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GONCALVES, L. G. Uso autb6logo e xenélogo da fibrina rica em plaquetas
em Ulceras de cornea em coelhos (Oryctolagus cuniculus). 2022. 74p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu, 2022.

RESUMO

A membrana de fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (L-PRF) é um biomaterial
com potencial regenerativo proveniente de preparo rapido e simples do sangue.
Este trabalho descreveu o uso de membrana autéloga e xendloga de L-PRF em
Ulceras corneais profundas induzidas em coelhos; correlacionando achados
clinico-oftalmologicos, histomorfométricos e imuno-histoquimico. Foram
selecionados 28 coelhos adultos sadios, e o olho direito submetido & inducao de
Ulcera de cérnea profunda e tratamento com membrana L-PRF xendloga de
cées, fixada na conjuntiva bulbar. Constituiram-se dois grupos experimentais
(n=14), designados: grupo um (G1), tratado apenas com a membrana L-PRF
xenologo; e o grupo dois (G2), cujos olhos receberam adicionalmente membrana
autéloga de L-PRF previamente no leito da uUlcera. Os animais foram avaliados
por exame oftalmolégico antes da cirurgia e aos quatro (M4), sete (M7), 14 (M14)
e 30 (M30) dias de poOs-operatorio, bem como a andlise histomorfométrica da
cornea no M30. Cinco animais de cada grupo em M4, foram submetidos apenas
a avaliacdo histomorfométrica e imunohistoquimica para fator de crescimento
transformador 1 (TGF- 1) e fator de crescimento de fibroblastos basico (FGF-
2). Os resultados das avaliagBes clinico-oftalmologicas, histomorfométrico e
imunohistoquimico foram similares entre 0s grupos na maioria das variaveis
analisadas. Inflamagéo discreta e auséncia de vascularizagdo corneal foram
observadas; a reparacédo total da lesdo verificou-se no M14 com discreta
opacidade corneal nos dois grupos. No G2, notou-se absor¢cdo mais lenta das
membranas na fase inicial, bem como, maior expressdo de TGF-f1 no epitélio.
No M30, na area da lesdo, o numero de camadas epiteliais e espessura do
epitélio foram significativamente maiores, similar & cérnea integra nos dois
grupos. Verificou-se, entretanto, que a redugdo da area da lesao foi superior no
G1 no periodo inicial (M7). A metodologia do G2 podera favorecer o uso clinico
da membrana autéloga; considerando necessidade de menor volume de sangue
autologo coletado, promovendo sua instituicdo em animais de pequeno porte. A
aplicagdo cirurgica da membrana de L-PRF xendloga e/ou associada a autologa
€ exequivel e préatica, promove a cicatrizagdo de Ulceras profundas, e apresenta-
se como alternativa viavel na clinica oftalmoldgica.

Palavras-chaves: Biomaterial; cicatrizacdo corneal; concentrado de plaqueta;
fator de crescimento de fibroblastos (FGF); fator de crescimento transformador
(TGF).



GONCALVES, L.G. Autologous and xenogeneic use of platelet-rich fibrin in
corneal ulcers in rabbits (Oryctolagus cuniculus). 2022. 74p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Faculdade de
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ABSTRACT

Platelet and leukocyte-rich fibrin (L-PRF) is a biomaterial made from blood that
presents regenerative potential and quick and simple preparation. This study
describes the use of autologous and/or xenologous L-PRF membrane in deep
induced corneal ulcers in rabbits; correlating clinical-ophthalmological,
histomorphometric, and immunohistochemical findings. Twenty-eight healthy
adult rabbits were selected. A deep corneal ulcer was induced and the animals
were divided into two groups (n = 14): overlay group (G1) was treated with an
overlay xenologous L-PRF membrane made from dog blood, fixed in the bulbar
conjunctiva; inlay group (G2) received autologous L-PRF inlay and an overlay
xenologous L-PRF membrane. The animals were evaluated on MO, before
surgery, and on M4, M7, M14, and M30 days postoperatively as well the
histomorphometric analysis of the cornea in the M30. In M4, five animals from
each group were submitted to the histomorphometric and immunohistochemical
evaluation of transforming growth factor-b (TGF-B1) and fibroblast growth factor
(FGF-2). The results of the clinical-ophthalmological, histomorphometric, and
immunohistochemical evaluations were similar between the groups in most of the
variables analyzed. Mild inflammation and low corneal vascularization were
observed; complete repair of the lesion was observed in M14 with a minor corneal
opacity in both groups.In G2, slower absorption of membranes was observed in
the initial phase, as well as greater expression of TGF-B1 in the epithelium. In
M30, area of the lesion, the number of epithelial layers and the thickness of the
epithelium were significantly higher, similar to the intact cornea in both groups.
However, the reduction of the lesion area was superior in G1 in the initial period
(M7). The G2 methodology may favor the clinical use of the autologous
membrane; considering the need for a smaller volume of autologous blood
collected, promoting its institution in small animals. The surgical application of
xenologous and/or associated with autologous plug L-PRF membrane is feasible
and practical, promotes the healing of deep ulcers, and presents itself as a viable
alternative in the ophthalmic clinic.

Keywords: Biomaterial; corneal healing; FGF; PRF; platelet concentrate; TGF-

B.
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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A Ulcera de cérnea é uma afeccédo frequente na oftalmologia veterinaria
(WHITLEY; HAMOR, 2021). O processo de cicatrizacdo corneal € dinamico e
complexo; envolve a interacdo de uma variedade de citocinas, fatores de
crescimento e proteases, no qual desequilibrios podem acarretar perda de
transparéncia (WILSON et al., 2001). A intervencdao cirurgica € indicada quando
ha o risco de comprometimento da integridade do bulbo ocular e da viabilidade
visual (WHITLEY; HAMOR, 2021).

