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PEREIRA, A. C. Biocompatibilidade do polimero poli(butileno adipato-co-
tereftalato) (PBAT) na cérnea de coelhos. 2023. 66 f. Tese (doutorado) - Faculdade
de Medicina Veterinaria de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba,
2023.

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi o de estudar a biocompatibilidade da membrana
do polimero poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) (mPBAT) na cérnea de
coelhos através de avaliagao clinica e histopatoldgica. Foram utilizados doze coelhos
da raca Nova Zelandia, que foram submetidos a tunelizagao interlamelar estromal em
ambos os olhos, e em um dos olhos foi colocada a mPBAT (olho tratado = OT). O olho
contralateral foi o olho controle (OC), submetido ao procedimento, mas sem o implante
da mPBAT. A avaliagao clinica foi realizada nos dias 1, 3, 7, 15, 30, 45 e 60 apds o
procedimento cirurgico, e a avaliagao histopatologica, com hematoxilina e eosina
(HE), picrosirius (PSR) e tricrémico de masson (TM) aos 30 (M30) e 60 dias pos-
operatorios (M60). Nao houve diferenga estatistica nos parametros clinicos entre OC
e OT em nenhum momento estudado, porém houve maior infiltrado inflamatorio
mononuclear, proliferacao de fibroblastos e edema na cérnea do OT no M30 e M60 (p
< 0.05), ainda que essas variaveis tenham sido discretas em sua maioria. Na
coloragado de PSR, foi observada média de 60,02% de fibras colagenas imaturas no
OT no M30, quando comparado a média de 28,05% no OC no M30 (p= 0.002). Na
coloragao com TM, foi observada a proliferagao de fibroblastos em meio ao estroma
corneal no OT, e maior intensidade da cor azul no OT, quando comparado ao OC,
sugerindo maior deposi¢do de colageno no OT. Considerando a baixa reacéao
inflamatdria, associado a caracteristica bioativa aos 30 dias pds-operatorios e
bioinerte aos 60 dias pds-operatorios observadas com a coloragcéo de PSR, conclui-
se que a mPBAT é um potencial material para aplicagao na cornea no tratamento de

Ulceras de coérnea.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis. Teste de materiais. Ulcera da cérnea.



PEREIRA, A. C. Biocompatibility of the polymer poly(butylene adipate-co-
terephthalate) (PBAT) in the cornea of rabbits. 2023. 66 f. Tese (doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista,
Aragatuba, 2023.

ABSTRACT

The objective of the present work was to study the biocompatibility of the polymer
poly(butylene adipate-co-terephthalate) (PBAT) membrane (PBATm) in the cornea of
rabbits through clinical and histopathological evaluation. Twelve New Zealand rabbits
were used, which underwent interlamellar stromal tunneling in both eyes, and PBATm
was placed in one of the eyes (treated eye = TE). The contralateral eye was the control
eye (CE), which underwent the procedure, but without PBATm implantation. Clinical
evaluation was carried out on days 1, 3, 7, 15, 30, 45 and 60 after surgical procedure,
and histopathological evaluation, with hematoxylin and eosin (HE), picrosirius (PSR),
and masson's trichrome (MT) at 30 (M30) and 60 postoperative days (M60). There was
no statistical difference in clinical parameters between CE and TE at any time studied,
but there was greater mononuclear inflammatory infiltrate, fibroblastos proliferation and
edema in the cornea of the TE at M30 and M60 (p < 0.05), although these variables
were mostly discrete. In PSR staining, an average of 60.02% of immature collagen
fibers was observed in the TE at M30, when compared to an average of 28.05% in the
CE at M30 (p= 0.002). In staining with MT, the fibroblasts proliferation was observed in
the corneal stroma in the TE, and greater intensity of the blue color in the TE, when
compared to the CE, suggesting greater collagen deposition in the TE. Considering
the low inflammatory reaction, associated with the bioactive characteristic at 30
postoperative days and bioinert at 60 postoperative days observed with PSR staining,
it is concluded that PBATm is a potential material for application to the cornea in the

treatment of corneal ulcers.

Keywords: Biocompatible materials. Materials testing. Corneal ulcer.
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1 INTRODUGAO GERAL

A Ulcera de cérnea € uma lesdao em que ha perda do epitélio corneal e
exposicao do estroma. Quando envolve mais da metade da espessura da cérnea é
classificada como profunda, e além do tratamento clinico, os procedimentos cirurgicos
que envolvem técnicas de suporte sao indicados. Muitos tecidos e materiais ainda sao
estudados para aplicagdo na cérnea em busca da restauragao da sua transparéncia.
(GALERA; LAUS; ORIA, 2009).

O poli(butileno adipato-co-tereftalato), de sigla PBAT, é um poliéster
biodegradavel que ainda n&o foi estudado para uso na oftalmologia, no entanto,
consideramos sua transparéncia e flexibilidade adequadas para aplicagcdo na cérnea.
Com o estudo inédito contido nessa tese, acreditamos que o PBAT seja um material
com potencial para aplicagao na cérnea como adjuvante na cicatrizagdo corneana, na
necessidade de reparacao tectdnica. Dessa forma, pode se tratar de uma opcgao de
material sintético para ceratoplastia, de facil obtengdo e baixo custo, caso seja

comercializada com esse fim futuramente.

1.1 Poli(butileno adipato-co-tereftalato) - (PBAT)

O PBAT é um copolimero composto dos grupos alifaticos e aromaticos; é
degradavel devido a presenga de um grupo alifatico e exibe boas propriedades
mecanicas devido a presenga de um anel aromatico (KANWAL et al., 2022a).

O PBAT ¢é um dos promissores poliésteres do mercado (JIAN; XIANGBIN;
XIANBO, 2020), visto que possui beneficios na conservagdo do meio ambiente devido
sua caracteristica biodegradavel; o uso indiscriminado de polimeros néo
biodegradaveis e suas consequéncias ambientais acarretou interesse pelos polimeros
biodegradaveis (FERREIRA et al., 2017; JIAN; XIANGBIN; XIANBO, 2020).

Nos ultimos 10 anos, o PBAT na forma de compésitos e blenda tem sido
estudado a fim de melhorar suas propriedades mecanicas e diminuir seu custo de
producdo, o que melhora sua competitividade no mercado quando comparado a
outros plasticos. Seus principais usos no mercado sdao por meio de sacolas de
compras, sacolas de compostagem e filmes plasticos utilizados na agricultura, o que
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aumenta o rendimento das culturas através da elevagdo da temperatura e
conservagao da umidade do solo (figura 1) (JIAN; XIANGBIN; XIANBO, 2020).

Figura 1: embalagens, filmes plasticos e talheres de PBAT

ECOPOND® PBAT based products

Fonte: JIAN; XIANGBIN; XIANBO, 2020.

No processo de biodegradacéao, a atividade dos microorganismos € um fator
chave; existem dois tipos de mecanismos de biodegradag¢ao, degradacao abidtica e
bidtica, podendo ser a bidtica aerdbica ou anaerdbica (KANWAL et al., 2022a). Como
o PBAT é biodegradavel pelo sitio ativo das lipases excretadas pelos microrganismos,
pode-se prever que também €& degradavel pela enzima lipase em condi¢des in vivo
(ARSLAN et al., 2016). Recentemente tem sido estudado o papel da degradacao do
PBAT no solo por alguns micro-organismos que aceleram sua biodegradagao
(AARTHY et al., 2018; JIA et al., 2021; KANWAL et al., 2022b; MUROI et al., 2017;
SOULENTHONE et al., 2021; WALLACE et al., 2017).

Ataxa de biodegradacao é critica para aplicagdes in vivo (ARSLAN et al., 2016),
visto que os produtos da hidrolise do poliéster podem ter grau de toxicidade, sendo os
compostos aromaticos mais nocivos que os alifaticos dependendo de suas
concentragdes (KIM et al., 2001).

Materiais a base de poliésteres também tem sido utilizados para aplicacdes
médicas, como na engenharia de tecidos moles e duros (figura 2), curativos, implantes
cirdrgicos, cirurgia reconstrutiva vascular e oftalmologia (DARIE-NITA; RAPA;
FRACKOWIAK, 2022).
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Figura 2: desenho esquematico do reparo 6sseo com um poliéster alifatico.

Guided Tissue Regeneration

.~ Defects ___ .~ Fibroblasts
-5 S =
;__ d: ..' e .‘-""T "‘.- e
i b Bone repair

Fonte: ZHANG et al., 2021.

Dos mais de 90 poliésteres conhecidos pelo homem, apenas alguns tipos
apresentam aplicagdes no campo da engenharia de tecidos. Na maioria dos casos,
isso se deve a grande variedade de tecidos nativos e suas propriedades, havendo
necessidade de compatibilidade entre o tecido e o material introduzido. (DARIE-NITA;
RAPA; FRACKOWIAK, 2022).

Além de combinar propriedades mecanicas, o material selecionado precisa
ser facilmente utilizavel, deve resistir ao procedimento de esterilizacdo e deve
demonstrar comportamento pouco téxico (ou preferencialmente nao téxico) em nivel
celular. A natureza inerte e biocompatibilidade do material € importante, pois um
dispositivo destinado a ser utilizado em condi¢des in vivo requer falta de resposta do
sistema imunoldgico do paciente. Ja a biodegradabilidade pode garantir que nao
havera necessidade de um segundo procedimento cirdrgico para retirada do
dispositivo. (DARIE-NITA; RAPA; FRACKOWIAK, 2022).

O PBAT possui propriedades promissoras para ser utilizado como suporte
para crescimento de tecidos (ARSLAN et al., 2016), ndo apresentando toxicidade
celular (LIU et al., 2021; NAR et al., 2014). Arslan et al. (2016) estudaram o PBAT
puro, mas submetido a diferentes formas de confecgcdo, em relacdo as suas
caracteristicas fisicas e proliferagao celular in vitro, e concluiram que todas as formas
apresentaram propriedades adequadas para suporte tecidual.

O PBAT tem sido estudado in vitro para aplicagdes O0sseas por diversos
autores. Balbinot et al. (2021) adicionaram diferentes concentragdes de vidros
bioativos contendo nidbio ao PBAT, e concluiram que o material pode ser uma

alternativa as membranas comercialmente disponiveis, sendo reabsorvivel, faciimente
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aplicavel e bioativo. Nar et al. (2014) utilizaram a mistura do PBAT com PHBYV (poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)), visando combinar suas propriedades de
resisténcia mecénica e osteocondutividade para apoiar a formag&o de colageno pelos
osteoblastos. Arslan, Cakmak e Gumusderelioglu (2018) utilizaram o PBAT puro e com
hidroxiapatita, produzido por eletrofiacdo umida em 3D, e foram estudadas a
proliferagdo celular, deposicdo de colageno e calcio, e expressdao de genes
osteogénicos. Castro et al. (2016) utilizaram o PBAT adicionado de PPy (polipirrol) e
nanohidroxiapatita, diminuindo a hidrofobicidade do PBAT puro, sua
osteocondutividade e proliferagao celular. Em relacéo a afinidade por agua, os autores
relataram que a gota de agua foi totalmente absorvida pelo PBAT/PPy apds 7 minutos,
enquanto o PBAT puro levou 45 minutos. Rodrigues et al. (2016) estudaram o PBAT
associado a nanotubos de carbono para regeneragdo Ossea, e obtiveram por
resultados o incremento nas propriedades mecanicas do PBAT, além de viabilidade
celular. Branciforti et al. (2019) também estudaram o PBAT e PCL (poli(e-
caprolactona)) puros, e adicionados de nanocristais de celulose com bons resultados
em relagdo a propriedades termomecéanicas e proliferagcao e viabilidade celular para
aplicagdes médicas.

