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AVALIACAO CLINICA E HISTOPATOLOGICA DO POLiM,ERO
POLI(BUTILENO ADIPATO-CO-TEREFTALATO) (PBAT) EM CORNEA DE
COELHOS E APLICACAO NO TRATAMENTO DE ULCERAS DE CORNEA

EM CAES

RESUMO - As ceratites ulcerativas sdo comuns na rotina do médico veterinario
de pequenos animais, visto que a cornea é uma estrutura vulneravel devido
sua exposicdo ao meio externo. Por compreender uma das estruturas
responsaveis pela refracado luminosa e participante do mecanismo de formacao
da imagem, é de extrema importancia a integridade da anatomia e
transparéncia da cérnea para esta continuar desempenhando suas funcdes.
Estudos ainda séo realizados com o intuito de viabilizar opcfes terapéuticas
cirirgicas para o tratamento de Ulceras de cOrnea complicadas, tentando
alcangar uma cicatrizagdo com um menor dano a estrutura corneal e menor
opacidade cicatricial, devolvendo a transparéncia da coOrnea. Visto que o0s
polimeros biodegradaveis tem se mostrado alvo de pesquisas atuais para
aplicacbes meédicas, com este estudo objetivou-se avaliar originalmente a
biocompatibilidade da membrana do polimero poli(butileno adipato-co-
tereftalato) (PBAT) na cérnea e posterior aplicacao clinica deste material nas
ceratites ulcerativas profundas. Para tal, foi realizada avaliacdo clinica
experimental e histopatologica apos enxertia interlamelar do PBAT em cornea
de coelhos, ao longo de 60 dias, e acompanhamento da evolucao clinica do
emprego da membrana de PBAT no tratamento de ceratites ulcerativas
complicadas em cées, comparando ao uso do enxerto conjuntival, ao longo de
90 dias. Devido aos baixos sinais de inflamacdo corneal clinicos e
histopatolégicos nos coelhos e a cicatrizagdo corneal em todos os cées, sem
ocorréncia de déficit visual, com o presente estudo acreditamos ter viabilizado
mais uma opcao terapéutica para as ceratites ulcerativas na medicina
veterinaria.

Palavras-chave: biocompatibilidade, ceratites ulcerativas, ceratoplastia



CLINICAL AND HISTOPATHOLOGICAL EVALUATION OF POLY
(BUTYLENE ADIPATE-CO-TEREPHTHALATE) POLYMER (PBAT) IN
RABBIT CORNEA AND APPLICATION IN THE TREATMENT OF CORNEAL
ULCERS IN DOGS

ABSTRACT - Ulcerative keratitis are common in the routine of a small animals
veterinary doctor, given that the cornea is a vulnerable structure due to its
exposure to external environment. For containing one of the structures
responsible for light refraction and participant in the mechanism of formation of
images, it is of extreme importance the integrity and transparency of the cornea
in order for it to continue to develop its functions. Studies are still performed
with the intent of making feasible surgical therapeutic options for the treatment
of complicated corneal ulcers, trying to reach cicatrization with less damage to
the corneal structure and less scar opacity, seeking corneal transparency.
Given that biodegradable polymers have been target of current research for
medical applications, the objective of this study was to evaluate originally the
biocompatibility of the poly (butylene adipate-co-terephthalate) polymer (PBAT)
in the cornea and posterior clinical application of this material in deep ulcerative
keratitis. It was performed clinical and histopathological evaluation after
interlamellar grafting of PBAT in the cornea of rabbits, over 60 days, and follow-
up of the clinical evolution of PBAT membrane in the treatment of complicated
ulcerative keratitis in dogs, comparing to the use of conjunctival graft, over 90
days. Due to low levels of clinical and histopathological corneal inflammation
found in rabbits and corneal cicatrization in all dogs, without occurence of visual
deficit, with this study we believe it was made feasible another therapeutic
option for ulcerative keratitis in veterinary medicine.

Keywords: biocompatibility, ulcerative keratitis, keratoplasty.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

A tunica mais externa do bulbo do olho é constituida pela esclera, que é
opaca, e pela cérnea, transparente; a zona de transicdo entre elas é
denominada limbo (GALERA; LAUS; ORIA, 2009; GILGER; BENTLEY;
OLLIVIER; 2007; SLATTER, 2005). Cabe a tdnica externa, também
denominada tunica fibrosa, a manutencdo da forma do bulbo do olho
(GALERA; LAUS; ORIA, 2009)

A coérnea atua ainda como barreira estrutural e infecciosa entre as
estruturas intra-oculares e o0 meio ambiente (DELMONTE; KIM, 2011;
GALERA; LAUS; ORIA, 2009; GELATT, 2003), e sua transparéncia lhe confere
ser o mais importante meio de refracdo do sistema ocular (DELMONTE; KIM,
2011). Esta é mantida devido a auséncia de vasos, células sanguineas e
pigmentos, controle do conteddo aquoso, disposi¢ao regular e organizada das
fibras coldgenas e por constituir uma superficie éptica lisa, gracas ao filme
lacrimal pré-corneal (SLATTER, 2005).

Nas espécies domésticas, o diametro horizontal da cérnea é maior do
gue o diametro vertical, e sua espessura usualmente € inferior a 1 mm. Em
caninos, € mais espessa no centro (SLATTER, 2005), possuindo 0,558 +0,076,
e 0,617 +0,073 na periferia dorsal (GELATT, 2003).

E ricamente inervada por fibras amielinicas (GALERA; LAUS; ORIA,
2009) oriundas do nervo trigémio (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007), e
consiste em um dos tecidos mais sensiveis do organismo (DELMONTE; KIM,
2011). Caes dolicocefalicos possuem a cérnea mais sensivel, quando
comparado aos mesocefalicos e braquicefalicos (GILGER; BENTLEY;
OLLIVIER, 2007).

A cOrnea é composta por quatro camadas: epitélio, estroma, membrana
de Descemet e endotélio (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007). O epitélio
corneal é simples, escamoso e nao-queratinizado, com padrdo basico de
membrana basal, células epiteliais basais, células aladas e células superficiais
escamosas (SLATTER, 2005). As células basais sdo aderidas a membrana



15

basal por hemidesmossomos (SLATTER, 2005; HERRERA, 2008). As células
superficiais possuem projecdes vilosas pequenas que ancoram a camada
mucoide profunda do filme lacrimal pré-corneal (SLATTER, 2005). A membrana
basal do epitélio é composta de coldgeno, lamininas, hialuronato de sédio e
fibronectinas (GALERA; LAUS; ORIA, 2009).

O estroma constitui 90% da substancia corneal, e € composto por
fibrécitos, ceratocitos, coldgeno e substancia fundamental. As fibrilas colagenas
paralelas formam lamelas com espacamento regular, com linfécitos
entremeados, macrofagos e neutrdfilos, e junto com os glicosaminoglicanos e
as glicoproteinas formam o suporte da estrutura corneal (SLATTER, 2005).

A membrana de Descemet, localizada posteriormente ao estroma e
anteriormente ao endotélio, € a membrana basal do endotélio, possui
elasticidade e aumenta sua espessura com a idade (SLATTER, 2005), ja que &
produzida constantemente (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007). E delgada,
homogénea, acelular, e produzida pelo endotélio (HERRERA, 2008).

O endotélio tem a espessura de uma célula e se localiza posteriormente
a membrana de Descemet, revestindo a camara anterior (SLATTER, 2005).
Suas células com formato hexagonal aumentam de tamanho e diminuem em
quantidade com a idade. Cées jovens apresentam 2500 a 2800 células
endoteliais por mm?, e injlrias endoteliais resultam em diminuicdo desta
densidade, o que sustenta a capacidade de mitose limitada do endotélio
corneal (GELATT, 2003; GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007). Devido sua
alta atividade metabolica, células endoteliais contém mitocondrias numerosas e
reticulo endoplasmatico liso e rugoso abundante (SLATTER, 2005).

A maioria da requisicdo energética dos tecidos corneais é fornecida pelo
metabolismo da glicose, onde aproximadamente dois tercos sdo metabolizados
pelo caminho Embden-Meyerhof e pelo ciclo de Krebs e um terco pela
derivacdo monofosfato hexose. O oxigénio € disponivel pelo humor aquoso,
filme lacrimal pré-corneal e atmosfera, plexo capilar limbico e capilares da
conjuntiva palpebral, j& que este érgdo se trata de uma estrutura avascular
(SLATTER, 2005).
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A cérnea € uma estrutura naturalmente circundada por meios liquidos,
como € o humor aquoso e a lagrima (HERRERA, 2008); portanto, o controle
energia-dependente de dgua ou manutencdo do estado de deturgescéncia da
desta é muito importante para manter sua transparéncia (GELATT, 2003;
HERRERA, 2008; SLATTER, 2005).

As células endoteliais e o epitélio realizam o controle de agua no
estroma, através de suas grandes quantidades de ions sédio e potassio
ativados pela ATPase, associados a bomba de sodio (GELATT, 20083;
SLATTER, 2005). A funcdo de barreira do endotélio resulta de juncdes
celulares apertadas (tigh junctions), conhecidas como zonula occludens e
dependem de ions calcio (GELATT, 2003).

Devido a caracteristica avascular e construcdo compacta da cornea,
alteracbes que podem ser brandas em outros tecidos podem alterar
imensamente a transparéncia e sao mais significantes neste 6rgao (SLATTER,
2005). A cicatrizacdo corneal é um processo complexo envolvendo a acgao
integrada de mdltiplas proteinases, fatores de crescimento e citocinas
produzidas pelo epitélio, ceratécitos estromais, células inflamatérias e
glandulas lacrimais (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007).

O epitélio da cérnea apresenta grande capacidade de regeneracao
(SLATTER, 2005). LesBes no epitélio sdo reparadas através do deslizamento e
mitose de células epiteliais (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007). O
deslizamento das células circunjacentes a margem da lesdo inicia
aproximadamente 60 minutos decorridos da agressdo (GALERA; LAUS; ORIA,
2009; GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007).

Uma vez as células tendo recoberto o defeito, o que ocorre em 4 a 7
dias ou menos, mitose ocorre e a superficie epitelial em camadas mdultiplas é
reconstituida (SLATTER, 2005), restaurando sua espessura original (GALERA;
LAUS; ORIA, 2009). Em aproximadamente 2 semanas, o epitélio corneal é
completamente reconstituido (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007). Durante
este processo, melandcitos do limbo podem ser levados para o interior de
areas previamente transparentes (SLATTER, 2005).
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Feridas epiteliais que envolvem toda a extensao da cornea, chegando ao
limbo, podem, inicialmente, ser reparadas por conjuntivalizacdo - nome que se
d& ao recobrimento por epitélio conjuntival — e, posteriormente, remodeladas
por epitélio corneal (GALERA; LAUS; ORIA, 2009).

Defeitos estromais superficiais sdo preenchidos por faces epiteliais com
o deslizamento epitelial sobre o defeito e mitose local. Em defeitos profundos, o
epitélio rapidamente recobre a superficie, e infiltracdo e regeneracado ocorrem
no estroma subjacente. Feridas estromais descomplicadas sofrem cicatrizacao
avascular, porém em lesdes infectadas e destrutivas, a cicatrizacao
vascularizada ocorre, semelhante ao que acontece em outros tecidos
(SLATTER, 2005).

Na cicatrizac@o avascular, neutrdfilos se infiltram e envolvem a lesédo sob
influéncias quimiotaticas, através do filme lacrimal e vasos conjuntivais. Os
ceratocitos na area acometida morrem, e nas areas circunjacentes estes se
transformam em fibroblastos e migram para a lesé@o, onde sintetizam colageno
e mucopolissacarideos da substancia fundamental (GILGER; BENTLEY;
OLLIVIER, 2007; SLATTER, 2005). Um recobrimento epitelial auxilia esses
processos e, se este estd ausente, a cicatrizacdo € mais lenta. Apés
aproximadamente 48 horas da lesdo, macrofagos invadem o local agredido e
removem os residuos celulares e se transformam em ceratocitos em um
periodo mais tardio (SLATTER, 2005).

O coladgeno depositado sera remodelado, tornando-se mais compacto,
porém nao ha organizacdo fibrilar uniforme (GALERA; LAUS; ORIA, 2009:
GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007). Dentro das semanas seguintes a
densidade da cicatriz diminui, porém ndo desaparece. Na cicatrizacdo
vascularizada de lesbes destrutivas, a infiltragdo celular € mais extensa e ha
formacao de uma cicatriz mais densa (SLATTER, 2005).

Lesbes perfurantes na membrana de Descemet cursam com danos
graves as células endoteliais (GALERA; LAUS; ORIA, 2009). Em decorréncia
de sua elasticidade, a membrana de Descemet se retrai quando danificada e

enrola-se em direcdo a camara anterior, expondo pequena area de estroma.
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Células endoteliais adjacentes deslizam para recobrir a area e € formada uma
nova membrana de Descemet (SLATTER, 2005).

A regeneragdo do endotélio se da pela divisdo mitética e aumento no
tamanho das células, simultaneamente (GALERA; LAUS; ORIA, 2009),
ocorrendo quase sempre edema corneal e opacidade permanentes. Em lesdes
extensas, o endotélio ndo pode recobrir a area e uma regido de tumefacao e
estroma edematoso persiste (SLATTER, 2005).

