracamente angiogénico, porém ele permite a persisténcia de vasos ja
existentes. Embora nao tenha sido objetivo deste estudo avalia-los, é possivel
inferir que ambos (VEGF-A e VEGF-B) tenham participado do processo de
vascularizacdo corneal dos cdes com esta membrana sintética, com participacao

ativa do VEGF-A até o 15° dia de posoperatério, quando possivelmente o VEGF-
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B assumiu a manutenc¢éo dos vasos e posterior reducdo gradativa (IRANI et al.,
2017).

A evolucéo clinica dos animais submetidos ao tratamento com a membrana
de PBAT/ TPS foi semelhante a relatada com técnicas ja estabelecidas, tais
como: enxerto conjuntival livre e pediculado, ou com o emprego da escama de
sardinha e capsula renal equina preservada (LAUS et al., 2000; ANDRADE et
al., 1999). Nao foram observadas lesdes de padrdo colagenolitico com
ocorréncia de lesbes do tipo “melting” e nem sinais clinicos de extrusao da
membrana. Destaca-se que em todos exames oftalmologicos, de todos os
pacientes, néo foi observada alteracéo de pressao ocular, de forma significativa,
ao longo dos momentos avaliados e que o0s pacientes portadores de
ceratoconjuntivite seca apresentaram seus valores do teste da lagrima de
Schirmer dentro dos valores de referéncia, a partir da primeira avaliacéo

posoperatoria.

A despeito das complicacBes observadas, pode-se admitir que 0s casos #1,
#3 e #6, tratavam-se de Ulceras mais graves com perfuracdo minima, o que
gerou, ao final da observacdo, um aspecto cicatricial mais exuberante,
marcadamente com menor transparéncia pela ocorréncia de sinéquia anterior
(casos #1 e #6), mas que nao interferiu na acuidade visual destes pacientes,

comprovada pelo teste de ameaca visual.

4 CONCLUSAO

Infere-se que houve adequada cobertura do leito da Ulcera, protecdo e
cicatrizagdo, sugerindo ter ocorrido logo abaixo da membrana sintética, sem que
a mesma fosse incorporada a coOrnea, diferentemente do que ocorre nas
ceratoplastias com enxertos biolégicos (GILGER, 2007). A evidéncia clinica de
que isto ocorreu foi comprovada pelo teste de tingimento pela fluoresceina, que

se mostrou negativo em todas as avaliacées posoperatorias.
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E inegavel que o assunto em questdo mereca novas e originais
investigagbes. O uso da membrana de PBAT/TPS parece uma alternativa
razoavel no tratamento de Ulceras de cérnea profundas, haja vista que ela
permitiu a cicatrizacdo sem ser incorporada a estrutura corneal. Cogita-se,
portanto, que esta membrana sintética desempenhou protecao fisica a ulceracao
corneal, promovendo resisténcia mecanica e estabilidade estrutural, sem perda
ocular. Apesar da sua textura pouco flexivel em relacdo a outras membranas
biolégicas, os pacientes ndo demonstraram desconforto adicional, enquanto a
membrana permaneceu suturada a superficie ocular. Percebeu-se, também, boa

aceitacdo do procedimento por parte dos tutores e do aspecto cosmético final.

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢cdes aqui estabelecidas, é
possivel concluir que a membrana de PBAT/TPS constitui-se em alternativa
viavel de ceratoplastia lamelar, apesar da disponibilidade deste material ser,
ainda, restrita. Enfatiza-se que estudos adicionais sejam realizados, aplicando-a
em um numero maior de pacientes sob mesmas condi¢cdes, e adotando-se
periodos mais longos de avaliacdo. Outro ponto a se ressaltar, é que a
membrana ainda ndo se encontra disponivel em escala comercial para fins

médicos, sendo sua fabricacdo ainda restrita as industrias de embalagens.

O estudo foi realizado nas dependéncias da Faculdade de Medicina
Veterinaria de Aracatuba / UNESP — campos de Aracatuba. Os atendimentos
ambulatoriais e as cirurgias foram realizadas no Hospital Veterinario (HV) “Luiz
Quintiliano de Oliveira”. O referido trabalho foi analisado e aprovado pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal seguindo as recomendagées do
COBEA (processo FOA numero: 1103/2015).
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Tabela 1- Distribuicdo de animais incluidos no estudo quanto a raca, sexo, idade

e causa da ceratite ulcerativa- Aragatuba (SP), 2017

Causa da Ceratite

Animal Raca Sexo Idade :
ulcerativa
1 Poodle M 5 anos CCS e Trauma
2 ShihTzu M 4 anos CCSs
3 ShihTzu M 2 anos Distiquiase
4 ShihTzu F 11 meses CCS, Distiquiase e
Entropio
5 ShihTzu M 2 anos Entrépio
6 Boxer M 2 anos Trauma

M: macho; F: fémea; CCS: ceratoconjuntivite seca.
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Figura 1- Membrana de PBAT/TPS- folha integra (a esquerda) e apods recortada

em fragmentos de 1 cm? e embaladas individualmente e esterilizadas com

radiacdo gama- carga de 10 Gray (Gy) (a direita).
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Figura 2- Dados referentes a mediana dos escores de blefarospasmo, secrecao

ocular, hiperemia conjuntival e vascularizagdo corneal nos momentos avaliados.
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Figura 3- Imagem fotografica da evolucdo posoperatéria do uso da membrana
de PBAT/TPS no tratamento de Ulcera de coérnea profunda. Paciente #3,
ShihTzu, macho, dois anos de idade. Em (A) no MO. Nota-se alteracdo do
contorno da cOrnea em regido paracentral com exposicdo da membrana de
Descemet; em (B), aspecto posoperatério imediato; Em (C), evolucao clinica aos
trés dias de posoperatorio. Notar edema corneal nas adjacéncias da membrana
e vascularizacdo corneal do tipo dicotomizada em direcdo ao enxerto; em (D),
aspecto no M7. Notar atenuacdo vascular e edema corneal difuso; em (E),
evolucdo posoperatéria aos 15 dias. Notar melhora do edema e membrana
adequadamente aplicada no leito da Ulcera; em (F) aspecto clinico aos 30 dias
de posoperatério (M30) apds remocdo da membrana e sutura. Notar leucoma

cicatricial restrito a leséo tratada e granuloma de ponto perilesional.
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