Ja in vivo, o estudo de Ribeiro Neto et al. (2015) utilizou o PBAT associado
com hidroxiapatita no subcutaneo de ratos, sendo observada pouca resposta
inflamatdria aos 30 e 60 dias. Santana-Melo et al. (2017) utilizaram o PBAT associado
com nanohidroxiapatita em ratos na regeneracéo éssea de lesdes induzidas na tibia,
avaliadas ap0s seis semanas, e concluiram por se tratar de um potencial material para
essa aplicagao. Silva et al. (2019) realizaram estudo semelhante ao de Santana-Melo
et al. (2017), avaliando os defeitos na tibia apdés 4 semanas, com resultados
semelhantes.

O PBAT, associado ao PCL, e adicionado a sulfadiazina de prata foi estudado
in vitro para aplicagao em feridas. Além de suas propriedades fisicas e mecanicas, foi
descrita sua atividade antimicrobiana e tipo de liberagdo do farmaco, considerada
bifasica - uma liberagcédo inicial rapida seguida de uma liberagdo controlada e
sustentada, com duragéo superior a quatro dias (HARDT et al., 2021). In vivo,
Varshovaz et al. (2020) utilizaram o PBAT associado a gelatina e adicionado de
doxiciclina e RGD (tripeptido composto por arginina-glicina e acido aspartico, que
aumenta a adeséo celular) para tratamento de feridas, e obteve bons resultados em

relacdo a proliferacao de fibroblastos e viabilidade celular, producdo de colageno,
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inibicdo de metaloproteinases e de Staphylococcus aureus e Psedomonas
aeruginosa, resultando em rapida cicatrizagao de feridas induzidas em ratos.

O PBAT, associado a microfibras, e adicionado de polipeptideos foi estudado
in vitro para utilizagdo no tratamento do cancer. Os autores concluiram que o material
tem potencial valor no carregamento e liberagao lenta de polipeptideos (LIU et al.,
2021). Também foi estudado adicionado a 5-fluorouracil e curcumina com o mesmo
intuito por Varshosaz et al. (2018), com bons resultados na liberacdo desses agentes
antineoplasicos e morte de células neoplasicas.

Até o presente, estudos versando sobre o PBAT na oftalmologia ainda nao

foram publicados.

1.2 A cornea

A cornea, junto com a esclera, compreende a tunica fibrosa do olho, e é a
superficie de refracdo mais importante do olho, devido sua transparéncia e curvatura.
Nos animais domeésticos, possui quatro camadas: epitélio, estroma, membrana de
Descemet e endotélio. (MAGGS, 2008).

O estroma corneal compreende 90% da espessura total da cérnea, e é
composto de fibrilas de colageno equidistantes por mucoproteinas e glicoproteinas, e
ceratocitos (MAGGS, 2008). Os tipos de colageno encontrados na cornea sao o 1V, VI
e VIl (GALERA; LAUS; ORIA, 2009). A cérnea do coelho possui colageno do tipo | em
abundancia (HASHIMOTO et al., 2016) e apresenta expressao de colageno tipo Ill na
cicatrizagdo corneal (CINTRON et al., 1988; LORENZO-MARTIN et al., 2019).

Apos uma lesdo, o colageno estromal é substituido lentamente pelo
crescimento fibrovascular do limbo adjacente (cicatrizacdo vascular), ativacdo de
ceratocitos em fibroblastos ativos (cicatrizagdo avascular), ou uma combinagdo dos
dois mecanismos. Os ceratdcitos do estroma sdo capazes de se transformar em
fibroblastos e sintetizar colageno, glicosaminoglicanos e mucoproteina da substancia
fundamental (MAGGS, 2008).

As ceratites ulcerativas sao lesdes corneais em que ha perda do epitélio e
exposicao do estroma. Quando envolve mais da metade da espessura da cérnea é

classificada como profunda, e além do tratamento clinico, os procedimentos cirurgicos
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que envolvem técnicas de suporte sdo indicados - as denominadas ceratoplastias.
(GALERA; LAUS; ORIA, 2009).

S&o descritas muitas técnicas de ceratoplastias; dentre essas, podemos citar
como técnicas bastante difundidas na especialidade da oftalmologia veterinaria os
enxertos conjuntivais autégenos (GALERA; LAUS; ORIA, 2009), a transposicdo
cérneo-conjuntival (CEBRIAN et al., 2021), e o uso de membranas biolégicas, como a
membrana amniotica (DOWER et al., 2022), a membrana de submucosa suina
(CHOW; WESTERMEYER, 2015) e a membrana de submucosa intestinal suina
(VANORE et al., 2007).

No entanto, muitos tecidos e materiais ainda sao estudados para aplicagao
na cornea em busca da restauragdo da sua transparéncia (GALERA; LAUS; ORIA,
2009); alguns exemplos sdo a membrana autéloga de fibrina rica em plaquetas
(BRUUN et al., 2023), a membrana de colageno (ANDREEV et al., 2021), a matriz
corneal suina descelularizada (HASHIMOTO et al., 2019), a pele de tilapia (MELO et
al., 2022) e a mucosa bucal autdloga (MEZZADRI et al., 2021).

Materiais a base de poliéster também tem sido investigados para utilizagao
na cérnea, como o PCL (poli(e-caprolactona)) (BAKHSHANDEH et al., 2021; RAVANI
et al., 2021; SALEHI et al., 2017; STAFIEJ et al., 2017), o PLGA (poli (L-acido lactico-
co-acido glicélico)) (RAMACHANDRAN et al., 2019) e o PLGA-PEG-PLGA (poli(acido
latico-co-acido glicélico-polietilenoglicol-acido latico-co-acido glicdlico))
(PRATOOMSOQT et al., 2008).

1.3 As coloragoes especiais de picrosirius e tricromico de masson

A histopatologia da cérnea é uma aliada da clinica oftalmica no estudo de
diferentes materiais nessa estrutura, e a coloracao picrosirius pode ser utilizada para
avaliacao do colageno corneal (HASHIMOTO et al., 2019; LIU et al., 2012a). Essa é
uma coloragao acida que se liga especificamente ao colageno e distingue as fibras de
colageno tipo | e tipo lll, e que tem sido extensivamente utilizada em pesquisas
odontologicas e médicas (GOPINATHAN et al., 2020), incluindo a avaliacédo da
cicatrizagdo corneal (GRONKIEWICZ et al., 2016; HAKAMI et al., 2020; LORENZO-
MARTIN et al., 2019; XIA et al., 2014).

O material corado com picrosirius e visualizado sob microscopia de luz
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polarizada e normalmente mostra fibras finas de colageno tipo Ill, que sdo verdes a
amarelo esverdeadas, enquanto fibras colagenas espessas, tipo |, variam de
vermelhas a laranja amareladas (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978;
MONTES; JUNQUEIRA, 1991), como demonstrado na figura 3. A propriedade de
birrefringéncia do colageno permite essa caracteristica observada sob microscopia de
luz polarizada (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979).

Figura 3: Espectro de cores observadas com picrosirius a microscopia sob luz polarizada

Higher Swer
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Fonte: ZERBINATI; CALLIGARO, 2018.

A seletividade dessa coloragao pelo colageno tem trés excegdes, observadas
por Junqueira, Bignolas e Brentani (1979) no seu estudo com picrosirius em quinze
espécies: granulos querato-hialinos de epitélio cornificado, glandulas mucosas e o
coracao de peixes. Entretanto, em todas as trés excecdes mencionadas, nenhuma
birrefringéncia foi observada quando estes materiais foram examinados sob
microscopia de luz polarizada.

O uso da microscopia de polarizagao para identificar colageno em material
corado com picrosirius ndo somente é o responsavel pela sua especificidade como,
também, aumenta consideravelmente a eficacia e sensibilidade do método. Isso se
deve ao fato de que fibrilas de colageno muito finas, indetectaveis na microscopia
normal, tornam-se visiveis com este método, com fonte de luz contra um fundo escuro
(JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979).

Coleman (2011) defende que o picrosirius pode trazer mais informagdes do que
a coloracgao de rotina com hematoxilina e eosina, sendo equivalente aos métodos mais
complexos de coloragao tricrémica; porém, o autor cita que o tipo especifico de

colageno é determinado apenas por imuno-histoquimica com anticorpos especificos,
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o que foi, também, afirmado anteriormente por Piérardi (1989).

Lattouf et al. (2014) realizaram um estudo com seis amostras de bidpsias
cutdneas humanas, sendo trés de pacientes saudaveis, e trés de pacientes com
“Ehlers Danlos” tipo IV, utilizando a coloracéo de picrosirius. Os autores observaram
que ao rotacionar a platina do microscopio em 90° as cores mudavam de vermelho a
amarelo para verde, e de verde para amarelo. Ainda, observaram que ao comparar
seus resultados com imuno-histoquimica para colageno tipo Ill, houve divergéncia;
houve pouca imunomarcagéo nos pacientes com “Ehlers Danlos” tipo IV (um resultado
esperado para a doenga), porém inumeras fibras verdes na coloragdo com picrosirius.

Outro trabalho semelhante foi idealizado por Lépez de Padilla et al. (2021) com
tenddes de ratos. Os autores compararam as cores obtidas com a coloracdo de
picrosirius sem polarizagdo, e girando a platina do microscopio 45° e 90° sob
microscopia de luz polarizada, e observaram também mudanga nas cores, concluindo
que a coloragao picrosirius ndo consegue identificar com precisao o colageno tipo | e
o colageno tipo Ill no tend&o, o que também foi sustentado com imuno-histoquimica
para colageno tipo | e lll.

Em suma, as cores observadas sob microscopia de luz polarizada com a
coloracgao picrosirius dependem apenas da espessura e embalagem da fibra, e néo
do tipo de colageno (COLEMAN, 2011; PIERARDI et al., 1989). E possivel que uma
fibra verde seja uma fibra do tipo | imatura e fina ou que um artefato mascare a
espessura de uma fibra tipo | espessa (RICH; WHITTAKER, 2005). Coelho et al.
(2018) descreveram detalhadamente a metodologia da avaliagdo de tecido cutaneo
com a coloragao de picrosirius observada sob microscopia de luz polarizada, para
evitar erros de técnica e a ocorréncia de artefatos.

Alguns autores seguem essa vertente ao interpretar seus resultados utilizando
essa coloragao, como Liu et al. (2012a), que consideraram no seu experimento as
fibras verdes mais finas e quebradas e fibras vermelhas grossas e alinhadas, porém
sem associar as primeiras ao colageno tipo lll e as segundas ao colageno tipo |. Neste
trabalho, o picrosirius foi utilizado para avaliar o colageno apds implante interlamelar
de uma matriz dérmica acelular na cérnea de coelhos, nos tempos de uma semana
pos-operatoria, 12 e 24 semanas. Houve predominio de fibras verdes no grupo
controle, em que nao houve procedimento cirurgico, e também nos diferentes tempos
com a matriz dérmica acelular.