Também estdo envolvidos no processo de reparacao corneal as enzimas
proteoliticas e os fatores de crescimento. A manutencdo e reparo da matriz
extracelular estromal requer um balanco entre sua sintese, degradacédo e
remodelacdo. As enzimas proteoliticas tém papel importante na degradacéo e
remodelacdo da matriz extracelular estromal, e sua acdo excessiva é
controlada por inibidores de proteinases naturais existentes no filme pré-
corneal e cOrnea, como o inibidor de proteinase o-1, a2-macroglobulina e
inibidores de metaloproteinases (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007). Um
desbalanco entre as enzimas proteoliticas e os inibidores de proteinases pode
levar ao denominado melting corneal (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007;
ION; IONASCU; BIRTOIU, 2015) ou ser a causa da nao cicatrizacéo de Ulceras
superficiais (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007).

As enzimas proteoliticas sdo produzidas por microorganismos, células
inflamatorias, células epiteliais corneais e fibroblastos, e as mais importantes
compreendem as metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2, MMP-9) e as proteases
(GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007).

Os fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidérmico
(EGF), fator de crescimento transformador beta (TGFf) e fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) regulam a cicatrizacdo corneal, apresentando
fungBes como estimular a sintese de proteina e mitose epitelial e estromal,
estimular a sintese de matriz extracelular e quimiotaxia de células inflamatorias,
e estimular a sintese de fibronectina, acido hilaurénico e colagenase,
respectivamente (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007).
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As principais reacdes corneais a doencas incluem edema,
vascularizacéo, formacéao cicatricial, pigmentacéo, infiltracdo celular e acamulo
de substancia anormal no interior da cérnea (SLATTER, 2005).

O edema resulta quando excesso de fluido se acumula no interior do
estroma e forca a divisdo das lamelas colagenas, implicando a perda da
transparéncia (GALERA; LAUS; ORIA, 2009; GELATT, 2003; SLATTER, 2005).
Decorre de disturbios no epitélio, no endotélio ou em ambos (GALERA; LAUS;
ORIA, 2009; GELATT, 2003), j& que S&o responsaveis por manter a
deturgescéncia corneal, conforme ja discutido. A cérnea se apresenta azul-
nebuloso, podendo ocorrer em areas localizadas ou em toda a coOrnea
(GALERA; LAUS; ORIA, 2009; SLATTER, 2005).

A bomba endotelial possui maior atividade, jA que deve opor-se a
pressdo intraocular; assim, edemas corneais evidentes e difusos sao
decorrentes de uma lesdo endotelial (HERRERA, 2008). Se o equilibrio de
fluido for reestabelecido e a causa removida, € usualmente reversivel. Quando
cronico pode resultar em vascularizacdo ou ceratopatia bolhosa (GALERA;
LAUS; ORIA, 2009; SLATTER, 2005).

A vascularizacdo corneal ocorre em resposta a inumeras condicdes e
pode ser superficial ou profunda. A primeira ocorre no ter¢co anterior do
estroma, geralmente apresenta vasos mais vermelho-vivos e ramificados, e
continuos com a circulagdo conjuntival do limbo. Ja na vascularizacdo
profunda, os vasos sdo continuos com a circulagéo ciliar e desaparecem no
limbo, além de se apresentarem com coloracdo vermelho-escuro e mais
retilineos. A profundidade dos vasos invasores indica a profundidade da lesdo
corneal primaria (GALERA; LAUS; ORIA, 2009; SLATTER, 2005); dessa forma,
a vascularizacdo superficial apresenta-se decorrente de processos irritativos na
superficie corneal (ceratites superficiais), enquanto a profunda ocorre em
processos estromais e uveais (ceratites profundas e uveites) (HERRERA,
2008). Geralmente, a vascularizacdo é benéfica, porém resulta em diminui¢ao
da transparéncia corneal e migracdo de pigmento (GALERA; LAUS; ORIA,
2009; SLATTER, 2005).
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As fibrilas colagenas produzidas pelos ceratdcitos, fibroblastos e
macrofagos invasores de uma lesédo estromal ndo se dispdem em um padrao
regular, o que resulta em reducédo da transparéncia e interfere na refratividade
da cérnea. Quanto mais profunda a lesdo inicial, mais densa é a cicatriz
formada e menor a chance de retorno da transparéncia (SLATTER, 2005).

A pigmentacdo corneal comumente esta associada a processos
inflamatérios cronicos (GELATT, 2003; GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007) e
ocorre no epitélio ou estroma. O pigmento estromal se origina a partir da
proliferacdo dos melanoblastos limbicos, enquanto o pigmento no epitélio surge
da camada basal (GALERA; LAUS; ORIA, 2009; GILGER; BENTLEY;
OLLIVIER, 2007; SLATTER, 2005). Em casos cronicos, o epitélio corneal pode
se reverter para um padrdo simples semelhante a pele, com espessamento,
formacdo cilindrica em rede e queratinizacao (SLATTER, 2005).

Devido a maior exposicdo da cérnea a condicdes externas e as
enfermidades dos anexos oftalmicos (HERRERA, 2008), as ceratites
ulcerativas encontram-se entre as afecc¢des oculares mais frequentes em céaes
(GELATT, 2003; GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007; HERRERA, 2008),
possuindo maior incidéncia nos caes de racas braquicefalicas (HERRERA,
2008). Compreendem lesdes em que ha perda do epitélio corneal, com
exposicdo de porcdes variaveis do estroma (GALERA; LAUS; ORIA, 2009;
GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007; SLATTER, 2005) e sdo consideradas
uma emergéncia oftdlmica, ja que podem progredir para exposicdo da
membrana de Descemet — denominada descemetocele — e perfuracdo da
cornea, com danos, por vezes, irreversiveis e com deéficit visual completo
(GALERA; LAUS; ORIA, 2009).

Podem ser classificadas quanto a sua profundidade, isto €, superficial,
profunda, descemetocele e perfurada, ou sua causa. A Ulcera de coérnea
profunda se caracteriza por acometer 50% ou mais da espessura estromal, e a
descemetocele quando h& exposicdo da membrana de Descemet (GELATT,
2003; GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007). Ulceras superficiais n&o
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complicadas cicatrizam rapidamente, e com minima formac&o de cicatriz
(GELATT, 2003).

Todas as Uulceras tém potencial para endoftalmite, se ndo tratada
corretamente (SLATTER, 2005), e podem resultar também em glaucoma e
phitisis bulbi, acarretando na perda do bulbo do olho (GILGER; BENTLEY;
OLLIVIER, 2007).

Dentre as causas das ceratites ulcerativas, as mais comuns
compreendem traumas, anormalidades palpebrais, ciliares e do aparelho
lacrimal, infeccdes (bacterianas, micéticas ou virais), origem neurotrofica e
lesGes quimicas. Quando profunda, causas iatrogénicas também devem ser
consideradas, como o uso inadequado de corticéides ou outros agentes
capazes de retardar a cicatrizacdo ou potencializar a infeccdo (GALERA;
LAUS; ORIA, 2009).

O melting corneal, também denominada ceratomaléacia, € um fator
complicador das Ulceras de cornea (GALERA; LAUS; ORIA, 2009), e quando
instalada apresenta-se com aspecto gelatinoso e coloragdo acinzentada nos
bordos da lesao; perfuracéo pode ocorrer em 24 a 48 horas (HERRERA, 2008;
SLATTER, 2005). Atualmente, vem sido descrita a técnica de cross-linking para
tratamento de melting corneal (POT et al., 2014; SPIESS et al., 2014), visto que
se trata de uma condicdo de progressdo rapida e potencial perda da visédo
(ION; IONASCU; BIRTOIU, 2015).

O diagnéstico das ceratites ulcerativas é dado através do histérico,
sinais clinicos (blefaroespasmo, fotofobia, descarga ocular de consisténcia,
aspecto e intensidade variaveis - conforme o agente envolvido - e pateamento)
e o teste de tingimento com fluoresceina (GALERA; LAUS; ORIA, 2009;
GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007). O corante se fixa ao estroma da
cornea, que é hidrofilico, porém nédo cora a membrana de Descemet - em
casos de lesbes mais profundas e sua consequente exposi¢cdo - uma vez que
esta é hidrofobica (GALERA; LAUS; ORIA, 2009). Outros sinais clinicos que
podem estar presentes sdo miose e flare do aquoso (GILGER; BENTLEY;
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OLLIVIER, 2007), e menos comumente o hipdpio, visto que a ulceragéo corneal
causa uveite secundaria (SLATTER, 2005).

E essencial que a causa da Ulcera seja identificada, ja que se esta néo
for eliminada ndo havera resolugcédo do quadro (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER,
2007; HERRERA, 2008). Ainda, medidas terapéuticas devem ser adotadas
para criar um ambiente ideal para reparacdo da lesdo e prevencdo da sua
progressao (SLATTER, 2005).

O tratamento clinico deve ser instituido com o emprego de
antibioticoterapia, midriaticos/cicloplégicos, inibidores de metaloproteinases e
antiinflamatorios ndo esteroides, além do uso do colar elisabetano, a fim de
evitar a automutilagio (GALERA; LAUS; ORIA, 2009). Os antibidticos de
escolha nas Ulceras estromais profundas progressivas sao a tobramicina ou
uma fluorquinolona, como a ciprofloxacina ou moxifloxacina, com frequéncia
intensa (a cada 1-2 horas) (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007).

Entretanto, quando estamos frente a uma Ulcera profunda,
procedimentos cirdrgicos que envolvem as técnicas de suporte também sao
requeridos (GALERA; LAUS; ORIA, 2009; GELATT, 2003). A indicacio
cirirgica parte de que a cornea sofre, no caso de uma Uulcera profunda,
destruicdo rapida do colageno, e o processo de vascularizacdo tem inicio 4 ou
5 dias ap0s a agressédo, sendo necessario alguns dias para alcancar o local da
Ulcera (HERRERA, 2008). Assim, técnicas cirargicas fornecem uma base
mecanica de protecdo, somada ao aporte vascular (GELATT, 2003;
HERRERA, 2008).

Dentre as técnicas descritas, a mais comumente utilizada € o emprego
de recobrimentos conjuntivais (GELATT, 2003; GILGER; BENTLEY; OLLIVIER,
2007; HERRERA, 2008; HOLLINGSWORTH, 2003), haja visto a variedade de
técnicas para realizacdo (pediculado, bipediculado, livre, 180° e 360°) e sua
versatilidade (HOLLINGSWORTH, 2003). Além do suporte mecanico e trofico,
que disponibilizam a lesdo leucdcitos, anticolagenases naturais como a o2-
macroglobulina e antibioticos sistémicos, 0s enxertos conjuntivais fornecem

tecido fibrovascular para preencher o defeito corneal. Estes consistem em
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tecido conjuntival dissecado finamente, sem abordar a capsula de Tenon,
seguido de transposicao para a cornea, recobrindo o defeito epitelial (GILGER;
BENTLEY; OLLIVIER, 2007).

Os recobrimentos conjuntivais sdo comumente realizados a partir da
conjuntiva bulbar, porém a conjuntiva palpebral também pode ser utilizada. A
desvantagem do segundo leito, quando ndo é utilizada a técnica livre, € a
tensdo na sutura devido a movimentacao palpebral e o alto risco de deiscéncia
do procedimento; no uso da conjuntiva bulbar, isso ndo ocorre porque o
enxerto movimenta junto com o olho. Outra causa de deiscéncia é o contato do
epitélio corneal e epitélio conjuntival, o que ndo € recomendado, visto que evita
a migracao epitelial abaixo do recobrimento (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER,
2007).

A complicacdo mais comum de qualquer dos procedimentos de enxertia
conjuntival € a deiscéncia do recobrimento da lesdo corneal, que pode ocorrer
por progressao da lesédo (GELATT, 2003), perda das suturas que sustentam o
enxerto, excessiva tensdo na conjuntiva e presenca da capsula de Tenon apés
a dissecacao (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007).

O enxerto conjuntival pediculado € provavelmente a técnica mais util e
versatil dos recobrimentos conjuntivais. E realizado determinando a base do
pediculo o mais préximo da lesdo, seguido de duas incisGes paralelas até a
regido distal que compreende a conjuntiva que vai recobrir a lesdo (1-1,5 cm da
base). O pediculo desenhado é entéo dissecado e rotacionado a fim de recobrir
a lesdo, e suturado com pontos interrompidos simples com poliglatina 910 ou
nailon, 7-0 a 9-0, com equidistancia de 1-1,5 mm. Para evitar a interrupcéo do
aporte sanguineo, ndo é realizado sutura na area da lesdo corneal proximal a
base do pediculo. ApGs 3-8 semanas, € indicado o recorte do pediculo proximo
ao limbo (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007).

O recobrimento conjuntival livre, também denominado em ilha, é
essencialmente um transplante da conjuntiva bulbar ou palpebral para a
cérnea, sempre com 0O epitélio voltado para cima, e suturado com sutura

interrompida simples ou esta combinada com sutura continua. O sucesso
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dessa técnica esta atrelado a vascularizacdo corneal resultante da leséo inicial,
que ira revascularizar o enxerto. O seu uso é descrito em Ulceras profundas e
perfuracdo corneal (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007).

Técnicas de transposi¢do corneoescleral e insercdo de um aloenxerto
corneal também estdo disponiveis (GELATT, 2003; GILGER; BENTLEY;
OLLIVIER, 2007; SLATTER, 2005). O uso de cianoacrilato também foi descrito,
no tamponamento de pequenas perfuragdes corneais (VOTE; FRACO, 2000).
Ao longo dos ultimos anos, estudos sdo conduzidos empregando-se outros
materiais alternativamente aos enxertos conjuntivais em casos de Ulceras
profundas e persistentes (FERREIRA et al., 2013).