Diante dessa variagdao da forma como os resultados/coloragées do picrosirius
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sao interpretadas pelos pesquisadores que utilizam essa técnica, alguns trabalhos de
estudo da cornea seréo aqui apresentados, e a interpretagao dos resultados constarao
conforme os proprios autores relataram — fibras maduras e imaturas, fibras espessas
e finas, ou colageno tipo | e tipo lll.

Hashimoto et al. (2019) avaliaram a biocompatibilidade da matriz corneal suina
descelularizada na cérnea com o uso de picrosirius. Foi realizado o implante do
material na cornea de coelhos pela combinacao de duas técnicas, a realizagdo de um
tunel interlamelar de 6 mm e DALK (deep anterior lamellar keratoplasty) de 2 mm, o
que permitiu avaliar a epitelizacdo e biocompatibilidade do material no mesmo olho,
com histopatologia nos tempos de 8 e 24 semanas pds-operatorias. Com 8 semanas
foi observado predominio de fibras verde amareladas, interpretado como colageno
neoformado/imaturo pelos autores, e com 24 semanas predominio de fibras
vermelhas alaranjadas, sugerindo que houve amadurecimento gradual do colageno.

Xia et al. (2014) realizaram duas técnicas para quantificar o colageno corneal
no seu experimento apdés o procedimento de crosslinking aos 3, 7, 15, 30, 90 e 180
dias pos-operatorios. No picrosirius, aos 30 dias houve predominio de fibras de
colageno verdes, do tipo lll, e aos 90 também. Com 180 dias houve predominio de
fibras de colageno vermelhas, tipo |, semelhante ao controle. Os autores também
conduziram a avaliagdo molecular por técnica de western blot para detec¢cdo do
colageno tipo lll, corroborando com os resultados por eles obtidos pela técnica de
picrosirius.

Outro experimento que os autores optaram por realizar mais de uma técnica
para observacgao de colageno foi o de Lorenzo-Martin et al. (2019). As analises foram
realizadas 1, 3 e 6 meses para estudo da cicatrizacdo corneal apds submeter a cornea
de coelhos a queimadura alcalina. Na coloragdo com picrosirius, com um més, a
regido estromal cicatrizada apresentou predominio de fibras vermelhas, porém com
um numero elevado de pequenas lacunas com fibras verdes. Aos trés meses, foi
observado mistura de fibras vermelhas, amarelas e verdes, e aos seis meses houve
predominio de fibras vermelhas, semelhante ao controle, que nao foi submetido a
queimadura. Os autores também realizaram coloragdo de impregnagao pela prata
(Gomori-Grocott) para identificar o colageno tipo lll, e PCR quantitativo para mRNA
de colageno tipo | e tipo Ill, com resultados semelhantes ao obtido com o picrosirius
(LORENZO-MARTIN et al., 2019).

Em outro trabalho relacionado a cicatrizagao corneal, foi realizado a coloragao
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de npicrosirius para avaliar o colageno no wuso do antifibrético acido
suberanilohidroxamico apds queimadura alcalina em cornea de caes, e observaram
aos 14 dias, que houve predominio de fibras verdes quando comparado ao controle,
que nao foi submetido a queimadura alcalina e mostrou predominio de fibras
vermelhas, uma transigao tipica de formacao de cicatriz. Os autores observaram,
também, que o colageno tipo Ill se apresentou desorganizado, e clinicamente os
animais apresentaram opacidade corneal importante (GRONKIEWICZ et al., 2016).

A quantificagcéo (area/porcentagem) das fibras colagenas vermelhas a laranja
amareladas, e verdes a amarelo esverdeadas na cornea pode ser realizada
(GRONKIEWICZ et al., 2016; XIA et al., 2014), ou ndo (HAKAMI et al., 2020;
HASHIMOTO et al., 2019; LIU et al., 2012a; LORENZO-MARTIN et al., 2019).
Gronkiewicz et al. (2016) realizaram a quantificagdo com aumento de 400x, e Xia et
al. (2014) com aumento de 200x.

Em estudos in vitro também pode ser utilizada a coloragc&o de picrosirius para
estudo do colageno, como os realizados para determinar a sintese de colageno em
uma cornea artificial de fibrina e agarose; nesses experimentos os autores nao
utilizaram a visualizacdo sob microscopia de luz polarizada (GARZON et al., 2014;
IONESCU et al., 2011).

Wei et al. (2023) e Sinha et al. (2021) também nao observaram suas laminas
coradas com picrosirius sob microscopia de luz polarizada, talvez porque o principal
objetivo foi de verificar a quantidade total de coldgeno na cérnea em modelos de
cérnea de coelhos para estudo de ceratocone, e em modelos de corneas suinas
diabéticas, respectivamente. Entretanto, no estudo de Sinha et al. (2021), os autores
utilizaram imuno-histoquimica para quantificar os colagenos tipo |, e PCR para os
colagenos tipo Ill e IV, apesar de associarem a coloragéo vermelha do picrosirius no
fundo branco com colageno tipo I.

Hakami et al. (2020) realizaram picrosirius apés queimadura alcalina em
cérneas de ratos com o intuito de avaliar o aumento de colageno na fibrose, e apesar
de obterem cdérneas com fibras vermelhas sob microscopia de luz polarizada aos 14
dias apos a lesao, esses resultados ndo foram discutidos em relagdao a coloracao
observada.

O tricrbmico de masson é outra coloragdo que pode ser aliada no estudo
histopatolégico da cérnea (ABDO; HADDAD; EMAM, 2017; ALDAVE et al., 2007;
AWWAD et al., 2008; FU et al., 2022; GRIFFITH et al., 2018; GRONKIEWICZ et al.,
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2016; GUPTA et al., 2022; GUPTA et al., 2020; HASHIMOTO et al., 2019; KIM et al.,
2008; LIU et al., 2012b; MANSOORI et al., 2014; MCLELLAN; ARCHER, 2000;
MILMAN et al., 2015; PECORELLA et al., 2013; SINHA et al., 2021; SUBASINGHE et
al., 2021; TAI et al., 2009; WERNER; CHEW; MAMALIS, 2006; WOO et al., 2001),
uma vez que traz informagdo em relagdo a presenca de células mesenquimais no
estroma (GRONKIEWICZ et al., 2016), a organizagao das fibras de colageno (GUPTA
et al.,, 2022) e niveis de deposicdo de colageno, que € visto pelo aumento da
intensidade da cor azul no estroma corneano (GUPTA et al., 2020). Nessa coloragao
tricolor, o colageno corneal fica na cor azul e o citoplasma celular na cor rosa/vermelho
(SINHA et al., 2021).

Gupta et al. (2022) utilizaram essa coloragdo para avaliar a organizagao do
colageno corneal no seu estudo com a regulagcdo da fibrilogenese corneal pelo
proteoglicano decorina em ratos, e Subasinghe et al. (2021) no estudo comparativo
da organizacdo do colageno corneal de coelhos, suinos e humanos. Gupta et al.
(2020) estudaram os niveis de deposi¢cado de colageno com o tricrdbmico de masson
em corneas de coelhos submetidas a toxicidade com acroleina.

Gronkiewicz et al. (2016) estudaram a cicatrizagao corneal com o uso do
antifibrotico acido suberanilohidroxamico apds queimadura alcalina em coérnea de
caes, e observaram a presenca de células mesenquimais em meio ao estroma corneal
na coloracdo com tricrémico de masson. Sinha et al. (2021) também fizeram
observagédo semelhante em modelos de corneas suinas diabéticas. Liu et al. (2012b)
também utilizaram o tricrémico de masson para avaliar o estroma corneal de humanos
com ceratopatia bolhosa pseudofacica em relagao a formacgao de cicatriz e presenca
de vasos. A cicatriz corneal também foi avaliada com essa coloragao por Woo et al.
(2001), em coelhos submetidos a ceratoplastia com membrana amnidtica.

O tricrbmico de masson também é uma coloracdo bastante utilizada na
medicina para auxilio no diagnéstico de distrofias corneais, sendo os depdésitos
amildides e hialdides observados na coloragdo vermelha em meio ao estroma corneal
azul (ALDAVE et al., 2007; AWWAD et al., 2008; FU et al., 2022; KIM et al., 2008;
YANOFF; SASSANI, 2009). Tai et al. (2009) também observaram deposigao amildide
em coloragédo vermelha em pacientes humanos com ceratocone. Milman et al. (2015)
fizeram estudo semelhante em pacientes humanos com ceratopatia paraproteinémica,
onde a imunoglobulina depositada na cérnea aparece na cor vermelha na coloragéo

com tricrOmico de masson.
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Hashimoto et al. (2016) utilizaram o tricrémico de masson com o intuito de
verificar a presenca de células corneais apés produgao de cérneas descelularizadas
suinas por diferentes métodos, e Hashimoto et al. (2019) para observar a epitelizagéo
ao utilizar o mesmo material na cérnea de coelhos. McLellan e Archer (2000) relataram
um sequestro corneal em um equino, que se apresentou vermelho a coloragdo com
tricrémico de masson.

Pecorella et al. (2013) n&o correlacionaram a coloragéo rosa observada em
meio ao colageno azul da cérnea que foi submetida ao procedimento de crosslink a
nenhuma razao, considerando uma observacao “obscura”, especialmente porque nao
foram observadas células viaveis capazes de secretar matriz extracelular na area.

Considerando essa breve revisao bibliografica sobre o PBAT, a cornea e a
histopatologia da cérnea com as coloragdes especiais picrosirius e tricromico de
masson, no capitulo dois dessa tese encontra-se o artigo cientifico produzido sobre o

assunto.
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2 CAPITULO 1 - BIOCOMPATIBILIDADE DO
POLIMERO POLI(BUTILENO ADIPATO-CO-TEREFTALATO) (PBAT)
NA CORNEA DE COELHOS

2.1 Resumo

Objetivo: estudar a biocompatibilidade da membrana do polimero poli(butileno
adipato-co-tereftalato) (PBAT) (mPBAT) na cornea de coelhos através de avaliagao
clinica e histopatolégica.

Animal estudado: doze coelhos da ragca Nova Zelandia.

Procedimentos: tunelizagao interlamelar estromal em ambos os olhos, e em um dos
olhos foi colocada a mPBAT (olho tratado = OT). O olho contralateral foi o olho controle
(OC), submetido ao procedimento, mas sem o implante da mPBAT. A avaliagdo clinica
foi realizada nos dias 1, 3, 7, 15, 30, 45 e 60 ap6s o procedimento cirurgico, e a
avaliacao histopatolégica, com hematoxilina e eosina (HE), picrosirius (PSR) e
tricrémico de masson (TM) aos 30 (M30) e 60 dias pés-operatorios (M60).
Resultados: ndo houve diferencga estatistica nos parametros clinicos entre OC e OT
em nenhum momento estudado, porém houve maior infiltrado inflamatério
mononuclear, proliferacao de fibroblastos e edema na cérnea do OT no M30 e M60 (p
< 0.05), ainda que essas variaveis tenham sido discretas em sua maioria. Na
coloracao com PSR, foi observado média de 60,02% de fibras colagenas imaturas no
OT no M30, quando comparado a média de 28,05% no OC no M30 (p= 0.002). Na
coloragcédo com TM, foi observada maior intensidade da cor azul no OT, quando
comparado ao OC, sugerindo maior deposi¢ao de colageno no OT.

Conclusées: considerando a baixa reacao inflamatoéria, associado a caracteristica
bioativa aos 30 dias pds-operatdrios e bioinerte aos 60 dias pds-operatdrios
observadas com a coloragao de PSR, conclui-se que a mPBAT é um potencial material

como adjuvante na cicatrizagdo corneana no tratamento de ulceras de cérnea.

Palavras-chave: poliéster, implante biodegradavel, membrana sintética,

ceratoplastia, biomaterial.

Revista Veterinary Ophthalmology, normas em anexo (p. 58)
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2.2 Abstract

Objective: to study the biocompatibility of the polymer poly(butylene adipate-co-
terephthalate) (PBAT) membrane (mPBAT) in the cornea of rabbits through clinical and
histopathological evaluation.

Animal studied: twelve New Zealand rabbits.

Procedures: stromal interlamellar tunneling in both eyes, and mPBAT was placed in
one of the eyes (treated eye = TE). The contralateral eye was the control eye (CE),
which underwent the procedure, but without mPBAT implantation. Clinical evaluation
was carried out on days 1, 3, 7, 15, 30, 45 and 60 after surgical procedure, and
histopathological evaluation, with hematoxylin and eosin (HE), picrosirius (PSR) and
masson's trichrome (TM) at 30 (M30) and 60 postoperatively days (M60).

Results: there was no statistical difference in clinical parameters between CE and TE
at any time studied, but there was greater mononuclear inflammatory infiltrate,
fibroblast proliferation and edema in the TE cornea at M30 and M60 (p < 0.05),
although these variables were mostly discreet. In PSR staining, an average of 60.02%
of immature collagen fibers was observed in the TE at M30, when compared to an
average of 28.05% in the CE at M30 (p= 0.002). In staining with TM, a greater intensity
of blue color was observed in the TE, when compared to the CE, suggesting greater
collagen deposition in the TE.

Conclusions: considering the low inflammatory reaction, associated with the bioactive
characteristic at 30 postoperative days and bioinert at 60 postoperative days observed
with PSR staining, it is concluded that mPBAT is a potential material as an adjuvant in

corneal healing in treatment of corneal ulcers.

Keywords: polyester, biodegradable implant, synthetic membrane, keratoplasty,

biomaterial.

2.3 Introducao

O poli(butileno adipato co-tereftalato) (PBAT) é um copolimero composto dos
grupos alifaticos e aromaticos; € degradavel devido a presenga de um grupo alifatico

e exibe boas propriedades mecanicas devido a presenca de um anel aromatico . E
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um dos mais promissores poliésteres do mercado, sendo seus principais usos por
meio de sacolas de compras, sacolas de compostagem e filmes plasticos utilizados
na agricultura 2.

Materiais a base de poliésteres tém sido utilizados para aplicacbes médicas,
como na engenharia de tecidos moles e duros, curativos, implantes cirurgicos, cirurgia
reconstrutiva vascular e oftalmologia 3.

O PBAT possui propriedades promissoras para ser utilizado como suporte para
crescimento de tecidos 4, ndo apresentando toxicidade celular na sua forma pura 5.
Arslan et al. 4 estudaram o PBAT puro e submetido a diferentes formas de confecgao,
em relacao as suas caracteristicas fisicas e proliferagao celular in vitro, e concluiram
que todas as formas apresentaram propriedades adequadas para suporte tecidual.

Dentre os estudos que tem investigado o PBAT para aplicagbes médicas sob
diferentes protétipos ou adicionados a outros materiais, podemos citar os que
envolvem aplicagbes osseas ’-'%, aplicagcdes em feridas 67 e no tratamento do cancer
através de liberagédo de drogas °8. Destes, somente quatro realizaram parte do seu
estudo in vivo 791317,

Dos mais de 90 poliésteres conhecidos pelo homem, apenas alguns tipos
encontraram aplicagbes no campo da engenharia de tecidos; em sua grande maioria
isso se deve a variedade das propriedades de cada tecido, sendo desafiador encontrar
uma correspondéncia ideal entre o tecido e o material implantado 3. Até o presente,
estudos versando sobre o PBAT na oftalmologia ainda ndo foram publicados. No
entanto, consideramos sua transparéncia e flexibilidade adequadas para aplicagao na
cérnea.

Dentre as propriedades dos polimeros para aplicacbes médicas, as mais
importantes sdo a natureza inerte e biocompatibilidade do material 3. O design do
material também influencia na sua biocompatibilidade, e este aspecto sé pode ser
testado in vivo '8,

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi estudar a biocompatibilidade do
PBAT puro na cornea de coelhos, por meio da avaliagao clinica e histopatologica pelas
coloracoes de hematoxilina e eosina, picrosirius e tricrébmico de masson, a fim de
investigar a hipétese de que esse biomaterial tenha potencialidade para aplicagao na
céornea e auxiliar na sua cicatrizacdo. Com a coloracido de picrosirius, ainda
objetivamos avaliar se ha indugédo da produgéo de colageno pelo PBAT na cérnea,

visto que isso ja foi bem descrito em estudos na regeneragdo 6ssea 49115,
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2.4 Materiais e métodos

O estudo foi realizado nas dependéncias da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Faculdade de Odontologia, UNESP, campus de Aragatuba. O referido projeto foi
aprovado pela Comissé&o de Etica no Uso de Animais da mesma instituigao (protocolo
numero: FOA-1103-2015). Os animais foram tratados seguindo as orientagcbes da

Guidelines for Ethical Research in Veterinary Ophthalmology (GERVO).

2.41 Animais

Foram utilizados 12 coelhos brancos, fémeas, da ragca Nova Zelandia, com
idade de 120 dias, saudaveis e sem alteracdes oftalmicas prévias, adquiridos do
biotério da Fazenda Lageado da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, UNESP, campus de Botucatu. Os animais foram mantidos confinados
individualmente em gaiolas, com agua e ragao ad libitum para a espécie.

Todos os animais foram submetidos a exame fisico geral e oftalmico clinico
completo, que se constituiu do teste da lagrima de Schirmer | (teste de Schirmer
Ophthalmos®, S&o Paulo, Brasil), tonometria de aplanagdo (Tono-pen XL®, Reichert®,
Nova lorque, EUA), biomicroscopia por lampada de fenda (Kowa SL-14®, Téquio,
Jap3o), teste de tingimento com fluoresceina (fluoresceina strips Ophthalmos®, Sao
Paulo, Brasil) e oftalmoscopia indireta (Eyetec FOH-5.0°, Antuérpia, Bélgica),

previamente aos procedimentos cirurgicos de enxertia interlamelar.

2.4.2 Membrana de PBAT

A membrana de PBAT (mPBAT) foi desenvolvida pela equipe do Laboratério de
Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) a partir do
PBAT comercializado pela empresa BASF®, sob o nome comercial de Ecoflex® F
Blend C1200 (Ludwigshafen, Alemanha), por prensagem a quente (prensa hidraulica
Marconi 098/A®, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil), a 130°C, por 3 minutos, sob 5

toneladas, seguida de resfriamento com agua circulante sob a mesma pressao até


https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/14635224/homepage/gervo
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atingir a temperatura ambiente. Informagdes adicionais sobre o produto séao

apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 — Informacgdes adicionais sobre a membrana de PBAT (mPBAT).

Propriedades Mensurag8es
Espessura (micra) 75
Densidade (g/cm3) 1,25-1,27

indice de Fluidez (g/10min) 2,7-49

Temperatura de Amolecimento (°C) 110-120
Resisténcia a Tracdo (MPa) 35-44

Elongagéo (%) 560 - 710

As membranas foram recortadas em discos de 3,0 mm de didmetro com auxilio de um
punch (fig. 1), seguido de higienizacdo com agua destilada e posterior esterilizagéo
por radiagdo gama, visto que degradam em altas temperaturas +°, inviabilizando a

esterilizagdo por autoclave.

Fig. 1: Imagens fotograficas das membranas de PBAT (mPBAT) em cortes maiores, mostrando sua

flexibilidade (a), e apds cortes com 3,0 mm de didmetro com auxilio de um punch (b).
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2.4.3 Procedimento cirurgico

Sob efeito de anestesia dissociativa balanceada - medicagao pré-anestésica
com acepromazina 0,2 mg/kg (Acepran®, Vetnil, Sdo Paulo, Brasil) por via
intramuscular e indugdo com quetamina 15 mg/kg (Quetamina®, Vetnil, Sdo Paulo,
Brasil) e midazolan 2,5 mg/kg (Eurofarma, Sao Paulo, Brasil), por via intravenosa -
associado a instilagdo de colirio de cloridrato de proximetacaina 0,5% (Anestalcon®,
Novartis, Sdo Paulo, Brasil), foi realizada tricotomia da regido periocular, e antissepsia
das palpebras com iodopovidine 1% e da superficie ocular com iodopovidine 1%
diluido em NaCl 0,9% na propor¢ao de 1/50.

Ato continuo, e com a utilizagdo de microscépio cirurgico para magnificagao
(DF Vasconcellos®, Valenca, Rio de Janeiro, Brasil), ambos os olhos foram
submetidos a incisdo da cornea com bisturi na regido perilimbica, na localizagéo das
“‘doze horas”, e tunelizacao interlamelar estromal com auxilio de espatula cortante
oftalmica de 3,0 mm, estendendo-se a regido axial da cérnea. Um disco de 3 mm da
mPBAT foi introduzido no fundo da bolsa estromal em um dos olhos (olho tratado =
OT), sem realizagao de nenhuma sutura. O olho contralateral foi submetido ao mesmo
procedimento cirurgico, mas sem introdu¢cdo da membrana (olho controle = OC).

No poés-operatério, os coelhos receberam colirios a base de tobramicina
(Tobrex®, Novartis, Sdo Paulo, Brasil) a cada seis horas, durante sete dias, e
analgesia com cloridrato de tramadol (Tramal®, Grunenthal GmbH, Aachen,
Alemanha) por via intramuscular a cada doze horas, na dose de 4,0 mg/kg, por trés
dias. O procedimento cirurgico de todos os animais foi realizado pelo mesmo cirurgiao

com experiéncia cirurgica.

2.4.4 Avaliacao clinica

Os olhos foram avaliados clinicamente aos dias 1, 3, 7, 15, 30, 45 e 60 apods a
cirurgia (M1, M3, M7, M15, M30, M45 e M60, respectivamente). Foram estudadas as
seguintes variaveis, com preenchimento de ficha individual e categorizadas em
escores, segundo Andrade et al. '® modificado: blefarospasmo, secregéo ocular,
hiperemia conjuntival (0-ausente, 1-discreta, 2-moderada, 3-intensa), vascularizagao
corneal (2 -proliferagao vascular até 2,0 mm distantes do limbo, 4 a 4,0 mm, 6 a 6,0

mm, 8 a 8,0 mm), defeito epitelial, quemose, conjuntivalizacdo, descemetocele,
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perfuragao corneal, sinéquia (0-ausente, 1-presente) e opacidade corneal (0-nenhuma
dificuldade em observar os detalhes da iris; 1-discreta, detalhes da iris borrados; 2-
moderada, dificil definir os detalhes da iris, 3-grave, ndo é possivel observar detalhes
da iris). As avaliagbes foram realizadas por dois avaliadores que computaram

individualmente as pontuagdes dos parametros estudados.