Dentre as membranas descritas para uso nas desordens corneias na
medicina veterinaria, podem ser citadas a capsula renal equina (ANDRADE et
al., 1999), escama de sardinha (Sardinela brasilienses) (LAUS; FERREIRA E
ANDRADE, 2000), submucosa intestinal suina (BUSSIERES et al., 2004),
membrana de poliuretana vegetal derivada da mamona (MORALES et al.,
2005), membrana de celulose microfibrilar (MACEDO et al., 2010), pericardio
homologo ou heter6logo (DULAURENT et al., 2014; HUNNING et al., 2009),
submucosa de bexiga suina (CHOW; WESTERMEYER, 2015), e membrana
amniética homoéloga ou heteréloga (ANDRADE et al., 2009; FERREIRA et al.,
2013; ION et al, 2016; SAMPAIO et al, 2006; TSUZUKI et al., 2008;
VONGSAKUL et al., 2009).

Destaque se da a membrana amnidtica, que vem sendo amplamente
utilizada na aplicagdo em lesbes corneais na medicina humana e veterinaria,
visto 0 ganho na transparéncia corneal e qualidade de refracdo pos-operatoria
(ION et al., 2016), devido suas propriedades antifibrgtica, antiangiogénica,
antiprotease e anti-inflamatérias (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007).

lon et al. (2016), consideraram a membrana amnidtica a melhor opgéo
terapéutica apds ceratectomia em felinos com sequestro corneal até o
momento, observando reepitelizacdo, inibicdo da vascularizagdo corneal e da
formagdo de tecido fibroso, com bom resultado cosmético. Resultados

semelhantes quanto a qualidade da cicatriz corneal foram observados em um
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estudo com o uso da membrana amnidtica homologa em Ulceras corneais
profundas em caes (VONGSAKUL et al., 2009).

Ferreira et al. (2013) realizaram um estudo comparativo em caes com o
emprego de enxerto conjuntival 360° e implante de membrana amniética na
reparacdo corneal em Uulceras profundas, e foi observado maior taxa de
sucesso, com menos complicacdes, na utilizagdo da membrana amniética. Na
avaliagdo do uso da membrana amniodtica humana na deficiéncia induzida de
células do limbo em coelhos, foi observado um epitélio corneal neoformado
mais organizado quando comparado ao grupo em gue a membrana amniotica
nao foi aplicada, porém nao houve retorno da transparéncia corneal no tempo
de trinta dias de estudo (ANDRADE et al., 2009).

O uso das membranas de cépsula renal equina, escama de sardinha,
submucosa intestinal suina, poliuretana vegetal derivada da mamona e
pericardio homologo ou heter6logo em lesGes corneais na espécie canina,
promoveram suporte mecanico e cicatrizacdo corneal, se tornando opcdes
viaveis no tratamento de afec¢bes da cornea; entretanto, de uma forma geral,
foi observado opacidade corneal evidente no local da lesdo com o uso dos
materiais acima citados (ANDRADE et al.,, 1999; BUSSIERES et al., 2004;
DULARENT et al., 2014; HUNNING et al., 2009; LAUS; FERREIRA E
ANDRADE, 2000; MORALES et al., 2005).

Macedo et al. (2010) realizaram ceratoplastia lamelar em trinta coelhos
com o uso da membrana de celulose microfibrilar, e posterior avaliagdo clinica
e histopatologica ao longo de sessenta dias. Houve incorporacéo do implante a
cornea entre o sétimo e décimo dias pos-operatorio, e discretos sinais de
inflamacgé@o corneal, com boa transparéncia corneal aos sessenta dias, fatos
gue permitiram aos autores concluir que a membrana de celulose microfibrilar €
um material promissor para ser utilizado na cornea.

Um recente estudo avaliou 82 olhos de cdes e gatos tratados com
submucosa de bexiga suina, comercialmente disponivel (ACellVet™), cursando
com ceratites ulcerativas graves ou apoOs ceratectomia para excisdo de

sequestro corneal, concluindo que este implante € uma boa alternativa de



26

tratamento, com minimas complicacdes e discreta cicatriz final em gatos, e
opacidade cicatricial mais pronunciada em cdes, com maiores taxas de
deiscéncia nessa espécie quando comparado ao uso de técnicas
convencionais (CHOW; WESTERMEYER, 2015).

Os polimeros biodegradaveis sédo excelentes opcOes para reparar
orgaos ou tecidos, visto que degradam enquanto o novo tecido é formado, sem
deixar residuos estranhos ao organismo (MA, 2004). Os biopolimeros sintéticos
mais utilizados para este fim séo o poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicélico)
(PGA), poli(acido latico acido co-glicélico) (PLGA) e o poli(e-caprolactona)
(PCL) (OKAMOTO; JOHN, 2013).

O PLA, PGA e PLGA sdo amplamente utilizados em fios de suturas
aprovados pela FDA (US Food and Drug Administration), por apresentarem
biocompatibilidade e producdo de componentes de degradacdo ndo téxicos
(OKAMOTO; JOHN, 2013). Peng et al. (2011) testaram a biocompatibilidade e
degradacdo do PLGA subconjuntival em coelhos, e ndo observaram reacao
inflamatédria significativa. O PLGA também tem sido estudado no cultivo de
células do limbo, se mostrando um excelente meio reservatério de células para
reparacao corneal (ORTEGA et al., 2013).

O PCL também tem sido utilizado na medicina humana, como em
dispositivos de liberacdo controlada de farmacos (BORDES; POLLET;
AVEROUS, 2009) e, atualmente, vem se mostrando um material promissor na
engenharia de tecidos para aplicacdo na cornea (SALEHI et al., 2014; SALEHI
et al., 2017; STAFIEJ et al., 2017). O copolimero PLGA-poli(etileno glicol)PEG-
PLGA em termogel também ja foi testado em lesbes corneais em coelhos
(PRATOOMSOQOT et al., 2008), e tem sido estudado para uso em liberacdo de
drogas, por via local/tépica (GAO et al., 2010) e subconjuntival (CUMING et al.,
2017).

O polimero poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) é um copoliéster
alifatico-aromatico com base nos mondémeros de 1,4-butanodiol, acido adipico
e acido tereftalico (HERRERA et al., 2002; FUKUSHIMA et al., 2012), que
embora seja biodegradavel, € um polimero sintético adquirido a partir de
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derivados do petréleo. E altamente flexivel, com elevado alongamento a
ruptura (BORDES; POLLET; AVEROUS, 2009), semicristalino e termoplastico
(SIGNORI; COLTELLI; BRONCO, 2009).

As propriedades do PBAT in vivo ainda sao pouco estudadas. Poucos
relatos aventam a possibilidade de sua utilizacdo para aplicacdes clinicas
(FUKUSHIMA; RASYIDA; YANG, 2013; JAO et al., 2010), e concluiram que
este material ndo tem toxicidade celular (FUKUSHIMA et al., 2012;
FUKUSHIMA; RASYIDA; YANG, 2013; GOES et al., 2012; JAO et al., 2010).
Recentemente, préteses de PBAT com nanohidroxiapatita sintética foram
implantadas em fraturas de tibia induzidas em ratos, com resultados
incentivadores no estudo da regeneracdo Ossea (SANTANA-MELO et al.,
2017).

Com base no exposto, objetivando verificar a biocompatibilidade do
PBAT na cérnea e posterior aplicacdo clinica deste polimero nas ceratites
ulcerativas profundas, optou-se por realizar dois estudos distintos, os quais
compreenderdo os capitulos 2 e 3 da presente dissertacdo de Mestrado.

No capitulo 2, se encontra exposto o artigo que avaliou a
biocompatibilidade da membrana de PBAT na cOrnea de coelhos, por meio de
estudo clinico experimental e histopatolégico ap6s enxertia interlamelar do
PBAT, ao longo de 60 dias.

No capitulo 3, é apresentado o artigo que estudou a evolucéo clinica do
emprego da membrana de PBAT no tratamento de ceratites ulcerativas
complicadas em cées, comparando ao uso do enxerto conjuntival, ao longo de
90 dias.
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CAPITULO 2 - AVALIACAO CLINICA E HISTOPATOLOGICA DO
POLIMERO POLI(BUTILENO ADIPATO-CO-TEREFTALATO) EM CORNEA
DE COELHOS

Resumo

A biocompatibilidade da membrana do polimero poli(butileno adipato-co-
tereftalato) (PBAT) na cOrnea de coelhos foi estudada por meio de avaliacéo
clinica e histopatolégica. Foram utilizados 12 coelhos Nova Zelandia, que
receberam a membrana de PBAT por enxertia interlamelar. Os aspectos
clinicos oftalmolégicos foram avaliados aos 1, 3, 7, 15, 30, 45 e 60 dias pos-
operatorios e os histopatologicos aos 30 e 60 dias. Clinicamente, foi observada
baixa frequéncia de sinais de inflamacéo corneal, o que foi confirmado pelo
exame histopatologico. Concluiu-se que a membrana de PBAT pode ser
empregada em coOrnea de animais, pois ndo foram observados sinais
inflamatorios importantes, bem como sinais de rejeicdo dos enxertos, na
maioria dos animais. Trata-se de mais uma opc¢ao protética que pode estar
indicada no tratamento cirdrgico de Ulceras profundas de cOrnea nesta e,

possivelmente, em outras espécies.

Palavras-chave: biocompatibilidade, ceratites ulcerativas, ceratoplastia.

Introducéo

O polimero poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) é um copoliéster
alifatico-aroméatico com base nos mondmeros de 1,4-butanodiol, acido adipico
e acido tereftalico (FUKUSHIMA et al., 2012; HERRERA et al.,, 2002), que
embora seja biodegradavel, € um polimero sintético adquirido a partir de
derivados do petréleo. E altamente flexivel, com elevado alongamento a
ruptura (BORDES; POLLET; AVEROUS, 2009), semicristalino e termoplastico
(SIGNORI; COLTELLI; BRONCO, 2009).

Os polimeros biodegradaveis sédo excelentes opcbes para reparar

orgaos ou tecidos, visto que degradam enquanto o novo tecido € formado, sem
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deixar residuos estranhos ao organismo (MA, 2004). Os biopolimeros sintéticos
mais utilizados para este fim séo o poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicdlico)
(PGA), poli(acido latico acido co-glicélico) (PLGA) e o poli(e-caprolactona)
(PCL) (OKAMOTO; JOHN, 2013).

O PLA, PGA e PLGA sédo amplamente utilizados em fios de suturas
aprovados pela FDA (US Food and Drug Administration), por apresentarem
biocompatibilidade e producdo de componentes de degradacdo néo toxicos
(OKAMOTO; JOHN, 2013). Peng et al. (2011) testaram a biocompatibilidade e
degradacdo do PLGA subconjuntival em coelhos, e ndo observaram reacao
inflamatoria significativa. O PLGA também tem sido estudado no cultivo de
células do limbo, se mostrando um excelente meio reservatério de células para
reparacao corneal (ORTEGA et al., 2013).

O PCL também tem sido utilizado na medicina humana, como em
dispositivos de liberacdo controlada de farmacos (BORDES; POLLET;
AVEROUS, 2009) e, atualmente, vem se mostrando um material promissor na
engenharia de tecidos para aplicacdo na cérnea (SALEHI et al., 2017; SALEHI
et al., 2014; STAFIEJ et al., 2017). O copolimero PLGA-poli(etileno glicol)PEG-
PLGA em termogel também ja foi testado em lesdes corneais em coelhos
(PRATOOMSOOT et al., 2008), e tem sido estudado para uso em liberacdo de
drogas, por via local/tépica (GAO et al., 2010) e subconjuntival (CUMING et al.,
2017).

As propriedades do PBAT in vivo ainda séo pouco estudadas. Poucos
relatos aventam a possibilidade de sua utilizagdo para aplicacdes clinicas
(FUKUSHIMA; RASYIDA; YANG, 2013; JAO et al., 2010), e concluiram que
este material ndo tem toxicidade celular (FUKUSHIMA; RASYIDA; YANG,
2013; FUKUSHIMA et al.,, 2012; GOES et al, 2012; JAO et al., 2010).
Recentemente, préteses de PBAT com nanohidroxiapatita sintética foram
implantadas em fraturas de tibia induzidas em ratos, com resultados
promissores na regeneracao 0ssea (SANTANA-MELO et al., 2017).

Na cornea de animais, outros materiais ja foram testados, constituindo-

se em alternativas terapéuticas no tratamento de Ulceras de cérnea profundas,
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as quais requerem procedimentos cirargicos de ceratoplastia que envolvem as
técnicas de suporte mecanico para o sucesso terapéutico (GILGER; BENTLEY;
OLLIVIER, 2007; MORALES et al., 2005). Com o objetivo de verificar a
biocompatibilidade do PBAT e posterior aplicagcdo clinica, estudos
experimentais sdo necessarios, pois podem permitir a descoberta de mais uma
opcao de tratamento aplicavel as ceratites ulcerativas.

Dentre os polimeros biodegradaveis, a membrana de PBAT foi estudada
no presente trabalho devido sua transparéncia e maleabilidade consideradas,
segundo nosso julgamento, adequadas para aplicacdo no tecido corneal.
Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi o de avaliar a biocompatibilidade da
membrana de PBAT na coOrnea, por meio de estudo clinico experimental e

histopatologico em cérnea de coelhos.

Material e Método

O estudo foi realizado nas dependéncias da Faculdade de Medicina
Veterinaria de Aracatuba, UNESP, campus de Aracatuba. O referido projeto foi
aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais da mesma instituicéo
(protocolo numero: FOA-1103-2015).

Foram utilizados 12 coelhos fémeas, da raca Nova Zelandia, com idade
de 120 dias, saudaveis e sem alteracbes oftalmicas prévias, adquiridos
aleatoriamente 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 racao ad
libitum, e foi respeitado o tempo de ambientacdo de 14 dias prévios, antes do
inicio do procedimento experimental, conforme recomendado para a espécie
(PEREIRA, 2002).

Todos os animais foram submetidos a exame fisico geral e oftalmico,
que se constituiu do teste da lagrima de Schirmer | (teste de Schirmer
Ophthalmos®), tonometria de aplanacéo (Tono-pen XL®), teste de tingimento
com fluoresceina (fluoresceina strips Ophthalmos®), biomicroscopia por
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lampada de fenda (Kowa SL-14®) e oftalmoscopia indireta (Eyetec FOH-5.0®),
previamente aos procedimentos cirdrgicos de enxertia interlamelar.

A membrana de PBAT foi desenvolvida pela equipe do Laboratério de
Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) e
empresa BASF®, sob o nome comercial de Ecoflex® F Blend C1200. As
membranas foram recortadas em discos de 3,0 mm de didmetro com auxilio de
um “punch”, seguido de higienizacdo com 4gua destilada e acondicionamento
individual em envelopes, para posterior esterilizagéo. Todas foram esterilizadas
por radiagcdo 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 esterilizagdo em
diferentes doses de radiacdo. Na dose minima (10 Grays) ndo houve
crescimento bacteriano. Optou-se por tal método de esterilizacdo, pois a
membrana utilizada apresenta propriedades hidrofilicas e é degradavel em
temperaturas acima de 140° C, sendo contraindicado outros métodos por
aguecimento e/ou quimicos.

Sob efeito de anestesia dissociativa balanceada (medicacdo pré-
anestésica com acepromazina 0,2 mg/kg por via intramuscular e inducao com
quetamina 15 mg/kg e midazolan 2,5 mg/kg, por via intravenosa) e bloqueio
anestésico do nervo trigémeo (lidocaina e ropivacaina, 0,4 ml totais) associado
a instilacédo de colirio de cloridrato de proximetacaina 0,5%, foram tomados os
cuidados de preparacdo rotineira para cirurgia oftalmica, segundo Slatter
(2005).

Ato continuo, e com a utlizagdo de microscépio cirdrgico para
magnificacdo (DF Vasconcellos®), ambos os olhos foram submetidos a
tuneilizacdo interlamelar estromal com auxilio de espatula cortante oftadlmica de
3,0 mm, que fora iniciada na regiao perilimbica da cérnea, na localizacédo das
“‘doze horas”, estendendo-se a regido axial da mesma (figura 1a). No olho
esquerdo, discos de 3 mm da membrana de PBAT (olho tratado=OT) foram

introduzidas no fundo da bolsa estromal (figura 1b e 1c). O olho contralateral
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(olho direito) foi submetido ao mesmo procedimento sem introducdo da
membrana (olho controle=OC). Ap0s o procedimento cirdrgico, os coelhos
receberam colirios a base de tobramicina, a cada seis horas, durante sete dias;
e analgesia com cloridrato de tramadol por via intramuscular na dose de 4,0

mg/kg, a cada doze horas, por trés dias. O procedimento cirdrgico de todos os

a €4 R == NN ey
Figura 1. Imagens fotogréficas do procedimento de enxertia interlamelar da membrana de
PBAT. (a) Tuneilizagdo interlamelar estromal, com auxilio de uma espatula cortante

oftédlmica, realizada em ambos os olhos; (b) acomodacéo da membrana de PBAT no fundo
da bolsa estromal, realizado no OT; (c) aspecto final do procedimento.

Os olhos foram avaliados clinicamente antes do procedimento (Momento
Basal=MB) e aos 1, 3, 7, 15, 30, 45 e 60 dias poOs-operatério (M1, M3, M7,
M15, M30, M45 e M60). Nos momentos de avaliagdo, foram estudadas as
seguintes variaveis, com preenchimento de ficha individual e categorizadas em
escores: blefarospasmo, secre¢cdo ocular, hiperemia conjuntival (0-ausente; 1-
discreto; 2-moderado; 3-intenso), vascularizagdo corneal (0-ausente, 2-
proliferacdo vascular até 2,0 mm distante do limbo; 4- até 4,0 mm; 6- até 6,0
mm; 8- até 8,0 mm), defeito epitelial, quemose, conjuntivalizacéo,
descemetocele, perfuracdo corneal, sinéquia anterior (0-ausente; 1-presente) e
opacidade corneal (0-sem dificuldade de observacdo dos detalhes da iris; 1-
discreta, com borramento dos detalhes da iris; 2-moderada, com dificuldade de
definir os detalhes da iris; 3-severa, ndo € possivel observar detalhes da iris),
com modificacdes a partir de Andrade et al. (2009). As avaliagbes foram
realizadas por dois avaliadores que computavam, individualmente, os escores

dos parametros estudados.
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Os animais foram divididos, aleatoriamente, em dois grupos de seis
animais cada e submetidos a eutanasia humanitaria apos 30 (M30) e 60 (M60)
dias pos-operatorio. A eutanasia foi realizada com quetamina 20 mg/kg e
xilazina 3 mg/kg por via intramuscular e, apos aproximadamente 5 minutos,
propofol por via intravenosa, seguido de cloreto de potassio (10 mL totais
cada).

Ambos os olhos foram colhidos por meio de enucleagédo subconjuntival,
e preservados em solugédo de Davidson por 24 horas, quando foram realizados
0S cortes sagitais da regido contemplando a area referente a tuneilizacéo
interlamelar estromal (sentido “doze-seis horas”). As pecas cirurgicas foram
mantidas em formol tamponado 10% por mais 24 horas, e acondicionadas em
cassetes histolégicos identificados e armazenadas em alcool 70% até o
momento do processamento histoldégico rotineiro. Cortes histoldégicos em
laminas foram coradas pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) e avaliadas
em microscoépio de luz.

Foram estudadas as seguintes variaveis histopatolégicas: presenca de
vasos ha cornea, infiltrado polimorfonuclear, infiltrado mononuclear, presenca
de granuloma (macroéfago/célula epitelidide/célula multinucleada), proliferacao
de fibroblasto, defeito epitelial, cicatriz corneal (fibrila conjuntiva), bactérias,
inflamacdo supurativa, necrose, edema, fragmentacdo do colageno,
adelgacamento epitelial, descontinuidade epitelial e perda do paralelismo entre
as fibras colagenas (0-ausente; 1-discreto; 2-moderado; 3-intenso).

A andlise estatistica foi realizada empregando-se o teste de Wilcoxon
para comparar as variaveis qualitativas ordinais (escore) entre 0s grupos em
cada momento, teste de Fisher para comparar as varidveis qualitativas
nominais (presente e ausente) entre 0os grupos em cada momento e teste de
Mann-Whitney para comparar oS momentos no mesmo grupo. Foi adotado
nivel de significancia de 5%, e utilizado o programa SAS (Statistical Analysis
System).
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O estudo clinico possibilitou acompanhar a evolucdo posoperatoria da

enxertia interlamelar com a membrana de PBAT e, observou-se pouca variagéo

entre o olho controle e olho tratado (Tabela 1 e Figura 2).

Tabela 1 - Frequéncia das variaveis clinicas observadas no olho controle e olho tratado ao

longo de 60 dias.

Variaveis clinicas ocC oT
Blefarospasmo 0/12 4/12 (33,33%) — discreto
Secrecdo ocular 0/12 2/12 (16,67%) — discreta
Hiperemia )

o 0/12 6/12 (50%) — discreta a moderada
conjuntival

Vascularizagdo

corneal

Opacidade corneal

Sinéquia anterior

7/12 (58,33%) — até 2
mm

0/12

1/12 (8,33%)

10/12 (83,3%) — até 6 mm

12/12 (100%) — discreta em todos os
momentos e severa no M30 em um
animal
1/12 (8,33%)

Legenda: OC: olho controle; OT: olho tratado.
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Figura 2. Imagens fotogréficas do aspecto clinico oftdlmico no OC (a) e OT (b). Notar
vascularizagéo corneal de até 2,0 mm bilateral “as doze horas” (setas) e opacidade corneal
discreta no OT (b), na localizagdo do implante, aos 7 dias pés-operatorio.
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Como complicacbes observadas, elencam-se: migracdo superficial do
implante em dois animais, nos momentos mais tardios (M45 e M60) (Figura 3),
e em outros dois houve extruséo total da membrana de PBAT entre o M15 e
M30 (Figura 4), totalizando 4 animais (4/12=33,33%). Neles, observou-se a
presenca de blefarospasmo, secrecéo ocular e hiperemia conjuntival.
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Figura 3. Imagens fotograficas do olho do animal numero 11, que apresentou
superficializagdo da membrana de PBAT e seus aspectos histopatoldgicos. (a) Positividade
ao teste de tingimento com fluoresceina, indicando areas de exposi¢gdo do implante, além de
edema corneal, vascularizacdo do tipo arborizada, hiperemia conjuntival e congestdo dos
vasos episclerais, aos 56 dias poés-operatério; (b) vista lateral da superficializacdo da
membrana de PBAT aos 42 dias pés-operatério; (c) secrecdo ocular e hiperemia conjuntival
discretas e vascularizacdo corneal de até 6,0 mm, aos 60 dias pds-operatério, j& com
reincorporacdo do implante na cdrnea; (d) fotomicrografia em que observa-se presenca
moderada de vasos, infiltrado inflamatério polimorfonuclear moderado e mononuclear
discreto, proliferacdo de fibroblasto moderada, edema moderado e defeito epitelial discreto,
aos 60 dias: a seta indica a localizacdo da membrana de PBAT. HE.



43

VAR RN

Figura 4. Imagens fotograficas do olho do animal nimero 4, que apresentou extrusdo da
membrana de PBAT e seus aspectos histopatoldgicos. (a) Positividade ao teste de
tingimento com fluoresceina, indicando exposi¢cdo do implante, além de edema corneal,
vascularizagao do tipo “brush like”, hiperemia conjuntival, congestdo dos vasos episclerais, e
hipdpio, aos 19 dias pds-operatério; (b) vascularizagdo corneal de até 6,0 mm e opacidade
corneal severa, ja com a membrana de PBAT ausente, aos 30 dias pOs-operatdrio; (c)
fotomicrografia em que observa-se vasos e edema discreto, infiltrado mono e
polimorfonuclear associado a proliferacéo fibroblastica constituindo a cicatriz corneal com as
descontinuidade pontual do epitélio aos 30 dias; (d) detalhe. HE.

Observou-se blefarospasmo discreto (2/12) e hiperemia conjuntival
discreta a moderada (4/12) no OT nos momentos iniciais (M3 e M7). Ainda, o
blefarospasmo discreto, hiperemia conjuntival discreta a moderada e secregéo
ocular mucoide discreta foram observadas no M45 e M60, de forma isolada em
dois animais, em que houve o deslocamento superficial do implante. Ndo houve
diferenca estatistica entre o0 OC e OT em cada momento para o grau de
blefarospasmo, secrecéo ocular e hiperemia conjuntival (p>0,05).

A metodologia empregada e avaliagdo clinica dos animais no presente

trabalho foi inspirada em estudos anteriores realizados com a mesma espécie
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animal (ANDRADE et al., 2009; BINOTTO et al., 2009; COSTA et al., 2006). De
uma forma geral, imputa-se que a apresentacao clinica de ambos 0s grupos
estudados foram semelhantes, com baixa frequéncia de sinais de inflamacao
corneal e uveal, exceto nos primeiros dias pds-operatorio (até M7), alteraces
gue podem ser atribuidas a ocorréncia de ceratite e uveite reflexa, inerentes ao
trauma cirargico (MAGGS, 2008).

A excecado esteve atrelada aos quatro animais em que houveram as
complicagbes de extrusdo da membrana de PBAT ou seu deslocamento para
planos mais superficiais da cérnea. Essa intercorréncia foi atribuida a variacao
de profundidade do tdnel interlamelar estromal, que mesmo tendo sido
realizada pelo mesmo cirurgido, e com o auxilio de microscépio cirargico,
diferiu minimamente na localizacdo da acomodacdo do implante no estroma
anterior ou intermediario. Acreditamos que os implantes localizados no estroma
anterior sejam mais susceptiveis a esta intercorréncia e que neste caso, nao
caracterizam um fendmeno de rejeicdo da membrana implantada, pois na
andlise histopatoldgica ndo foram visualizadas alteragBes dessa natureza.

A técnica cirdrgica escolhida, de enxertia interlamelar estromal, diminui a
possibilidade de extrusdo do implante, uma vez que este ndo esta exposto ao
ambiente (BARBER; FEASTER; PRIOR, 1980). A membrana de PBAT parece
nao se incorporar a cornea dentro do periodo avaliado, por se tratar de um
polimero que ndo se degrada antes de oito semanas em condi¢des de hidrolise
in vitro semelhantes aos compartimentos biolégicos (FUKUSHIMA; RASYIDA;
YANG, 2013). Talvez, as taxas de extrusdo do enxerto fossem maiores se
técnicas de enxertia lamelar ou penetrante fossem adotadas, como Morales et
al. (2005) observaram em seu estudo com a membrana de poliuretana vegetal
derivada de 6leo de mamona em corneas de coelhos. Os autores nado
observaram sinais oftalmicos de desconforto ou inflamacdo, com excecdo da
ocorréncia de vascularizagéo corneal em alguns animais.