2.4.5 Avaliacao histopatologica

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de seis animais
cada e submetidos a eutanasia humanitaria apés 30 (M30) e 60 (M60) dias pos-
operatdrios. A eutanasia foi realizada com quetamina 20 mg/kg (Quetamina®, Vetnil,
Sé&o Paulo, Brasil) e xilazina 3 mg/kg (Xilazin®, Syntec, Sdo Paulo, Brasil) por via
intramuscular e, apdés aproximadamente 5 minutos, propofol (Propovan®, Cristalia,
Sao Paulo, Brasil) por via intravenosa, seguido de cloreto de potassio (Farmace,
Cear4, Brasil) (10 mL totais cada).

Ambos os olhos foram colhidos por meio de enucleagdo subconjuntival, e
preservados em solu¢ao de Davidson por 24 horas, quando foram realizados os cortes
sagitais da regiao contemplando a area referente a tunelizagao interlamelar estromal
(sentido “doze-seis horas”), sendo colocados em formol tamponado 10% por mais 24
horas, e armazenados em alcool 70%. Foi realizado o processamento histopatologico
rotineiro em blocos de parafina, cortes de 5 ym e confecgao das laminas, que foram
posteriormente coradas com hematoxilina e eosina (HE), picrosirius (PSR) e tricrdmico
de masson (TM).

Na coloragdo com HE foram estudadas as seguintes variaveis histopatologicas,
através de pontuagdo em escore (0-ausente, 1-discreto, 2-moderado, 3-intenso),
segundo Andrade et al. '® modificado: vasos na cérnea, infiltrado polimorfonuclear,
infiltrado mononuclear, granuloma (macréfago/célula epitelidide/célula multinucleada),
proliferacao de fibroblastos, defeito epitelial, bactéria, inflamacao supurativa, necrose,
edema, fragmentagao do colageno, adelgagamento epitelial, descontinuidade epitelial
e perda do paralelismo entre as fibras colagenas.

Os niveis de maturacéo das fibras de colageno foram analisados nas sec¢des
coradas por PSR sob microscopia de luz polarizada. O local de analise representativo
padronizado foi o centro corneal no OC, e a porgao estromal interna e central,

adjacente a mPBAT no OT. O programa QWin foi utilizado (ampliagao de 400x, Leica
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QWin V3®, Leica Microsystems®), permitindo a selegdo de cores correspondentes
para cada tipo de fibra de colageno na cornea. Apds a selegao de cores, o programa
calculou automaticamente a area marcada. As fibras verdes amareladas foram
consideradas imaturas e finas, enquanto as fibras vermelhas alaranjadas foram
consideradas maduras e grossas 2022,

Os cortes histoldgicos corados com TM 23 e observados em microscopio de luz

foram avaliados de forma descritiva.

2.4.6 Analise Estatistica

A analise estatistica da avaliacao clinica e da coloracéo de HE foi realizada com
o programa SAS (Statistical Analysis System, Cary, USA). Foi realizado o teste de
Wilcoxon para comparar as variaveis qualitativas ordinais (escore) entre os grupos em
cada momento e o teste de Fisher para comparar as variaveis qualitativas nominais
(presente e ausente) entre os grupos em cada momento.

A andlise estatistica da coloracdo de PSR foi realizada com o programa
SigmaPlot 12.0™ (Chicago, IL, USA). A verificagcdo da distribuicdo normal das
variaveis quantitativas continuas foi feita pelo teste Shapiro-Wilk, e foram aplicados o
teste ANOVA ou Kruskal-Wallis. O nivel de significancia utilizado foi de 5% (p<0.05).

2.5 Resultados

A avaliagdo clinica no decorrer do estudo nos permitiu observar uma
semelhanga na recuperacao poés-operatoria entre o0 OC e OT: ndao houve diferenca
estatistica entre os grupos para nenhuma variavel clinica em nenhum dos momentos
estudados (p>0.05).

Blefarospasmo discreto (2/12) e hiperemia conjuntival discreta a moderada
(4/12) foram observadas no OT no M3 e M7. A vascularizagao corneal foi observada
na maioria dos animais de ambos os grupos (7/12 no OC e 10/12 no OT). A opacidade
corneal ndo foi observada no OC, mas foi observada em todos os OT em todos os

momentos de avaliacao.
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Nao foi observado defeito epitelial, quemose, conjuntivalizagao,
descemetocele, perfuragcdo corneal e sinéquia no OC e OT, em nenhum dos
momentos estudados.

No estudo histopatolégico na coloragdo com HE, baixa intensidade de algumas
variaveis foram observadas no OT (tabela 2), e ndo foram observados granuloma,

bactérias, inflamagao supurativa ou necrose.

Tabela 2 — Ocorréncia das variaveis histopatolégicas em HE no OC e OT, em todos os momentos
estudados; maior intensidade de infiltrado mononuclear, proliferacao de fibroblastos e edema no OT,

quando comparado ao OC, no M30 e M60; p valor obtido com o teste Wilcoxon.

Variavel Momento oC oT p
Md Min-Max Md  Min-Max
Vasos na periferia corneal M30 0 0-0 0 0-1 0.3170
M60 0 00 0 0-1 0.3173
Vasos no centro corneal M30 0 0-0 0 0-0 -
M60 0 0-0 0 0-2 0.3173
Infiltrado polimorfonuclear M30 0 0-0 0 0-1 0.1797
M60 0 0-0 05 0-2 0.1088
Infiltrado mononuclear M30 0 0-0 1 0-1 0.0431
M60 0 0-0 1 1-2 0.0277
Proliferacéo de fibroblastos M30 0 0-0 1 0-2 0.0431
M60 0 00 1 0-2 0.0431
Defeito epitelial M30 0 0-0 0 0-0 -
M60 0 00 0 0-1 0.3173
Edema M30 0 00 1 0-2 0.0431
M60 0 00 15 1-2 0.0277
Fragmentagédo do colageno M30 0 0-0 05 0-1 0.1088
M60 0 0-0 0 0-0 -
Adelgacamento epitelial M30 0 0-0 05 0-1 0.1088
M60 0 0-0 0 0-0 0.1797
Descontinuidade epitelial M30 0 0-0 0 0-1 0.3173
M60 0 0-0 0 0-1 0.3173
Perda do paralelismo entre as M30 0 0-0 0 0-1 0.3173
fibras colagenas M60 0 0-0 0 0-0 -

Legenda: OC: olho controle; OT: olho tratado; Md: mediana; Min: minimo; Max: maximo; M30: 30 dias

pos-operatérios; M60: 60 dias pds-operatérios; 0-ausente, 1-discreto, 2-moderado, 3-intenso.
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No estudo histopatolégico na coloragdo com PSR, a porcentagem de fibra
maduras foi menor e de imaturas maior no OT no M30, quando comparado ao OC no
M30 (tabela 3).

Tabela 3 — Porcentagem média de fibras maduras e imaturas no PSR sob microscopia de luz polarizada
no OC e OT, seguido do desvio padréo, em todos os momentos estudados; menor porcentagem de
fibras maduras e maior de fibras imaturas no OT no M30, quando comparado ao OC no M30; p valor
obtido com os testes Kruskal-Wallis e ANOVA.

Grupos Tempos Fibras maduras + DP Fibras imaturas + DP
ocC M30 71.50%"* + 4.23 28.50%"* + 4.23
M60 53.83%"8 + 15.97 46.17%"8 + 15.97
oT M30 39.98%" + 18.58 60.02%" + 18.58
M60 49.43%"8 + 27.24 50.57%"8 + 27.24

Legenda: OC: olho controle; OT: olho tratado; M30: 30 dias pos-operatorios; M60: 60 dias pos-
operatérios; DP: desvio padrao. Letras iguais nao diferem e letras diferentes diferem estatisticamente.
p = 0.002 (Kruskal-Wallis) na comparagéo entre OC e OT no M30 para fibras maduras e imaturas; p =
0.762 (ANOVA) na comparacgao entre OC e OT no M60 para fibras maduras e imaturas; p = 0.065
(Kruskal-Wallis) na comparagéo entre OC no M30 e OC no M60 para fibras maduras e imaturas; p =
0.536 (ANOVA) na comparagéao entre OT no M30 e OT no M60.

As figuras 2 e 3 documentam as imagens fotograficas representativas do OC e

de cada OT quanto a clinica e histopatologia com HE e PSR, no M30 (fig. 2) e M60
(fig. 3).
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Fig. 2: Imagens fotograficas representativas do OC (a-c) quanto a avaliagao clinica (a), histopatologia
com HE (b) e histopatologia com PSR (c) aos 30 dias pds-operatorios. Imagens de cada OT (d-u) quanto
a avaliagao clinica (d, g, j, m, p, s), histopatologia com HE 100x (e, h, k, n, q, t), com detalhe das
extremidades da mPBAT 400x (e1, e2, h1, hz, n1, n2, g1, gz, t1, t2), e histopatologia com PSR sob luz
polarizada 400x (f, i, |, o r, u). As imagens do OT3 (j,k,k1-200x,k2-400x,l) sdo do animal que ocorreu

extrusao da mPBAT entre 21 e 25 dias pds-operatorios.
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Fig. 3: Imagens fotograficas representativas do OC (a-c) quanto a avaliagao clinica (a), histopatologia
com HE (b) e histopatologia com PSR (c) aos 60 dias pds-operatérios. Imagens de cada OT (d-u) quanto
a avaliagéo clinica (d, g, j, m, p, s), histopatologia com HE 100x (e, h, k, n, q, t), com detalhe das
extremidades da mPBAT 400x (e1, e2, h1, h2, n1, n2, q1, gz, t2), e histopatologia com PSR sob luz
polarizada 400x (f, i, I, o r, u). As imagens do OT9 (j,k,k1-200x,k2-400x,l) sdo do animal que ocorreu
extrusdo da mPBAT entre 15 e 30 dias pos-operatorios. As imagens do OT12 (s,t,t1-200x,t2-400x,u) sdo

do animal que houve superficializagdo da mPBAT aos 37 dias pds-operatorios.
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A figura 4 documenta as imagens fotograficas representativas do OC, OT aos
30 dias poés-operatorios e OT aos 60 dias pds-operatorios, da histopatologia na
coloragdo com TM, que apresentou coloragao rosa adjacente a mPBAT no M30 e mais
difusa no M60. Isso se traduz a proliferagdo de fibroblastos e sua hiperplasia

citoplasmatica. Nao foram observadas células endoteliais vasculares.
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Fig. 4: Imagens representativas do OC (a, a1), do OT aos 30 dias pos-operatorios (b, b1, bz2), e do OT
aos 60 dias pds-operatorios (c, c1, ¢2) da histopatologia na coloragdo com TM (a, b, ¢ — 40x; a1, b1, bz,
c1, c2— 100 x).

Como complicagdes, houve a extrusdo da mPBAT em dois animais (fig. 2j e fig.
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3j) entre 15 e 30 dias pds-operatorios, e a superficializagado e exposigcdo da mPBAT
em um animal (fig. 3s) aos 37 dias poés-operatérios. Nos trés animais houve
progressao da vascularizagao corneal além de 2 mm do limbo, o que n&o ocorreu no
OC e nos demais OT. Em um dos animais que houve extrusdo da mPBAT (fig. 2j), a
opacidade corneal foi severa, porém em todos os outros OT foi discreta. A avaliagéao
histopatolégica com PSR mostrou maior quantidade de fibras imaturas nos casos de
extrusdo da mPBAT (fig. 2| e fig. 3I), e maior quantidade de fibras maduras no caso da
exposicdo da mPBAT (fig. 3u).

No OT8, que apresentou blefarospasmo, hiperemia conjuntival, secregao
ocular e opacidade corneal discretos (fig. 3g) aos 60 dias pdés-operatoérios, notou-se a
mPBAT mais superficial a biomicroscopia com lampada de fenda, e a avaliacédo
histopatoldgica (fig. 3h), mas n&o houve exposicdo da mesma. Nesse animal, houve
maior quantidade de fibras imaturas na coloragcdo com PSR (fig. 3i). Ainda, o animal
OT7, que apresentou descontinuidade epitelial a avaliagao histopatoldgica (fig. 3e)
nao apresentou defeito epitelial a avaliacdo clinica ou nenhum outro sinal clinico,
apesar de também ter sido observado a mPBAT mais superficial a biomicroscopia com

lampada de fenda.

2.6 Discussao

Por meio da avaliacao clinica e histopatologica com HE, PSR e TM, a mPBAT
se mostrou biocompativel na cornea de coelhos. A baixa frequéncia e intensidade de
sinais clinicos, que se restringiu aos primeiros dias de pds-operatdérios, foi atribuida a
ocorréncia de ceratite inerente ao trauma cirtrgico 2*. A baixa intensidade do infiltrado
inflamatoério encontrado a avaliagao histopatoléogica no OT no M30 e M60, e a
semelhancga da propor¢ao de fibras colagenas maduras e imaturas entre o OT e OC
no M60 sustentam que o material estudado é bioinerte na cérnea de coelhos. Contudo,
a média de 60,02% de fibras colagenas imaturas no OT no M30, quando comparado
a média de 28,05% no OC no M30 (p= 0.002), sugere que a mPBAT é bioativa nos
periodos iniciais, estimulando a produgao de colageno, como sugerido anteriormente
na regeneragdo 6ssea 42115 ainda que se trate de outro tecido.

O infiltrado mononuclear (tabela 2, p=0.0431 no M30 e p=0.0277 no M60)

discreto (fig. 2e1,e2,h1,h2,n1,n2,q1,q2 e fig. 3e1,e2,h1,hz,n1,n2,t1,t2) a moderado (fig.
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301,92) e polimorfonuclear (tabela 2, p>0.05) discreto (fig. 2n1,n2 e fig. 3h1,h2) a
moderado (fig. 3t1,t2) foi observado apenas nas extremidades da membrana, que se
refere a regido superior e inferior do tunel interlamelar. O fato da baixa resposta
inflamatdria e por ndo ter havido reacéo do tipo corpo estranho sustentam a hipétese
da mPBAT ser biocompativel '3 na cérnea de coelhos, e acreditamos ser parcialmente
secundaria a micromovimentacdo da mPBAT influenciada pelo movimento das
palpebras pelas incursdes palpebrais. Por esse motivo, ndo optamos por realizar a
analise das fibras colagenas com PSR nessa regido, visto que os resultados poderiam
estar influenciados por este estresse mecanico 3. Ribeiro Neto et al. ' estudaram o
infiltrado inflamatdrio no subcuténeo de ratos com o implante de PBAT aos 30 e 60
dias, e também documentaram baixa resposta inflamatéria nos dois momentos
estudados.

Houve proliferacao de fibroblastos leve a moderada na maioria dos OT (10/12),
aos 30 e 60 dias pos-operatérios (tabela 2, p=0.0431) observada na histopatologia
com HE, indicando estimulacdo de crescimento tecidual, pois o PBAT pode estimular
a proliferagao celular e producdo de matriz extracelular, especialmente a sintese de
fibras de colageno 491115,

Para estudar os tipos de fibras colagenas na cérnea do OC e OT, utilizamos a
coloracdo de PSR na microscopia sob luz polarizada. Ela consiste em uma técnica
onde a coloragéo acida se liga especificamente ao colageno e distingue as fibras de
colageno tipo | e tipo Ill, e que tem sido extensivamente utilizada em pesquisas
odontoldgicas e médicas 2°, incluindo a avaliagdo da cicatrizagao corneal 26-2°, Porém,
a interpretacgao relacionada ao tipo de colageno | e Il € polémica entre os autores que
utilizam a técnica, havendo a interpretagdo segundo Junqueira, Cossermelli e Brentani
30 e Montes e Junqueira 3!, onde o PSR normalmente mostra fibras finas de colageno
tipo 1ll, que séo verdes a amarelo esverdeadas, enquanto fibras colagenas espessas,
tipo |, variam de vermelhas a laranja amareladas; ou segundo Coleman 32 e Piérardi
et al. 33, onde as cores observadas dependem apenas da espessura e embalagem
da fibra, e ndo do tipo de colageno.

No6s optamos por denominar as fibras verde amareladas como imaturas,
enquanto as fibras vermelhas alaranjadas foram consideradas maduras 2022, e
consideramos que o colageno tipo lll, imaturo, é altamente expresso na cornea em

cicatrizagdo 27, onde normalmente ha predominio de fibras verde amareladas em
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tempos iniciais, que passam a predominar nas cores vermelhas alaranjadas em
periodos mais tardios, sugerindo o amadurecimento gradual do colageno 34

A histopatologia com PSR, maior quantidade de fibras imaturas foi observada
no OT no M30 (60,02%), quando comparado ao OC no M30 (28,05%) (tabela 3,
p=0.002). Estudos na regeneracao 6ssea observaram niveis de colageno constantes
por 14 dias, com aumento aos 28 dias '°, e aumento aos 21 dias, quando comparado
a 7 e 14 dias ?; esses achados corroboram com os do presente estudo. No M60 n&o
houve diferenga estatistica ao comparar OT com OC (p=0.762), porém a média de
fibras imaturas permaneceu maior no OT (tabela 3), sugerindo que mesmo em tempos
tardios parece haver estimulo de produc¢ao de colageno na cornea.

A coloragado com TM (fig. 4) foi realizada para observar a presenga de células
mesenquimais 22 em meio ao colageno corneal; o citoplasma se mostra na cor rosa e
o colageno na cor azul 3. Nao foram observadas células endoteliais vasculares,
porém o corte realizado pode ter desfavorecido essa analise (sagital, contemplando o
tunel interlamelar). Foi observado coloragéo rosa adjacente a mPBAT no M30 (fig. 4
b, b1, b2) e mais difusa no M60 (fig. 4 c, c1, c2) na maioria dos animais. Acreditamos
que isso se deva a proliferagao de fibroblastos e sua hiperplasia citoplasmatica, como
observado por Woo et al. % nos olhos controle do seu estudo da cicatrizagao corneal
de coelhos submetidos a lesbes em ambos os olhos, onde um olho foi tratado com
membrana amniotica e o outro foi o controle. Os autores observaram ceratocitos mais
hiperplasicos na histologia com TM nos olhos controle, onde a cicatrizagédo foi mais
lenta, mas também apresentou maior produgado de colageno. Apesar da proliferagcao
de fibroblastos ter sido semelhante no HE no M30 e M60 (tabela 2), a coloragdo com
TM sugere que houve maior intensidade dessa variavel aos 60 dias pds-operatdrios
(fig. 4 c, c1, c2). Também foi observado maior intensidade da cor azul nos OT (fig. 4 b,
b1, bz, ¢, c1, c2) quando comparado ao OC (fig 4 a, a1), o que pode sugerir maiores
niveis de deposigao de colageno no OT %7,

A discreta opacidade corneal na avaliacao clinica foi observada apenas no local
da mPBAT (fig. 2d,g,m,p,s e fig. 3d,g,m,p,s), apesar do material apresentar boa
transparéncia. O PBAT puro é considerado hidrofébico 4, e a hiptese de que, em meio
ao estroma corneal, a mPBAT possa ter alterado a manutencédo da deturgescéncia
fisiologica da cérnea 3 é sugerida, uma vez que edema discreto a moderado,
observado ao exame histopatolégico com HE (tabela 2, p=0.0431 no M30 e p=0.0277

no M60), foi restrito & adjacéncia da mPBAT em todos os animais. Castro et al.
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observaram que o PBAT puro demorou 45 minutos para absorver uma gota de agua,
0 que sugere que a mPBAT provavelmente se tornou permeavel a agua nos tempos
aqui estudados. Possivelmente, por esses dois motivos foi observada a opacidade
corneal.

A vascularizagdo corneal observada no OC e OT foi do tipo arborizada,
visualizada apenas no polo superior da cérnea (as "doze horas") e restrita ao local do
trauma cirurgico de tunelizagdo, caracteristico de vascularizagao superficial localizada
no tergo anterior do estroma e contigua a circulagdo conjuntival do limbo, que ocorre
secundariamente a lesGes superficiais da cornea 2. Essa resposta inflamatéria
provavelmente esta mais relacionada ao trauma cirdrgico do que a presenca da
mPBAT, ja que essa variavel foi observada em ambos 0s grupos e na maioria dos
animais. Ramachandram et al. 3° fizeram observagdo semelhante em seu estudo com
a membrana de PLGA (poli (L-acido lactico-co-acido glicdlico)) e, também, a
associaram ao proprio procedimento cirurgico. Além disso, sé houve progressao da
vascularizacido além de 2 mm do limbo nos trés animais que houveram complicacoes
(fig. 2j e fig. 3j,s).

No presente estudo, ndo optamos pela analgesia anti-inflamatéria por via
local/oftalmica ou sistémica para ndao comprometer as variaveis estudadas. Por esse
motivo, o cloridrato de tramadol foi o unico farmaco escolhido como principio
farmacoldgico para promover analgesia pds-operatoria aos animais 40,

A mPBAT nao parece ser incorporada a cornea no periodo avaliado, por ser um
polimero que nao se degrada antes de oito semanas sob condigdes de hidrolise in
vitro semelhante aos compartimentos bioldégicos 4'. O tempo de avaliagdo pds-
operatoria por nés adotado (60 dias) se aproximou ao de oito semanas (= 56 dias),
mas nenhum sinal de inicio de degradagio foi observado, como Liu et al. 42
hipotetizaram no seu estudo. Os autores associaram uma lacuna entre a membrana
de matriz dérmica acelular interestromal e a cornea, observada em uma semana, que
foi diminuindo ao longo de 24 semanas, e as fibras imaturas observadas no PSR, a
degradagao do implante e sintese de colageno — a degradagéo foi maior que a sintese
nos tempos iniciais, 0 que explica a lacuna observada. Arslan, Cakmak e
Gumdusderelioglu '° realizaram degradacédo enzimatica e ndo enzimatica in vitro com
o PBAT por 5 semanas, e houve diminuigdo do peso em 10% e 3%, respectivamente,
ao final de 5 semanas. A degradacao enzimatica equivale a degradagao in vivo,

segundo os autores.
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Um periodo de observacdo mais longo poderia fornecer mais informacoes
sobre as consequéncias do processo de degradagdo no microambiente celular
corneal, incluindo a resposta imune e mecanismos modulatérios que podem afetar a
formagéo de tecido ao longo do tempo '?, que poderia cursar com caracteristicas
vantajosas em relagdo a proliferagéo celular .