A vascularizacdo corneal foi observada na maioria dos animais em
ambos os grupos (7/12 no OC e 10/12 no OT) porém nédo progrediu além de

2,0 mm no OC. Neste grupo, houve persisténcia da vascularizacdo em apenas
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dois animais no M30 (2/12) e em um no M60 (1/6). No OT a mesma progrediu
atée 4,0 mm em um animal (1/12) e até 6,0 mm em dois animais (2/12). Nos
periodos tardios (M30, M45 e M60), ainda foi observada em quatro animais
(4/12), dois (2/6) e em trés deles (3/6), respectivamente. Na andlise estatistica,
nao houve diferenca entre 0s grupos em cada momento para a vascularizacao
corneal (p>0,05).

Na maioria dos animais e em ambos 0S grupos, a vasculariza¢ao corneal
observada era do tipo “arborizada”, visualizada somente no pélo superior da
coérnea (as “doze horas”) e restrita ao local do trauma cirdrgico corneal de
tuneilizacdo, caracteristico de vascularizacdo superficial localizada no terco
anterior do estroma e contiguos a circulacao conjuntival do limbo, que ocorre
secundéario as lesdes corneais superficiais (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER,
2007). Sendo assim, houve progressdo vascular a partir da circulacao
conjuntival denotando, apenas, um evento benigno como resposta inflamatéria.

As membranas de colageno utilizadas por Binotto et al. (2009) induziram
vascularizacdo corneal quando aplicadas neste 6rgdo, porém em apenas cinco
animais (5/16) foi observado persisténcia da vascularizacdo aos 30 dias de
avaliacdo, e este fenbmeno foi atribuido a contaminacdo do implante. Isso
também pode ter ocorrido no presente estudo, visto que nos animais em que
houve a progresséo da vascularizagao de 4,00 ou 6,00 mm distantes do limbo,
foram observadas as complicacbes de extrusdo ou superficializacdo da
membrana de PBAT, predispondo a infeccdo devido sua exposicdo ao
ambiente (BARBER; FEASTER; PRIOR, 1980). Isto nos permite admitir que a
membrana deste polimero estudado induz angiogénese corneal discreta, a
qual, talvez, esteja mais relacionada ao trauma cirargico do que a sua
presenca, jA que este fendbmeno foi observado em ambos os grupos e na
maioria dos animais. Costa et al. (2006) observaram vascularizacdo do tipo
“brush like” somente nos olhos com a membrana de quitosana, concluindo que
a angiogénese foi induzida exclusivamente pela presenca do implante.

Optamos, no presente estudo, por ndo realizar analgesia com anti-

inflamatorio ndo esteroidal por via local/oftdlmica ou sistémica, a fim de nao
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comprometer as variaveis estudadas, como sugerido em estudos anteriores
(ANDRADE et al., 2009; BINOTTO et al., 2009; COSTA et al., 2006). Por esse
motivo, foi escolhido o cloridrato de tramadol como principio farmacoldgico para
promover conforto pés-operatoério aos animais.

A opacidade corneal ndo foi observada nos OCs, todavia foi observada
no OT em todos os animais e nos diferentes momentos de avaliacdo. Em todos
0s casos esta variavel foi considerada discreta, com exce¢do de um animal
que, no M30, ela se apresentou de forma severa. Neste caso particular, a
opacidade corneal severa ocorreu em um dos animais em que foi observada a
extrusdo da membrana. Para o grau de opacidade corneal, ndo houve
diferenca estatistica entre 0 OC e OT em cada momento (p>0,05).

A opacidade corneal discreta, na avaliagdo clinica, foi constatada
apenas no segmento onde se encontrava a membrana de PBAT, o que sugere
estar associada ao material do implante, que apesar de transparente, em meio
ao estroma, apresentou-se um pouco opaco, provavelmente pela sua
permeabilidade a agua (BORDES; POLLET; AVEROUS, 2009). Admite-se,
também, a hipotese de que a membrana de PBAT pode alterar a manutencéo
do estado de deturgescéncia fisiolégica corneal (GILGER; BENTLEY;
OLLIVIER, 2007), visto que o edema dicreto a moderado, observado ao exame
histopatolégico, estava restrito as adjacéncias da membrana em todos os
animais.

Houve sinéquia anterior em um animal de cada grupo (1/12), que se
resolveu apés o M3 no OC e apos 15 dias no OT (p>0,05). Nao foram
observadas outras intercorréncias como defeito epitelial, quemose,
conjuntivalizacao, descemetocele e perfuracado corneal em ambos 0s grupos e
em nenhum dos momentos estudados.

O tecido histopatolégico da cornea dos OCs néo apresentou alteracbes
nos momentos estudados (M30 e M60). Observou-se neste grupo integridade
da cornea, com manutencédo de suas camadas e organizacao fibrilar estromal
(Figura 5a). Nos OTs foram documentadas alteracdes de intensidade discreta a

moderada (Tabela 2 e Figuras 5b, 5c, 5d), porém ndo houve formacéo de
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granuloma e inflamacéo supurativa acompanhada por colonizacdo bacteriana

e/ou necrose.

Tabela 2 - Frequéncia das variaveis histopatoldgicas observadas no olho controle e olho

tratado, aos 30 (M30) e 60 dias (M60).

Variaveis ocC
histopatolégicas
M30 M60 M30 M60
_ ) 216 (33,33%) - discreto a
Vasos corneais o/6 0/6 1/6 (16,67%) — discreto
moderado
Infiltrado ) 3/6 (50%) - discreto a
_ o/6 0/6 2/6 (33,33%) — discreto
polimorfonuclear moderado
_ _ 6/6 (100%) - discreto a
Infiltrado mononuclear 0/6  0/6 5/6 (83,33%) - discreto
moderado
Proliferacéo de o6 0/6 5/6 (83,33%) - discreto a 5/6 (83,33%) - discreto a
fibroblasto moderado moderado
Defeito epitelial o/6 0/6 0/6 1/6 (16,67%) - discreto
Cicatriz corneal o/6 0/6 1/6 (16,67%) - moderada 0/6
5/6 (83,33%) - discreto a 6/6 (100%) - discreto a
Edema 0/6 0/6
moderado moderado
Fragmentagéo do .
) 0/6 0/6 3/6 (50%) - discreto 0/6
colageno
Adelgacamento i .
- 0/6 0/6 3/6 (50%) - discreto 216 (33,33%) - discreto
epitelial
Descontinuidade .
o 0/6 0/6 1/6 (16,67%) - discreto 0/6
epitelial
Perda do parelelismo
entre as fibras 0/6 0/6 1/6 (16,67%) - discreto 0/6

colagenas

Legenda: OC: olho controle; OT: olho tratado.
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Figura 5. Fotomicrografia da integridade da cérnea, com manutencdo das camadas e
organizacéo fisioldgica estromal no OC (a). Corte histolégico demonstrando toda a extenséo
da membrana de PBAT interlamelar estromal (b). Infitrado mononuclear, proliferacdo de
fibroblasto, edema e adelgagamento epitelial discretos, aos 30 dias pés-operatoério (c,d). HE.

N&o houve diferenca estatistica significativa entre os momentos no OT
para as variaveis estudadas.

Para aplicagbes médicas, a biocompatibilidade dos materiais é
imperativa, isto €, o material ndo deve provocar uma resposta inflamatoria ou
demonstrar imunogenicidade e citotoxicidade (OKAMOTO; JOHN, 2013). A
toxicidade celular do PBAT foi avaliada por Jao et al. (2010), in vitro, baseado
na porcentagem de inibicdo do crescimento celular, que esteve em torno de

13,4%. Os autores afirmaram que uma citotoxicidade significativa apresenta
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uma inibicdo do crescimento celular em mais de 30%, e somente acima desse
valor, a amostra € considerada citotoxica. Fukushima, Rasyida e Yang (2013)
obtiveram resultados semelhantes e concluiram que a membrana de PBAT
possui boa seguranca biolégica. Em nosso estudo, o exame histopatolégico
permitiu confirmar o que fora observado clinicamente, pois foi visualizado um
infiltrado inflamatério pouco significativo nos OTs na maioria dos animais,
corroborando com trabalhos semelhantes realizados in vivo com outros
materiais (MORALES et al., 2005).

A biodegradacdo do PBAT se da pela degradacdo microbiana e
hidrolise, e é fortemente influenciada pela atividade microbiana do ambiente
(KIJCHAVENGKUL et al., 2010). Alguns estudos foram realizados para avaliar
a degradacéo deste polimero em diferentes ambientes e populagdo microbiana
(KIJCHAVENGKUL et al.,, 2010; WENG et al.,, 2013; WITT et al., 2001).
Fukushima, Rasyida e Yang (2013) avaliaram o tempo de degradacdo do PBAT
(Ecoflex®) in vitro, em condi¢des de hidrélise semelhante ao corpo humano, e
concluiram que ndo houve mudanca significativa no peso do implante em um
periodo de oito semanas. Porém, nesse periodo foi constatada uma perda de
aproximadamente 40% de sua viscosidade. O tempo de avaliacdo pos-
operatoria (60 dias) por nds adotado se aproximou ao de oito semanas (=56
dias). Entretanto, um periodo de observacdao mais prolongado podera fornecer
maiores informagfes quanto as consequéncias do processo de degradacdo
junto a cornea.

Destacamos, que ao se utilizar biopolimeros na rotina meédica, é
importante prevenir a infeccdo do implante, bem como, os cuidados cirargicos a
serem adotados. O PBAT ndo tem propriedades bactericidas ou
bacteriostaticas (JAO et al., 2010), e para tanto, medidas quanto a esterilizacdo
da membrana empregando a radiacdo, foram adotadas. Os cuidados de
antissepsia e assepsia cirurgica (SLATTER, 2005), bem como a prescri¢cdo de
colirio antibiotico no periodo pos-operatério de sete dias, foram instituidos,
também, na tentativa de minimizar os riscos de infec¢cdo. Porém, a extrusédo da

membrana ocorreu entre o M15 e M30 em dois OTs, e em um deles os sinais
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oftalmicos observados remeteram a contaminacdo do implante trans ou
poscirargica. Neste sentido, os achados histopatoldgicos (figura 4c e 4d) foram
fundamentais no descarte destas hipoteses, visto que o infiltrado inflamatério
poli e mononuclear foi considerado discreto, e particularmente pobre em
neutrofilos, ao contrario do esperado neste tipo de reacéo inflamatoria, ou seja,
com predominio de leucdcitos polimorfonucleares (YANOFF; FINE, 1991). Uma
explicagdo para este fato poderia estar no tempo entre a expulsdo da
membrana e a avaliacdo histopatoldgica, que foi de no minimo cinco dias e no
maximo nove dias (baseado nas avaliacGes adicionais entre o M15 e M30); no
momento da avaliacdo histopatoldgica, a ceratite estava resolvida clinicamente.
A outra ocorréncia de extrusdo parcial da membrana ndo cursou com sinais
clinicos oftalmicos de desconforto ou contaminacdo, apesar da exposicdo da
borda ventral do implante ter sido observada no M15.

Morales et al. (2005) referiram, na avaliacdo histopatoldgica, deformacao
corneal causada pela espessura do implante e adelgagcamento epitelial desde o
segundo dia pés-operatério ao 120° dia. Foram observadas, ainda, ulceracao
corneal com exposicdo da membrana em alguns animais, e extrusdo do
implante em trés animais (3/18), sugerindo que novos estudos fossem
realizados com uma membrana mais delgada. No presente estudo a espessura
da membrana de PBAT nao se constituiu em um fator complicador, porém pode
explicar o adelgagcamento epitelial observado no exame histopatologico em trés
animais do M30 e, dois do M60, jA que a sua espessura, de 0,075 mm,
corresponde a 20,8% da espessura total da coérnea do coelho (0,36 mm)
(HOLMBERG, 2008).

Vale lembrar que utilizamos a membrana de PBAT pura (Ecoflex® F
Blend C1200) devido a natureza inédita do presente estudo, e portanto nao
foram adicionados outros componentes que pudessem melhorar sua
biocompatibilidade. Estudos semelhantes podem ser realizados com esta
membrana adicionada de componentes como a heparina ou &cido hialurénico,
melhorando a biocompatibilidade, fornecendo acgédo Dbactericida e

bacteriostatica, e melhor efeito sobre a proliferacao celular (JAO et al., 2010).
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Wei et al. (2016) obtiveram excelente atividade antimicrobiana em filmes de
PBAT acrescidos de amido termoplastico. Outra opc¢éo viavel, refere-se a
adicdo de nanomateriais e/ou nanoparticulas conforme estudaram Fukushima
et al. (2012).

Admite-se a necessidade de novas e originais investigacdes clinicas em
pacientes que estejam cursando um quadro de ceratite ulcerativa complexa. E,
outro ponto a se ressaltar, € que a membrana aqui utilizada, ainda ndo se
encontra disponivel em escala comercial para fins médicos, sendo sua

producao ainda restrita as industrias de embalagens.