Em relagdo aos trés animais em que houve complicagdes de extrusdo da
mPBAT (fig. 2j e fig. 3j) ou seu deslocamento para planos mais superficiais da cornea
e sua exposigao (fig. 3s), a espessura da mPBAT nao constituiu um fator complicador
que pudesse explicar a exposi¢édo do implante 43, mas pode explicar o adelgagamento
epitelial observado no exame histopatolégico em trés animais do M30 (fig. 2e,h,n) e
dois do M60 (fig. 3e,n), ja que sua espessura, de 0,075 mm, corresponde a 20,8% da
espessura total da cornea do coelho (0,36 mm) 44 Tan et al. 4> observaram
adelgacamento epitelial 3 meses apods procedimento cirurgico semelhante, mas
relataram que o epitélio se apresentava em sua espessura normal, apos 6 meses.

As intercorréncias de extrusdo e exposicdao da mPBAT foram atribuidas a
variagédo de profundidade do tunel interlamelar estromal, que mesmo sendo realizado
pelo mesmo cirurgido e com auxilio de microscépio cirurgico, diferiu minimamente na
localizacdo do implante no estroma anterior ou intermediario. Acreditamos que os
implantes localizados no estroma anterior sdo mais susceptiveis a esta intercorréncia,
e nesta situagao especifica, ndo caracterizam um fendmeno de rejeicdo da mPBAT,
pois na analise histopatolégica no HE n&o foram visualizadas alteracbes desta
natureza '® — os infiltrados inflamatérios polimorfonuclear e mononuclear foram
considerados discretos a moderados e particularmente com baixo infiltrado
neutrofilico, sem presencga de granuloma ou inflamac&o supurativa (fig. 2k1,kz2 e fig.
3k1,k2.t1,t2).

Em um dos animais em que houve a extrusdo da mPBAT (fig. 3j), ndo foi
observado nenhuma manifestagao clinica do ocorrido: aos 15 dias pds-operatorios foi
observado que a mPBAT estava superficial a biomicroscopia com |lampada de fenda,
e aos 30 dias pos-operatérios a mPBAT estava ausente. No outro animal (fig. 2j) houve
sintomatologia clinica, e admite-se que no momento da avaliagao histopatoldgica (5-
9 dias depois da extrusao) a ceratite ja havia se resolvido e talvez possa ter mascarado
a observagao de sinais de rejeigdo ou contaminagdo da mPBAT. Liu et al. 42 realizaram
a mesma técnica cirurgica por nés empregada em cinco coelhos, mas sem nenhum

implante, e observaram cicatrizagdo da cornea aos 8 dias pela coloracdo de HE, nao
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sendo possivel visualizar o local do tunel e observando uma cérnea semelhante a que
nao sofreu nenhum procedimento cirurgico, 0 que sugere uma rapida cicatrizagao
corneal nessa espécie, que é utilizada como modelo de cicatrizagdo da cérnea &,

A avaliagao histopatolégica com PSR mostrou maior quantidade de fibras
imaturas nos casos de extrusdao da mPBAT (fig. 2l e fig. 3l), e no animal OT8 (fig. 3i)
que apresentou sinais clinicos discretos no M60 (fig. 3g), e que se notou a mPBAT
mais superficial a biomicroscopia com lampada de fenda e a avaliag&o histopatoldgica
(fig. 3h), mas sem exposi¢cdo da mesma. Nesses casos, a maior quantidade de fibras
imaturas pode ser explicada pelo processo de cicatrizagdo corneal 2’. No caso de
exposicao da mPBAT (fig. 3u), foi observado maior quantidade de fibras maduras.
Como a exposi¢cdo ocorreu aos 37 dias pos-operatérios, e a histopatologia foi
realizada somente aos 60 dias pds-operatdrios, acreditamos que excepcionalmente
nesse animal o0 amadurecimento das fibras colagenas tenha ocorrido de forma rapida.
Esses animais sao os principais responsaveis pelo desvio padrao alto no OT aos 30
e 60 dias pds-operatdrios (tabela 3).

Vale lembrar que dentre os animais acima citados, somente um (fig. 2j-l)
pertence ao grupo OT M30, e poderia influenciar a unica diferenga estatistica
encontrada no PSR (tabela 3, p=0.002). Porém, excluindo esse animal, a diferenca
estatistica permanece (p<0.001, teste ANOVA).

Ainda em relacio ao desvio padrao alto nos dados referentes a coloragao com
PSR, no OC no M60 também foi observado alguma variagdo importante entre os
animais (tabela 3). Nesse sentido, pode ser destacado o OC10, que na avaliagcao
clinica no M45 foi observado um corte no terco médio da palpebra superior, ja
cicatrizado no M60, mas que pode indicar uma lesao traumatica que pode ter afetado
a cdrnea, apesar de nao ter apresentado positividade ao teste de tingimento com a
fluoresceina no M45 e M60. Esse animal apresentou maior quantidade de fibras
imaturas, que corrobora com um processo de cicatrizagéo corneal 27, e que contribuiu
para o desvio padrao elevado nesse grupo.

A técnica da avaliagdo do PSR também pode ser aqui discutida. A metodologia
e forma de avaliagcao dos resultados varia bastante nos estudos em que foi utilizado o
PSR para avaliagdo do colageno na cornea 26-29.34.354246-48 o dentre esses autores
poucos utilizaram a técnica de quantificagcdo numérica 222°. Nés preconizamos o
aumento de 400x para avaliagdo das microfotografias e quantificagcdo das fibras

202128 que foi realizada por um profissional com experiéncia com a técnica, e
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mantendo um padréo na posi¢cao das fibras no microscépio (discretamente obliqua),
0 que parece ser um detalhe que pode influenciar discretamente nas cores
observadas 4°*° e na densidade de fibras observadas #°.

Admite-se como fragilidade do nosso estudo o numero de animais (n) aqui
empregado. Se trabalhdssemos com um n maior, 0s animais que cursaram com
alguma intercorréncia poderiam ser excluidos da analise estatistica sem comprometé-
la. Admite-se, também, a necessidade de novas e originais investigag¢des clinicas no
processo de reparo corneal frente a uma lesao corneana, admitindo-se periodos mais
longos de observacgao.

Considerando a baixa reacao inflamatéria que a mPBAT desencadeou na
cérnea de coelhos nas condi¢cdes aqui adotadas, associado a caracteristica bioativa
aos 30 dias pos-operatorios e bioinerte aos 60 dias pds-operatorios observadas com
a coloracao de picrosirius, conclui-se que a mPBAT € um material com potencial para
aplicagdo na cornea como adjuvante na cicatrizagdo corneana, na necessidade de

reparacao tecténica.

2.7 Conflitos de interesse

Nenhum dos autores tem conflito de interesse.
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Wiy ore thece impartant? We need to uakald rigorows ethion stondards for the research we conrsiger
Jor publicmtion):
B [Data availability staterment
8 Funding staterment
® Confiict of imterest disclosure
® Ethical approval statement

Important: Veterinory Ophtholmolegy operates a double-anonymized peer review policy. Pleass
ymize your ript and supply a separate title page file.

Open Access

Weterinary Ophtfraimalogy & a subscription journal that offers an Open Access option. You'll have the aption to
rmake your article open socess after acceptance, which willl be subject to an APC unless a wabwer applies. Read

mare about APCs here.
Preprint Policy
Please find the Wiley preprint policy here.

Weterinary Ophtfralmalogy will consider far review artidles previously available a5 preprints. You may also post
thee subrnitted version of a manuscrigt to a preprint server at ary tme. You are requested to update any pre-
publication wersions with a link to the final published article.

This journal operates a double-anomymized peer review process. Authors are respansible for anonymizing
theeir manuscript in crder to remain anonymous to the reviewers throughout the peer review process (see
“Main Text File™ below for maore details). Since the journal alsn encoursges posting of preprints, however,
please note that if suthors share their manuscript in preprint form this may compromige their anonymity
during peer review.

Data Sharing and Data Availability

Veteringry Opltfraimaology expects data sharing, Review 'Wiley's Data Sharing policy where you will be able to
see and select the data availability statement that & right for your submission.

Data Citation

Please review Wiley's Data Citation palicy.
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Data Protection

By submitting a manusoript to or reviewing for Veterinary Ophthoimology, your name, email address, and
affiliation, and other contsct details the publication might require, will be used for the regular operations of
the publication. Plesse review Wiley's Data Protection Policy to learm more.

Funding

You should list all funding sources in the Acknowledg ments section. You are resparsible for the accuracy of
theeir funder designation. If in doubt, please chedk the Open Funder Registry for the carrect nomenclature.

Authorship

Al listed suthors should have contributed to the manuscript substantially ard have agreed ta the final
submitted version. Review editorial standards and scroll down for a description of authorship criteria.

Author Pronouns

Aurthors may now include their personal pronouns in the suthor bylines of their published articles and on
Wiley Online Librany. Authors will never be required to inclede their pronouns; it will always be opticnal for
thee authar. Authars can indude their pronouns in their manuscript upon submission and can add, edit, or
remove their pronouns at any stage upon request. Submittingfcorresponding authors showld neser add, edit,
or remave a coauthor's pronouns without that coauthor's consent. Where post-publication changes to
pronauns are required, these can be made withouwt a corredtion notice to the paper, following Wiley's Hame
Charmge Palicy to protect the authar's privscy. Terms which fall cutside of the scope of personal pronouns (eg.

proper of improper nouns), are currently not supported.
ORCID

This journal reguires ORCID. Please refer to 'Wiley's resources on ORCID.
Reproduction of Copyright Material

If excerpts from copyrighted works cwned by Ehird parties are induded, credit must be shown in the
contribution. It & your responsibility to also obtsin written permission for reproduction from the copyright
owners. For mone infarmation visk Wiley's Copyright Terms & Conditions Fag.

The corresponding author is resporsible for obtaining written permission to reproduce the material “in print
and other media® from the publisher of the ariginal source, and for supplying Wiley with that permission upan
subrnission.

Title Page
The title page should contain:

i & brief informative title containing the major key words. The tithe should not contain abbreviations (see
Wiley's best practice SEO tips);
ii. A short running title of leis than 50 charadters;
fii. The full names of the authors;
iw. The author's institutional affiliations where the waork was conducted, with a footmote for the author's
present address if different from where the work was conducted;
v Ackmowledgments;
wi. Conflicts of interest (if declaredt
vil. Ethical approwal statement.
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Impartant: Veterinory Ophthalmolegy operates a double-anonymized peer review policy. Pleass
anonymize your manuscript and prepare a separate title page containing author details.

Maiin Text File

The main text file should be in Word or POF format. As Veterinony Opfattalmodogy operates a double-
anonymized peer review process, authors are reguired to provide an anonymized main text file upon initial
submission. The ancnymized version should have no obvious references or hints & to the awthors” country or
region. The laboratory institution/practice information should be remaoved from the ancnymmized version and
written as 000 -anonymmized for review-". Authors of manuscripts which proceed to revision stage will be
asked to provide a deanonymized version, in addition to their anonymized version, upon submission of their
revisian.

Please note: It is no longer reguired to include the location of the manufacturer when providing
rmanufacturer information (equipment, devices, and resgents).