Conclusdes

Visto os resultados clinicos e histopatoldgicos observados com baixa
frequéncia de sinais de inflamacéo corneal sob as condicfes aqui adotadas,
conclui-se que o material objeto deste estudo pode ser empregado na cornea
de animais. Salientamos que os sinais inflamatérios de carater benigno, sem
sinais de rejeicdo do implante confirmam esta proposi¢ao, e nos permite inferir
gue a membrana se trata de mais uma opcao protética que pode estar indicada
no tratamento cirargico de Ulceras profundas de cérnea nesta e, possivelmente,

em outras espécies.
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CAPITULO 3 — ASPECTOS CLINICOS DO ENXERTO CONJUNTIVAL E DO
IMPLANTE DO POLIMERO POLI(BUTILENO ADIPATO-CO-
TEREFTALATO) (PBAT) NO TRATAMENTO DE CERATITES ULCERATIVAS
COMPLICADAS EM CAES

Resumo

A utilizacdo da membrana do polimero poli(butileno adipato-co-tereftalato)
(PBAT) no tratamento cirdrgico de Ulceras de cornea profundas, descemetocele
e perfuracédo corneal em cées foi comparada ao uso convencional do enxerto
conjuntival, por meio de avaliacdo clinica ao longo de 90 dias. Os aspectos
clinicos oftalmoldgicos foram avaliados no momento basal e aos 3, 7, 15, 30,
60 e 90 dias pos-operatorios. Em todos os pacientes houve cicatrizacao
corneal e resolugdo do quadro clinico-cirtrgico, e ndo foi constatada perda
funcional do bulbo do olho, ou seja, a visao foi preservada. Ainda, ndo houve
ocorréncia de extrusdo do implante de PBAT. Conclui-se que a membrana
deste polimero exerceu um suporte mecanico excelente para a cicatrizacao
corneal de lesdes profundas em céaes, e pode ser empregado na terapéutica

cirdrgica de ceratites ulcerativas nesta e, possivelmente, em outras espécies.

Palavras-chave: biocompatibilidade, Ulcera de cérnea, ceratoplastia.

Introducéo

Devido a maior exposicdo da cérnea a traumas e as enfermidades dos
anexos oftadlmicos (HERRERA, 2008), as ceratites ulcerativas encontram-se
entre as afeccdes oculares mais frequentes em caes (GELATT, 2003; GILGER;
BENTLEY; OLLIVIER, 2007; HERRERA, 2008). Estas compreendem lesbes
em que ha perda do epitélio corneal, com exposi¢cado de porcdes variaveis do
estroma (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007; SLATTER, 2005).

Quando estamos frente a uma Ulcera profunda, procedimentos cirlrgicos
gue envolvem as técnicas de suporte sao requeridos (GELATT, 2003). Dentre

as técnicas descritas, a mais comumente utilizada é o emprego de
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recobrimentos conjuntivais (GELATT, 2003; GILGER; BENTLEY; OLLIVIER,
2007; HERRERA, 2008; HOLLINGSWORTH, 2003), haja vista a variedade de
técnicas para realizacdo (pediculado, bipediculado, livre, 180° e 360°) e sua
versatilidade (HOLLINGSWORTH, 2003). Estes, consistem em tecido
conjuntival dissecado finamente, sem abordar a capsula de Tenon, seguido de
transposicao para a cornea, recobrindo o defeito epitelial (GILGER; BENTLEY;
OLLIVIER, 2007).

Entretanto, os enxertos conjuntivais fornecem suporte tectdnico minimo,
€ Como a conjuntiva é inerentemente opaca, a técnica prejudica a visdo. Para
evitar essas desvantagens, outros materiais tém sido estudados (CHOW;
WESTERMEYER, 2015).

Dentre as membranas descritas para uso nas desordens corneais na
medicina veterinaria, podem ser citadas a capsula renal equina (ANDRADE et
al., 1999), escama de sardinha (Sardinela brasilienses) (LAUS; FERREIRA;
ANDRADE, 2000), submucosa intestinal suina (BUSSIERES et al., 2004),
membrana de poliuretana vegetal derivada da mamona (MORALES et al.,
2005), membrana de celulose microfibrilar (MACEDO et al., 2010), pericardio
homologo ou heter6logo (DULAURENT et al., 2014; HUNNING et al., 2009),
submucosa de bexiga suina (CHOW; WESTERMEYER, 2015), e membrana
amniética homdéloga ou heteréloga (ANDRADE et al., 2009; FERREIRA et al.,
2013; ION et al.,, 2016; SAMPAIO et al.,, 2006; TSUZUKI et al., 2008;
VONGSAKUL et al., 2009).

Mais recentemente, diferentes polimeros biodegradaveis tém sido
estudados para emprego na oftalmologia, in vitro (ORTEGA et al., 2013;
SALEHI et al.,, 2017; SALEHI et al.,, 2014; STAFIEJ et al.,, 2017) e in vivo
(CUMING et al., 2017; GAO et al., 2010; PENG et al., 2011; PRATOOMSOOT
et al., 2008;).

O polimero poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) é um copoliéster
alifatico-aromatico com base nos mondmeros de 1,4-butanodiol, acido adipico
e acido tereftalico (FUKUSHIMA et al., 2012; HERRERA et al., 2002), que

embora seja biodegradavel, € um polimero sintético adquirido a partir de



59

derivados do petréleo. E altamente flexivel, com elevado alongamento &
ruptura (BORDES; POLLET; AVEROUS, 2009), semicristalino e termoplastico
(SIGNORI; COLTELLI; BRONCO, 2009).

As propriedades do PBAT in vivo ainda sdo pouco estudadas. Poucos
relatos aventam a possibilidade de sua utilizacdo para aplicagdes clinicas
(FUKUSHIMA; RASYIDA; YANG, 2013; JAO et al., 2010), e concluiram que
este material ndo tem toxicidade celular (FUKUSHIMA; RASYIDA; YANG,
2013; FUKUSHIMA et al.,, 2012; GOES et al, 2012; JAO et al., 2010).
Recentemente, préteses de PBAT com nanohidroxiapatita sintética foram
implantadas em fraturas de tibia induzidas em ratos, com resultados
promissores na regeneracao 0ssea (SANTANA-MELO et al., 2017).

Antes de realizar o presente estudo, n6s desenvolvemos uma pesquisa
semelhante, utilizando a membrana de PBAT em cérnea de coelhos através de
enxertia interestromal, para avaliar a biocompatibilidade desse polimero na
cOrnea, através de estudo clinico e histopatolégico ao longo de 60 dias. Foram
observados minimos sinais de inflamacg&o corneal, e concluimos que o PBAT
pode ser utilizado na cornea de animais.

Dentre os polimeros biodegradaveis, a membrana de PBAT foi estudada
no presente trabalho devido sua transparéncia e maleabilidade consideradas,
segundo nosso julgamento, adequadas para aplicacdo no tecido corneal.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi comparar clinicamente a cicatrizagéo
e opacidade cicatricial corneal da técnica de enxerto conjuntival com a
ceratoplastia com a membrana de PBAT, em cornea de caes cursando com um

quadro de ceratite ulcerativa complicada.

Material e Método

O estudo foi realizado no Hospital Veterinario (HV) “Luiz Quintiliano de
Oliveira”, nas dependéncias da Faculdade de Medicina Veterinaria de
Aracatuba, UNESP, campus de Aracatuba. O referido projeto foi aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da mesma institui¢éo (protocolo nimero:
FOA-1103-2015).
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Foram utilizados 18 cdes machos e fémeas, de diferentes racas, peso e
idade, pacientes do HV gue estavam cursando com ceratite ulcerativa. Foram
incluidos no estudo cé@es com ulceracdes corneais profundas, descemetoceles
e perfuracbes corneais, e que tiveram consentimento prévio do proprietério,
mediante assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido.

Todos os animais foram submetidos a exame fisico geral e oftalmico,
que se constituiu do teste da lagrima de Schirmer | (teste de Schirmer
Ophthalmos®), tonometria de aplanacéo (Tono-pen XL®), teste de tingimento
com fluoresceina (fluoresceina strips Ophthalmos®), biomicroscopia por
lampada de fenda (Kowa SL-14®) e oftalmoscopia indireta (Eyetec FOH-5.0®),
previamente aos procedimentos cirurgicos de ceratoplastia.

Foram realizados, ainda, exames complementares (sorologia ELISA
para leishmaniose, hemograma e dosagem sérica de albumina, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina, creatinina e ureia) para exclusdo de
doencas concomitantes e avaliacbes pré-anestésicas e cirdrgicas. Em
pacientes com cinco anos de idade ou mais, foi realizada também avaliacdo
cardioldgica (eletrocardiograma e, se necessario, radiografia toracica). Os caes
gue apresentaram positividade na sorologia para leishmaniose foram excluidos
do estudo.

A membrana de PBAT foi desenvolvida pela equipe do Laboratério de
Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) e
empresa BASF®, sob o nome comercial de Ecoflex® F Blend C1200. As
membranas, de espessura de 0,075 mm, foram recortadas em quadrados de
7,0 mm de lado, seguido de higienizacdo com agua destilada e
acondicionamento individual em envelopes, para posterior esterilizagcdo. Todas
foram 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. Na dose minima (10 Grays) nao

houve crescimento bacteriano. Optou-se por tal método de esterilizacéo, pois a
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membrana utilizada apresenta propriedades hidrofilicas e é degradavel em
temperaturas acima de 140° C, sendo contraindicado outros meétodos por
aquecimento e/ou quimicos.

Visto que os animais utilizados no presente estudo se trataram de
pacientes da rotina hospitalar do HV e tinham diferentes dados de resenha e
classificagdo ASA, nao foi possivel unificar o protocolo anestésico. Sob efeito
de protocolo anestésico composto por medicacbes pré-anestésicas por via
intramuscular (fenotiazinicos e opioides), inducdo com propofol por via
intravenosa e manutencdo com isofluorano por via inalatoria, além de bloqueio
anestésico peribulbar com lidocaina, os procedimentos cirargicos foram
realizados pelo mesmo cirurgido, e com a utilizacdo de microscopio cirurgico
para magnificacao (DF Vasconcellos®).

Os pacientes foram divididos conforme sua entrada no HV, em dois
grupos de nove animais, e 0s primeiros nove receberam tratamento
convencional com enxerto conjuntival pediculado ou livre (grupo controle=GC),
e 0s outros nove a membrana de PBAT (grupo tratado=GT). Apds tomados 0s
cuidados de preparacdo rotineira para cirurgia oftalmica, segundo Slatter
(2005), no GT a membrana foi recortada de acordo com o tamanho do defeito
corneal e suturada utilizando padrédo simples interrompido ndo penetrante, a
uma equidistancia aproximada de 1,0 mm, com nailon 8-0 (Figura 1). A mesma
técnica de sutura e fio foi utilizada no GC, porém na técnica de enxerto
conjuntival pediculado ou livre, conforme bem descritos (GILGER; BENTLEY;
OLLIVIER, 2007).

/ 38 O n A\ g S =
Figura 1. Imagens fotograficas do trans-operatdrio e pos-operatério imediato no GT. (a)
Recorte da membrana de PBAT conforme o tamanho da ceratite ulcerativa, (b) a aplicagéo
dos pontos equidistantes com nailon 8-0 e (c) a apresentacao pés-operatoria imediata.
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Foi preconizado, em ambos 0s grupos, a retirada dos pontos aos
sessenta dias pds-operatério, com excecdo de trés animais do GT, nos quais
fora retirados entre o M30 e M60. Nos pacientes do GC em que foi realizado
enxerto conjuntival pediculado, o mesmo foi recortado aos vinte e um dias pos-
operatorio. No GC, foi realizado a técnica de enxerto conjuntival livre em um
paciente, e pediculado nos outros oito.

Todos os cées receberam o mesmo protocolo de tratamento clinico a
partir do primeiro dia de atendimento. Foram prescritos colirios a base de
tobramicina a cada duas horas durante quinze dias, e a cada seis horas até a
retirada dos pontos, EDTA 0,03 % a cada quatro horas durante quinze dias,
cetorolaco de trometamina a cada oito horas durante quinze dias e atropina
0,5% a cada doze horas por cinco dias, além de colar elisabetano para
prevencdo ao auto traumatismo. Nos pacientes com diagnostico de
ceratoconjuntivite seca quantitativa concomitante, foi prescrito colirio a base de
tacrolimus 0,03% ou ciclosporina 0,05% com frequéncia variavel de acordo
com a gravidade, além de colirio lacrimomimético.

O procedimento cirdrgico ocorreu em até vinte e quatro horas apés
estabelecido o diagndstico e iniciado o tratamento clinico. No periodo poés-
operatorio foi prescrito também cloridrato de tramadol (4,0 mg/kg a cada oito
horas durante cinco dias) para todos o0s pacientes, e amoxicilina com
clavulanato de potédssio nos casos de perfuracdo ocular (22,0 mg/kg a cada
doze horas durante dez dias).

Os olhos foram avaliados clinicamente antes do procedimento (Momento
Basal=MB) e aos 3, 7, 15, 30, 60 e 90 dias posperatorio (M3, M7, M15, M30,
M60 e M90). Nos momentos de avaliacdo, foram estudadas as seguintes
variaveis, com preenchimento de ficha individual e categorizadas em escores:
blefarospasmo, secrecdo ocular, hiperemia conjuntival (0-ausente; 1-discreto;
2-moderado; 3-intenso), vascularizacdo corneal (0-ausente, 2-proliferacéo
vascular até 2,0 mm distante do limbo; 4- até 4,0 mm; 6- até 6,0 mm; 8- até 8,0
mm), opacidade corneal, defeito epitelial, quemose, conjuntivalizacao,

descemetocele, perfuracdo corneal, sinéquia anterior, resposta a ameaca (0-
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ausente; 1-presente), grau de opacidade corneal (0-sem dificuldade de
observacdo dos detalhes da iris; 1-discreta, com borramento dos detalhes da
iris; 2-moderada, com dificuldade de definir os detalhes da iris; 3-severa, ndo é
possivel observar detalhes da iris) e area de vascularizacdo (0-auséncia de
vasos; 1l-até 1/4 da superficie da coérnea; 2-até 2/4 da superficie da cornea; 3-
até 3/4 da superficie da coOrnea; 4- 4/4 da superficie da cérnea), com
modificacdes a partir de Andrade et al. (2009).

Ainda, foram avaliados a area de opacidade corneal (em cm?), area da
Ulcera ou enxerto/implante (em cm?), teste da lagrima de Schirmer | (mm/min) e
pressdo ocular, sempre ao lado do enxerto/implante (média de trés aferi¢des,
em mmHg, por tonometria de aplanacdo - Tono-pen XL®). Com excecéo das
variaveis numéricas, as avaliacdes foram realizadas por dois avaliadores que
computavam, individualmente, os escores dos parametros estudados. Em
todos os momentos de avaliacdo, a opacidade corneal foi medida com
paquimetro digital em seu maior didmetro horizontal e vertical e os valores
computados; ainda, foi realizado imagem fotografica da cérnea com distancia
focal semelhante (aproximadamente 15 cm), para entao posteriormente realizar
o estudo por meio do programa ImageJ 1.49v®, onde os valores de diametro
sdo registrados e é obtida a a&rea em cm? dos defeitos corneais existentes.

A andlise estatistica foi realizada empregando-se o teste de Man-
Whitney para comparar as variaveis qualitativas ordinais (escore) entre 0s
grupos em cada momento, teste de Fisher para comparar as variaveis
qualitativas nominais (presente e ausente) entre 0s grupos em cada momento e
teste de Tukey para comparar as variaveis numéricas entre 0s grupos em cada
momento. Foi adotado nivel de significancia de 5%, e utilizado o programa SAS

(Statistical Analysis System).

Resultado e Discusséo

Os dezoito pacientes do presente estudo possuiam entre um e cinco
anos de idade (média de 2,8 anos), 66,7% eram machos (12/18) e 33,3%
fémeas (6/18), e 77,85% eram da raca Shihtzu (14/18), 11,15% Lhasa apso
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(2/18), 5,5% Poodle (1/18) e 5,5% sem raca definida (1/18). A maior incidéncia
das ceratites ulcerativas nos caes de racas braquicefalicas, encontrada no
presente estudo (no caso, o Shihtzu) corrobora com os dados da literatura
(HERRERA, 2008).

O olho acometido foi o direito em 66,7% dos animais (12/18) e o
esquerdo em 33,3% (6/18). A causa atribuida ao desenvolvimento da ceratite
ulcerativa foi distiquiase em 50% dos cdes (9/18), ceratoconjuntivite seca
quantitativa em 27,9% (5/18), trauma em 11,1% (2/18), cilio ectopico em 5,5%
(1/18) e tricomegalia facial em 5,5% (1/18).

Dentre os animais em que foi realizado o tratamento com enxerto
conjuntival (GC), 44,5% apresentavam Ulcera de cOrnea profunda (4/9), 22,2%
descemetocele (2/9) e 33,3% perfuracdo corneal (3/9). No GT, 44,5%
apresentavam Ulcera de cornea profunda (4/9), 44,5% descemetocele (4/9) e
11,0% perfuracéo corneal (1/9).

Somente um dos cédes do GT recebeu enxertia conjuntival livre, devido a
ocorréncia de perfuracdo corneal significativa no trans-operatério, e melhor
tamponamento da camara anterior nessa técnica, quando comparada a técnica
pediculada. Nos demais animais com diagnéstico de perfuracédo corneal (3/9),
foi optado pela enxertia conjuntival pediculada porque o ponto de perfuracao
era de pequena dimensao em todos 0s casos, e ja havia um tampéo de fibrina
do humor aquoso eficiente na manutencdo da camara anterior, conforme
esperado na primeira fase da cicatrizacdo de uma perfuracdo corneal
(GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007), o que nao resultou em extravasamento
de humor aquoso no periodo pés-operatério inicial na localizacdo da base do
pediculo, onde ndo h& ponto de sutura.

Sabe-se que o enxerto pediculado fornece suporte trofico a leséo, e por
isso tem maior taxa de sucesso quando comparado ao livre, o qual depende da
vascularizacdo corneal oriunda da lesédo inicial para promover sua
revascularizacéo e assim evitar a perda do recobrimento (GILGER; BENTLEY;
OLLIVIER, 2007). Este fato justifica a preferéncia pela técnica pediculada no

presente estudo.
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O estudo clinico possibilitou acompanhar e comparar a evolucédo pos-
operatoria do enxerto conjuntival (GC) e implante da membrana de PBAT (GT).
Em todos os pacientes houve cicatrizacdo corneal e resolucdo do quadro
clinico-cirargico, e néo foi constatada perda funcional do bulbo do olho, ou seja,
a visdo foi preservada. A frequéncia das variaveis clinicas observadas em

ambos 0s grupos esta listada na Tabela 1.

Tabela 1 - Frequéncia das varidveis clinicas observadas no grupo controle e grupo tratado ao

longo de 90 dias.

Variaveis
o GC GT
clinicas

Blefarospasmo 9/9 (100%) — discreto a moderado  9/9 (100%) — discreto a moderado

Secrecao ocular 9/9 (100%) — discreto a intenso 9/9 (100%) — discreto a intenso
Hiperemia i .

o 9/9 (100%) — discreto a moderado  9/9 (100%) — discreto a moderado
conjuntival

Vascularizacao 3 ;
9/9 (100%) — até 8 mm 9/9 (100%) — até 8 mm

corneal

Opacidade

corneal

Defeito epitelial

Quemose

Conjuntivalizacao

Descemetocele

Perfuracéo
corneal

Sinéquia anterior
Resposta a

ameaca

9/9 (100%) — presente

9/9 (100%) — presente

1/9 (5,5%) - presente

0/9

2/9 (22,2%) — presente

3/9 (33,3%) — presente
719 (77,8%) - presente

9/9 (100%) — presente

9/9 (100%) — presente

9/9 (100%) — presente

1/9 (5,5%) - presente

0/9

4/9 (44,5%) - presente

2/9 (22,2%) - presente
1/9 (5,5%) - presente

9/9 (100%) — presente

Legenda: GC: grupo controle; GT: grupo tratado.
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A ocorréncia de blefarospasmo discreto a moderado se limitou aos
primeiros momentos de avaliacdo, sendo observado em 100% dos animais de
ambos os grupos apenas no MB, reduzindo gradualmente até o M3 no GC
(presente em 4/9 animais) e até o M15 no GT (em 1/10 animal), quando néo foi
mais documentada. No MB, a intensidade do blefarospamo observada foi
estatisticamente maior no GC, com mediana (Md) 2 (=moderado), quando
comparado ao GC, com Md 1 (=discreto) (p=0,0042). Nos outros momentos
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos estudados (p>0,05).

Visto que o diagndstico de perfuracdo corneal no MB foi mais frequente
no GC (3/9), quando comparado ao GT (1/9), é esperado uma maior ocorréncia
de blefarospasmo no escore moderado no primeiro grupo estudado, o que
explica a diferenca estatistica observada nesse momento. Diante do exposto,
acreditamos que o suporte corneal mecanico promovido por ambas as técnicas
de ceratoplastia foi suficiente para diminuir o desconforto oftdlmico esperado
nas ceratites ulcerativas graves.

A secrec¢do ocular discreta a intensa também foi observada em todos os
animais do GC e GT, em todos os momentos de estudo, com excecédo de trés
(3/9) animais no M90 do GC, e dois (2/9) no M60 e cinco (5/9) no M90 do GT,
cédes em que nao foi observada descarga ocular. Em todas as observacgdes a
secre¢cao ocular foi classificada como mucoide. Observagdo semelhante
ocorreu, quando nos referimos a hiperemia conjuntival discreta a moderada,
também observada em todos os animais do GC e GT, em todos 0os momentos
de estudo, com excecao de dois (2/9) animais no M60 e seis (6/9) no M90 do
GC, e um (1/9) no M30, trés (3/9) no M60 e seis (6/9) no M90 do GT, céaes em
gue nao foi observada conjuntiva hiperémica. Na analise estatistica, ndo houve
diferenca entre 0s grupos em cada momento para a secregdo ocular e
hiperemia conjuntival (p>0,05).

Sinais clinicos oftalmicos comuns em afec¢cfes de anexos oculares séo
descarga ocular, podendo variar de epifora a secre¢cdo mucoide ou
mucopurulenta, e hiperemia conjuntival (SLATTER, 2005). Dentre os animais

do presente estudo, 50% (9/18) foram diagnosticados também com
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ceratoconjuntivite seca, e 27,9% (5/18) com triguiase medial ou pelos na
caruncula, o que pode justificar a persisténcia dessas variaveis em periodos
tardios de avaliagdo na maioria dos animais. Ainda, lembrando que os pontos
de cérnea foram retirados aos sessenta dias pos-operatorio, com excecdo de
trés animais do GT que foi retirado entre trinta e sessenta dias, uma causa
provavel somatoria de secrecdo ocular e hiperemia conjuntival € a presenca do
fio de sutura.

A vascularizagdo corneal se desenvolveu em todas as corneas, e foi
observada em 100% dos animais em todos os momentos de avaliagcdo. No
M90, esta variavel ainda foi observada na extensédo de até 8 mm do limbo em
um (1/9) animal no GC e em cinco (5/9) no GT. Houve diferenca estatistica
entre os grupos no M3, M15, M30, M60 e M90, conforme consta na Tabela 2.

Tabela 2 - Mediana, minimo e maximo da vascularizagao corneal no grupo controle e grupo
tratado, ao longo de 90 dias; p valor da comparacao entre os grupos, em cada momento, obtido

através do teste Man-Whitney.

Variavel Momento GC GT p
Md Min-Max Md Min-Max

Vascularizagdo MB 4 2-8 6 2-8 0,0829
corneal M3 4 2-8 6 4-8 0,0363
M7 4 2-8 6 4-8 0,0729
M15 4 2-8 8 6-8 0,0059
M30 6 4-8 8 6-8 0,0258
M60 6 4-8 8 6-8 0,0258
M90 6 4-8 8 6-8 0,0156

Legenda: GC: grupo controle; GT: grupo tratado; Md: mediana; Min: minimo; Max: maximo; MB:
momento basal; M3: 3 dias posoperatorio; M7: 7 dias posoperatorio; M15: 15 dias
posoperatorio; M30: 30 dias posoperatorio; M60: 60 dias posoperatorio; M90: 90 dias

posoperatorio.

Ainda quanto a vascularizacéo corneal, foi quantificada subjetivamente a
area vascularizada, dividindo a cornea em quadrantes (0-auséncia de vasos; 1-

até 1/4 da superficie da cOrnea; 2-até 2/4 da superficie da cornea; 3-até 3/4 da
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superficie da cérnea; 4- 4/4 da superficie da cornea). Isso foi proposto devido a
possibilidade do desenvolvimento de uma vascularizacdo 360° no GT, podendo
denotar rejeicio a membrana de PBAT, conforme observado no estudo de
Costa et al. (2006) com a membrana de quitosana em cérnea de coelhos. De
fato, foi observado clinicamente maior area corneal vascularizada no GT,
quando comparado ao GC, porém essa diferenca foi mais evidente somente
até o M15, a qual atribuimos ao processo cicatricial corneal ap6s uma
ceratoplastia em que ndo ha suporte tréfico. No M90, a mediana da &rea de
vascularizacéo corneal foi estatisticamente maior no GT, quando comparado ao
GC (MdGC=1 e MdGT=2; p=0,0114), e nos demais momentos ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05).

Todos os caes do presente estudo apresentaram opacidade corneal em
todos os momentos. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos em cada
momento para a presenca ou auséncia de opacidade corneal (p>0,05).

A opacidade corneal ainda foi avaliada conforme o grau (0-sem
dificuldade de observacao dos detalhes da iris; 1-discreta, com borramento dos
detalhes da iris; 2-moderada, com dificuldade de definir os detalhes da iris; 3-
severa, ndo é possivel observar detalhes da iris), que variou entre moderada a
severa, e discreta a severa no GC e GT, respectivamente. Esta foi considerada
severa em 100% (9/9) dos animais no M90 no GC, e moderada em 3 animais
(3/9) e severa no restante (6/9) no mesmo momento no GT. No M3, a mediana
no GC foi estatisticamente maior quando comparado ao GT (MdGC=3 e
MdGT=2; p=0,0042), e nos demais momentos ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos (p>0,05). Essa diferenca encontrada no M3 se deve
provavelmente a semitransparéncia da membrana de PBAT, que permitiu
visualizar a iris, ainda que sem detalhes, o que ndao é possivel através do
enxerto conjuntival. Ao longo dos dias e da cicatrizacdo corneal, e assim
desenvolvimento da opacidade cicatricial (SLATTER, 2005), somado a
caracteristica do PBAT de ser permeavel a &gua (BORDES; POLLET;
AVEROUS, 2009), o grau de opacidade se assemelhou em ambos 0s grupos.



69

Afim de avaliar a extensdo da area de opacidade em ambos 0s grupos,
foram medidos os diametros horizontal e vertical, com auxilio de paquimetro
digital, da opacidade observada em cada paciente e em cada momento
estudado, para posteriormente trabalhar a foto de cada momento no programa
ImageJ 1.49v®, e obter a area de opacidade corneal. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos estudados em nenhum dos momentos, porém foram
observadas algumas diferencas entre 0s momentos no mesmo grupo, o que &
esperado visto que a area de opacidade diminui conforme ocorre a cicatrizacao
corneal (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007). As médias e desvio padréo

desta variavel, em cada momento estudado, estdo representadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Média, desvio padrdo e comparacdo estatistica (teste de Tukey) entre o grupo
controle e grupo tratado em cada momento, e entre 0s momentos do mesmo grupo referente a

area de opacidade corneal, ao longo de 90 dias.