Yaur main docurment file should include:

* A short infarmative title containing the major bey wonds. The title should not contain abbresiations;

= Abstract stroctured (Objectve; Animal Studied, Procedurefs), Results, and Conclusions];

* Six beywords (please ensure these are not already included within your tithe guidance on keywords
creation is available on 'Wiley Author Servicss]

Main body: formatted as introdection, materiaks & methods, results, discussion andior conclusion;

» Referenoes;

Tables {each table complete with tithe and footnates];

Figure legends: Legends should be supplied as a complete list in the text. Fgures should be uploaded as
separate files (See below).

&

& ®

Reference Style

This journal uses AMA reference style. Review your reference style guldelines prior to submission. As
Weterinary Ophtfraimalogy offers Free Format submission, however, this is for information only and you do not
nesd to format the references in your artiche. This will instead be taken care of by the typesetter.

Figures and Supporting Information

Figures, suppoarting information, and appendices should be supplied a5 separate files. You should review the
basic figure requirements for manuscripts for peer review, a5 well as the mare detailed post-acceptance
figure requirements. View Wiley's FAQs on supporting information.

Embedded Rich Media

Weterinary Ophtfraimalogy has the option for authors to embed rich media (Le. video and awdio) within their
final artiche. These files should be submitted with the manuscript files online, wing either the “Embedded
Wideo" or "Embedded Audic® file designation. if the video/audio incdudes dialogue, a transcript should be
induded & & separate file. Maximum file sioe is 300 MB, and the combined manuscript files, incheding
wideo, audio, tables, figures, and text must not exceed 350 MB. For full guidance on accepted file ypes
and resalution please ses here.

Ensure sach file is rumbered {eg. Videa 1, Video 2, etc.). Legends for the rich media files should be placed at
thee end of the article.
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The cantent of the video should nat display owert product advertising. Educational presentations are
encouraged.

Any narration should be in English, if possible. A typed transcript of any speech within the videatawdio shauld
be provided. An English translation of any non-English speech should be provided in the trarscript.

All ermbedded rich media will be subject to peer review. Editors reserve the right to reguest edits to rich media
files as a condition of acceptance. Contributors are asked to be sucdnct, and the Editors reserve the right to
require shorter videos/awdio duration. The videsfaudio should be high guality (both in content and
visibility/audibility). The videafaudia should make a specific point; particulary, it should demonstrate the
features described in the text of the manusoript.

Participant Consent: |t is the responsibility of the corresponding author to Seek informed consent from any
identifiable participant in the rich media files. Masking a participant’s eyes, or excluded head and shoulders is
not sufficent. Please ensure that a consent form (hittps:/fauthorsendoss wiley .comiauthor-
respurcesjournal-duthorsflicensingflicensing-info-fags.html) is provided for each participant.

Peer Review

This journal operates under a double-anonymized peer review model. Except where atherwise stated,
rmanusoripts are peer reviewed by at least two anonymous reviesers and an Editorial Board Member. Papers
will cnly be sent to review if the Editor-in-Chief detenmines that the paper meets the appropriate quality and
redevance requirements.

Authors may suggest potential reviewers that have expertise in the field and can provide an unbiased
evaluation. Previous or current mentors, mentess, collaborators, colleagues, or personal relations are naot
suitable recommendations. Authors can ako oppose revesers who would have a conflict of interest in
reviewing their manuscripts.

The reviewers’ comiments are reviewed by an Editorial Board Member who makes a recommendation on the
suitability of the repart for publication to the Editor-in-Chief, who makes the final decision. The editors reserse
the right to seek consultation on appropristeness of study design, survey instruments, and methods used for
statistical analysis of data.

Manuscripts that report studies that are otherwise scientifically sound may be rejected before or after peer
review because they lack breadth of appeal, impact, or are outside the interest area of the journal. Likewise,
studies that are simply additive to the literature and do not provide substantial dscovery, mechanistic irsight,
challenge dogrna, ar highlight novel understanding are not likely to be considered suitable for publication.

Manuscripts that are poarly prepared or written or do not follow ethical guidelines will be returned without
pesr review. it & the authors' responsibility to submit manuscripts that are written in a style that enhances
readability (clear, direct, concise, with appropriste grammar and spelling). Authors with limited experience in
soientific writing in English are encouraged to seek assistance from professional editing services.

-t hmissions, e popers outhored by Editors or Editoriol Board members af the title, wilf be sent to Fditors
wnffitisted with the awtihor or instifution ond monifored carefilly to ensure there is mo peer review Bios.

Wiley's policy on the confidentiality of the review process & available here

fppeals and Complaints

Austhars may appeal an editorial decision if they feel that the dedsion to reject was based on either a
significant misunderstanding of a core aspect of the manuscript, a failure to understand how the manuscript
advances the literature or concerns regarding the manuscript-handling process. Differences in opinion
regarding the novelty or significance of the reparted findings are not considered as grownds for appeal. Ta
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raise an appeal, please contact the journal by ermail, quoting your manusoript ID number and explaining your
rationale for the appeal. The editor’s decdsion following an appeal consideration is final

T raise a cormnplaink regarding editarial staff, palicy or process please contact the journal in the first instance.
If you believe further support cutside the journal’s management is necessary, please refer to Wiley's Best
Practice Guidelines on Research Integrity and Publishing Ethics.

Refer and Transfer Program

Wiley believes that no valuable research should go unshared. Veterimary Ophthoimology participates in Wilsy™s
Refer & Transfer program. Ifyour manusoript is not accepted, you may receive a recormmend ation to transfer
your manuscript to another suitable Wiley journal, either through a referral from the journal’s editor or
through owr Transfer Desk Assistant.

Guidelines on Publishing and R ch Ethics in Journal Articles

Weterinary Opitfraimalogy requires that you indude in the manuscript details of ethical review board approvals,
ethical treatrment of human and animal reseanch participants, and gathering of informed consent, a5
appropriate. Yau will be expected to declare all conflicts of interest, or none, on submission. Please redies
Wiley's policies surmounding human studies, animal studies, dinical trial registration, biosecurity, and

research reporting guidelines.

This journal follows the core practices of the Committes on Publication Ethics {COPE) and handles cazes of
re=earch ard publication misconduct accardingly (httpsfpublicationeth ics.orgfoore-practices ).

This journal uses Thenticste's CrossCheck software to detect instances of overlapping and similar text in
submitted manuscoripts. Read Wiley's Top 10 Publishing Ethics Tips for Authors and Wiley's Publication
Ethics Guidelines.

Guidelines for Ethical Research in Veterinary Ophthalmology (GERVO)

The jaurnal reserves the right to dedine to publish manuscripts that do not comply with the Guidelines for
Ethical Research in Veterinary Ophthalmology {GERWO), swch as the appropriste regulstory approwal is not
reparted, the journal his concerns about the welfare or treatment. of animals used in the study, there &
reagan ko believe that animals have been subjected to unnecessary or avaidable pain or distress or the
|owrnal has concerns about involvement of people in the study.

The jaurnal is rot obiged to reveal the basi for such a decision.

The Jaurnal may request further information about care and use of animals, or imvolvement of people,
induding evidence of regulatory approval or compliance with local regulations.

Ethical Approval Statement

We require that authors indicate during submission of their manuscript iff the study reguired institutional or
povernmental approval in the jursdictian in which it was conducted, ard whether such approval was granted.

To confirm adherences to the journals ethicsl polickes, including compliance with the Guidelines for Ethical
Research in Veterinary Ophthalmology (GERWO), authors must provide an Ethical Approval Statement. Flease
select (and edit accordingly) the mast suitable Ethical Approval Staternent from our templated stastements
agsilable here: Templates for Ethical Approval Statements. The finalised statement should be induded in the
Title Page.

Conflict of Interest
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Weterinary Cphtfralmalogy requires that all authors indude a conflict of interest staternent (this should be
included in the Tithe Page). Any interest or relationship, financial or otherwise, that might be peroeived as
influsncing an authar's ohjsctivity is considered a patential source of conflict of interest. These must be
disclosed when directly relevant ar indirectly related to the work that the authors describe in their
manuscript. Potential sources of conflict of imterest indude but are not limited to patent or stock ownership,
membership of a cormpany board of directors, membership of an advisory board or committes for a
company, and consultancy for or receipt of speaker's fees from a company.

If authors are unsure whether a past or present affilistion or relationship shouwld be disdosed in the
rmanusoript, they can query the editorial office at vop.office@wiley.com. The existence of a conflict of interest
does not preclude publication in this jpurnal. if the authers have no conflict of interest te declare, they
st also state this in the manuscript and at submission. It & the resparsibility of the correspanding
authar to review this policy with all avthors and collectinely to list in the manuscript, and in the online
submission system ALL pertinent commercial and aother relationships.
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3. After Acceptance

Wiley Author Services

When an accepted artice is received by Wiley's production team, the correspanding author will receie an

email asking them to login or register with Wiley Author Services. You will be asked to sign a publication
lipense at this point as well 2= pay for any applicable APCs.

Copyright & Licensing

You may choose to publish under the terms of the joumals standard copyright agreement, or Open Access
under the terms of a Creative Commoans License.

Standard re-use and licensing rights vary by journal. Note that certain funders mandate a particular type of
CC licerae be u=ed. This joumal uses the CC-BYACC-BY-NCACC-BY-MC-ND Creative Commans License.

SelfArchiving Definitions and Polides: Note that the journal’s standard copyright agreement allows for self-
archiving of different versions of the artide under spedific conditions.

Early View

Upon publication, articles are available as full bext HTML or POF in Early Yiew prior to inclusion in an issue and
can be dted as references wsing their Digital Object Identifier {DOH) rumber.
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Proafs

Austhors will receive an e-mail notification with a ink and instructions for acoessing HTML page proofs anline.
fusthors should alo make sure that any renumbered tables, figures, or references match test citations and
that figure legends correspond with text citations and actual figures. Proofs must be returmed within 48 bours
of receipt of the emai.

Artice Prormation Support

Wiley Editing Services offers professional video, design, and writing services to create shareable video
ahstracts, infographics, conference pasters, lay summaries, and ressarch news stories for your research —sa
you can help your research get the attention it deserves.

Author Mame Change Policy

In cases where suthors wish to change their name following publication, Wiley will update and republish the
paper and redeliver the updated metadata to indexing services. Our editorial and production teams will use
discretion in recognizing that name changes may be of a sensitive and private nature for variows reasons
indluding {but not limited to) alignment with gender identity, or as a result of marriage, divoroe, or religious
conyersion. Accordingly, to protect the author's privacy, we will not publish a correction notice to the paper,
and we will not notify co-authors of the change. Authars shauld contact the journals Editoral Office with their
name change request.

Correction to Authaorship

In accordance with Wiley's Best Practice Guidelines on Ressarch Integrity and Publishing Ethics and the
Committes on Publication Ethics” guidance, Veterinory Opftiolmokgy will allow suthors to cormect suthorship
an a submitted, accepted, or published articke if a valid reason exists to do 0. All authors — including thoss ta
be sdded or remaved —must agree to any proposed change. To request a change to the suthor list, please
coamiplete the Request for Changes to a jJournal Article Author List Form and contact either the journal's
editorial or production office, depending an the status of the artide. Authorship changes willl not be
considered without a fully completed Author Change form. [Correcting the autharship & different from
changing an author's name; the relevant policy for that can be found in Wiley's Best Practice Guidelines
under “Author name changes after pl.lﬂll:al']nﬂ."
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