Variavel Momento GC GT

Média Desvio Teste de Média Desvio Teste de

padrao Tukey padréao Tukey
Area de MB 0,821 0,598 Aab 0,864 0,565 Aa
opacidade M3 1,051 0,656 Aa 0,929 0,629 Aa
corneal (cm?) M7 1,043 0,769 Aa 0,915 0,672 Aa
M15 0,928 0,433 Aab 0,840 0,639 Aa
M30 0,673 0,414 Aabc 0,598 0,458 Aab
M60 0,462 0,442 Abc 0,450 0,349 Aab
M90 0,276 0,208 Ac 0,275 0,182 Ab

Legenda: GC: grupo controle; GT: grupo tratado; MB: momento basal; M3: 3 dias
posoperatorio; M7: 7 dias posoperatorio; M15: 15 dias posoperatorio; M30: 30 dias
posoperatorio; M60: 60 dias posoperatorio; M90: 90 dias posoperatorio; médias seguidas de
letras distintas, mailsculas na linha e minldsculas na coluna, diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Apesar dos resultados ndo diferirem estatisticamente de uma forma

geral quanto as trés variaveis referentes a opacidade corneal, o aspecto
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estético final notavel quanto a transparéncia corneal foi por nds considerado

melhor no GT, quando comparado ao GC (Figuras 2, 3 e 4).

Figura 2. Imagens fotogréficas da apresentac@o clinica nos diferentes momentos de
avaliagdo do animal namero 4, do GC. (a) Descemetocele no momento basal, com
hiperemia conjuntival moderada, vascularizacdo corneal 360°, edema corneal difuso e
hipépio. (b) Aspecto aos 3 dias pds-operatério do enxerto conjuntival pediculado, (c) sete
dias, (d) quinze, (e) trinta, (f) sessenta e (g) noventa. Notar a opacidade severa no locéo da
enxertia como resultado final.
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Figura 3. Imagens fotogréficas da apresentacdo clinica nos diferentes momentos de
avaliagdo do animal numero 7, do GT. (a) Descemetocele no momento basal, com hiperemia
conjuntival discreta, vascularizagcdo corneal restrita a periferia dorsal da lesdo (10-12 horas)
e edema corneal ao redor da Ulcera. (b) Aspecto aos 3 dias pds-operatério do implante da
membrana de PBAT, (c) sete dias, (d) quinze, (e) trinta, (f,g) trinta e sete, (h) sessenta e (i)
noventa. Notar vascularizagao corneal 360° evidente aos 7 dias pds-operatério (c) e 15 dias
(d), com remisséo significativa aos 30 dias (e). Notar, ainda, aos 37 dias pds-operatorio (f, g)
tecido de granulacdo exuberante encontrado abaixo da membrana de PBAT na regido dos
pontos (g), imediatamente apds sua retirada, e superficializacdo evidente da mesma (f), que
se apresentou clinicamente com blefarospasmo, hiperemia conjuntival e secrecdo ocular
discretos. Aos 90 dias pos-operatorio (i), observa-se opacidade corneal severa, porém com
resultado cosmético superior quando comparado ao enxerto conjuntival.
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Figura 4. Imagens fotograficas da apresentacdo clinica nos diferentes momentos de
avaliacdo do animal nimero 3, do GT. (a) Ulcera profunda no momento basal, com
hiperemia conjuntival discreta, vascularizacdo corneal 360° e edema corneal difuso. (b)
Aspecto aos trés dias pos-operatorio do implante da membrana de PBAT, (c) sete dias, (d)
quinze, (e) trinta, (f, g) sessenta e (h) noventa. Notar o tecido de graulagdo exuberante na
regido dos pontos, observado ao retirar a membrana de PBAT aos 60 dias pds-operatdrio
(9), e opacidade moderada como resultado final (h).

Todos os pacientes apresentaram defeito epitelial no MB, que persistiu
até o M7 em um (1/9) animal no GC e dois (2/9) no GT, e até o0 M15 em um
(1/9) animal do GT. A quemose foi observada em um cdo do GC no M7 e um
do GT no MB. Né&o foi observado conjuntivalizacdo em nenhum dos pacientes
do presente estudo, em nenhum momento de avaliagdo. N&o houve diferencga
estatistica entre os grupos em cada momento para o defeito epitelial, quemose
e conjuntivalizagéo.

A presenca de descemetocele foi observada somente no momento do
diagnéstico (MB), em dois (2/9) animais no GC e quatro (4/9) no GT, assim
como a perfuragdo corneal no GC (3/9); no GT, uma das ocorréncias de
perfuracdo foi diagndstica (MB) e a outra no M3 de um paciente com
diagnéstico de descemetocele, que realizou auto traumatismo nos primeiros
dias poOs-operatorio, resultando em um pequeno ponto de extravasamento de
humor aquoso confirmado através do teste de Seidel positivo. Nesse caso, foi
necessaria nova intervencdo cirlrgica para refazer os pontos de sutura
rompidos apos o trauma. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos em
cada momento para a descemetocele.
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No GC, em sete (7/9) pacientes foi documentada a presenca de sinéquia
anterior, sendo em quatro animais a partir do MB, e em trés animais somente a
partir do M3; esta observagéo persistiu até o M90 em quatro animais. No GT,
apenas um apresentou sinéquia anterior desde o MB, que ndo foi mais
documentada a partir do M60. No M3 e M7, houve diferenca estatistica entre os
grupos (p=0,0498 em ambos os momentos). Nos demais momentos nao houve
diferenca estatistica entre os grupos estudados (p>0,05). Essa diferenca
consideravel entre os grupos referente a ocorréncia de sinéquia anterior pode
estar relacionada a destreza cirargica do cirurgido, que possivelmente era
menor quando realizados os primeiros procedimentos cirlrgicos da pesquisa,
0S quais justamente compuseram o GC, ainda que tenha havido uma longa
curva de aprendizado na microcirurgia corneal antes de iniciar o presente
estudo. Essa hipotese é reforcada pelo fato da aderéncia da iris com a cOrnea
ter se desenvolvido apds o procedimento cirargico (M3) em trés animais do GC,
0 que pode estar relacionado a pontos de sutura mais profundos que o ideal e
extravasamento de humor aquoso no periodo pdés-operatorio, visto que a
conjuntiva ndo oferece uma integridade estrutural ideal para tamponar a
camara anterior imediatamente, levando a um aumento da inflamacéo
intraocular e formacéo de sinéquia (GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007).

Todos os pacientes de ambos 0s grupos apresentaram resposta a
ameaca em todos os momentos estudados, ndo havendo diferencga estatistica
entre 0s grupos em cada momento (p>0,05). Em alguns casos de ceratites
ulcerativas complicadas, ndo é possivel a preservacédo da visao do paciente
(GILGER; BENTLEY; OLLIVIER, 2007; SLATTER, 2005), e o procedimento
cirirgico de ceratoplastia € realizado com intuito apenas tecténico. Felizmente,
no presente estudo, foi possivel manter a fungéo do bulbo do olho em todos os
pacientes de ambos os grupos.

As médias de valores do teste da lagrima de Schirmer | e pressdo ocular
se mantiveram dentro do valor de referéncia para a espécie canina em todos os
momentos estudados, e ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos em

cada momento ou entre 0s momentos em cada grupo (p>0,05).
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Como complicacBes no presente estudo, podemos citar o desconforto
que dois animais do GT apresentaram entre trinta e sessenta dias pos-
operatorio, o que justificou a decisdo de retirar a membrana de PBAT antes do
tempo por nés preconizado (sessenta dias). Nesses pacientes, foi observado
tecido de granulacdo exuberante abaixo do implante, principalmente nos
pontos de sutura, grave o suficiente para projetar superficialmente a membrana
de PBAT (Figura 3 f,g). Ainda, um terceiro animal ficou sem o colar elisabetano,
relatado pelo tutor, a partir do M30, e quando retornou para a avaliacdo no
M60, se encontrava sem o implante de PBAT e sem 0s pontos de sutura,
porém livre de maiores consequéncias e apresentando integridade corneal.

Além do exposto, quando na retirada dos pontos no GT, em todos os
pacientes a membrana de PBAT também foi destacada da superficie corneal,
sem ser necessario qualquer esforco por parte do cirurgido. Inicialmente,
esperavamos gue pudesse haver incorporacéo deste polimero a cérnea, o que
nao ocorreu no periodo avaliado. Isso provavelmente se deve ao fato do PBAT
ndo se degradar antes de oito semanas em condi¢fes de hidrolise in vitro
semelhantes aos compartimentos biolégicos (FUKUSHIMA; RASYIDA; YANG,
2013). Apesar do observado, ndo foi documentado extrusdo do implante ou
sinais clinicos de rejeicdo do mesmo, no periodo por nds estudado, diferente
do relatado por Morales et al. (2005) nas técnicas de enxertia lamelar e
penetrante com a membrana de poliuretana vegetal derivada de 6leo de
mamona em cérneas de coelhos.

O tempo de avaliacdo pos-operatoria por nés adotado (90 dias) poderia
fornecer maiores informagfes quanto as consequéncias do processo de
degradacdo junto a cdérnea, caso houvesse incorporacdo da membrana de
PBAT ao tecido corneal. Apesar disso, 0 objetivo terapéutico de suporte
mecanico para cicatrizagao corneal nas ceratites ulcerativas foi alcancado com
sucesso em todos os pacientes do GT, e sugerimos que este polimero seja
utiizado na rotina médica para este fim, de fato como um recobrimento
temporéario. Ainda, acreditamos que a cicatrizacdo corneal ocorra antes dos

sessenta dias pés-operatério na maioria dos animais, e conforme a avaliacéo
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do oftalmologista em cada caso, os pontos de sutura e implante ja poderiam
ser retirados a partir de trinta dias ap0s a ceratoplastia.

Para aplicagbes meédicas, a biocompatibilidade dos materiais €
imperativa, isto €, o material ndo deve provocar uma resposta inflamatoéria ou
demonstrar imunogenicidade e citotoxicidade (OKAMOTO; JOHN, 2013). A
toxicidade celular do PBAT foi avaliada por Jao et al. (2010), in vitro, baseado
na porcentagem de inibicdo do crescimento celular, que esteve em torno de
13,4%. Os autores afirmaram que uma citotoxicidade significativa apresenta
uma inibicdo do crescimento celular em mais de 30%, e somente acima desse
valor, a amostra € considerada citotoxica. Fukushima, Rasyida e Yang (2013)
obtiveram resultados semelhantes e concluiram que a membrana de PBAT
possui boa seguranca bioldgica.

Até o nosso presente conhecimento, os dados disponiveis quanto a
biocompatibilidade deste polimero se limitam a estudos in vitro (FUKUSHIMA;
RASYIDA; YANG, 2013; FUKUSHIMA et al., 2012; GOES et al., 2012; JAO et
al., 2010), com excecdo de um estudo com préoteses de PBAT com
nanohidroxiapatita sintética implantadas em fraturas de tibia induzidas em ratos
(SANTANA-MELO et al., 2017). Visto isso, realizamos uma pesquisa
semelhante antes do presente estudo, utilizando a membrana de PBAT em
cornea de coelhos através de enxertia interestromal, com posterior
acompanhamento clinico ao longo de sessenta dias, e estudo histopatolégico
aos trinta e sessenta dias, a fim de avaliar a biocompatibilidade desse polimero
na cornea. Foram observados minimos sinais de inflamac&o corneal, e
concluimos que o PBAT pode ser utilizado na cérnea de animais. Esse estudo
piloto prévio nos encorajou a aplicar a membrana deste polimero em cédes da
rotina do HV.

Vale lembrar que utilizamos a membrana de PBAT pura (Ecoflex® F
Blend C1200) devido a natureza inédita do presente estudo, e portanto néo
foram adicionados outros componentes que pudessem melhorar sua
biocompatibilidade. Estudos semelhantes podem ser realizados com esta

membrana adicionada de componentes como a heparina ou acido hialurénico,
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melhorando a biocompatibilidade, fornecendo acédo bactericida e
bacteriostatica, e melhor efeito sobre a proliferacao celular (JAO et al., 2010).
Wei et al. (2016) obtiveram excelente atividade antimicrobiana em filmes de
PBAT acrescidos de amido termoplastico. Outra opcdo viavel, refere-se a
adicdo de nanomateriais e/ou nanoparticulas conforme estudaram Fukushima
et al. (2012).

Admite-se que a membrana aqui utlizada, ainda ndo se encontra
disponivel em escala comercial para fins médicos, sendo sua producdo ainda
restrita as industrias de embalagens.

Por fim, observamos que a aceitacdo estética pds-operatdria pelos
tutores dos cdes do GT foi muito satisfatéria, que de uma forma geral
verbalizaram isso a nossa equipe. Em contrapartida, no GC, houve repudia
estética ao primeiro contato com o paciente por parte da maioria dos

proprietarios.

Conclusdes

Visto que a membrana de PBAT exerceu um excelente suporte
mecanico para a cicatrizacado corneal de lesbes profundas em cées, sob as
condicdes aqui adotadas, conclui-se que este polimero pode ser empregado na
terapéutica cirtrgica de ceratites ulcerativas nesta e, possivelmente, em outras
espécies. Salientamos que tal membrana pode ser uma alternativa viavel de
auxilio a reparacéo da cérnea de cdes, quando houver contraindicacdo do uso
de enxerto pediculado de conjuntiva, jA que a aplicacdo da membrana de

polimero n&o necessita de trauma adicional a superficial ocular.
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