Os biomateriais a base de plaquetas estdo sendo progressivamente
utilizados na oftalmologia humana e veterinaria no tratamento de doencas da
superficie ocular (NUGENT; LEE, 2015; YOU et al., 2020). Diversos tipos de
preparagdes desenvolvidas, tais como, suspensoes, cola, tamp&o e membrana,
sdo empregadas isoladas ou associadas a outras técnicas cirdrgicas em ulceras
de cdrnea profundas, descemetoceles e perfuracfes (HICK et al., 2005; ALIO et
al., 2013; ARNALICH et al., 2016; CAN et al., 2016a; SANCHEZ-AVILA et al.,
2018).

Na oftalmologia veterinéria, o plasma rico em plaguetas (PRP) como
suspensao ou tampao mostrou potencial na cicatrizacdo de Ulceras de cOrneas
induzidas em coelhos e ratos (DONATTI, et al., 2013; PERCHES, et al., 2015;
GANDOLFI et al., 2021), assim como em Ulceras superficiais médias em caes
(MERLINI, et al., 2014), profundas em gatos (FARGHALI, et al. 2021) e
indolentes de cées (EDELMANN et al., 2018). O uso de cola de fibrina foi
relatado em um caso de Ulcera profunda com exposicdo de membrana de
Descemet em céo e possibilitou a reparacéo ocular (BARBOSA; WOUK, 2014).

Descrita em 2001 por Choukroun, a membrana de fibrina rica em
plaguetas e leucdcitos (L-PRF) destacou-se na medicina regenerativa pela
preparacdo simples, sem manipulacdo bioquimica de sangue (DOHAN et al.,
2006a apud Choukroun et al., 2001; NANDITHA et al., 2017). Apresenta
arquitetura 3D com a incorporacdo intrinseca de citocinas plaquetarias,
leucocitos e células-tronco circulantes, fornecendo fatores de crescimento e
moléculas bioativas, estimulando a cicatrizacdo, angiogénese e remodelacao de
tecido (DOHAN et al.,, 2006d). Adicionalmente, promove suporte mecanico

importante para a regeneracéo da superficie ocular (CAN et al., 2016a; CAN et



al., 2016b; CAKMAK et al., 2017; DERELI CAN et al., 2020; CAMACHO; LEON-
ROJAS, 2021).

Considerando que um principio fundamental na producao do L-PRF é a
coleta rapida, trata-se de um desafio consideravel em animais de pequeno porte
relacionado ao menor calibre das veias e maior volume relativo de sangue
necessario quando comparado aos 10 ml coletados em humanos (DOHAN
EHRENFEST et al., 2010b).

A aplicagcdo de membrana xendloga, associada ou ndo a membrana
autologa, pode ser uma alternativa viavel no tratamento oftalmoldgico, tornando-
0 acessivel também aos animais de espécies ou racas de pequeno porte.
Entretanto, na literatura consultada ndo foram encontrados trabalhos avaliando
compatibilidade interespécies para membrana L-PRF xendloga.

Do conhecimento dos autores, os estudos sobre o uso de membrana de
L-PRF sdo escassos e inovadores tanto na oftalmologia humana como na
veterinaria. Nosso grupo de pesquisa demonstrou a viabilidade e os beneficios
do uso de membrana autéloga em coelhos (HIROTA, 2021), incentivando o
desenvolvimento deste trabalho.

Este estudo tem por objetivo avaliar clinicamente, o processo de
reparacdo de Ulceras profundas de cérnea, induzidas experimentalmente em
coelhos, submetidos ao tratamento cirdrgico com membrana de PRF aut6loga e
xenologa. Adicionalmente, comparar por histomorfometria e imuno-histoquimica

de fatores de crescimento nos tratamentos instituidos.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Coelho como pet e modelo experimental

O coelho doméstico (Oryctolagus cuniculuns, LINNAEUS, 1758)
pertence a familia Leporidae e ordem Lagomorpha (PESSOA, 2014). Dentre os
animais de companhia exoticos, estdo comumente envolvidos na pratica
veterinaria, bem como na oftalmologia, com destaque para as afeccfes da
cérnea, ductos nasolacrimais e lente (GRAHAM, 2006; GONZALEZ-REDONDO;
CONTRERAS-CHACON, 2012; MAKITAIPALE et al., 2015). Adicionalmente,
representam a espécie de animais de laboratério amplamente utilizada como
modelo experimental, incluindo investigacdes oftalmicas (WERNER et al., 2006;
EATON, 2021).



A popularidade da espécie pode ser atribuida em grande parte ao
manejo com relativamente baixo dispéndio econdémico, facilidade de manuseio,
possibilidade de realizar exames sem anestesia e as similaridades notaveis com
o olho humano em termos de dimensdes e volumes anatdmicos oculares
(VALINHOS, 2011; WILLIAMS, 2012; EATON, 2021). Entretanto, essas
diferencas anatdmicas e fisioldgicas devem ser levadas em consideracéo tanto
para planejar o estudo, determinando a adequacdo do modelo, e também
durante a interpretacdo precisa dos resultados obtidos (WERNER et al., 2006;
EATON, 2021).

2.2. Cérnea e aspectos anatomofisiolégicos

A superficie ocular é a interface entre o olho e 0 meio ambiente, sendo
responsavel por proporcionar protecdo anatémica, fisiologica e imunoldgica. A
cornea representa uma estrutura importante da superficie ocular (HAMRAH;
SAHIN, 2015). Apos o filme lacrimal, é o primeiro tecido que recebe os raios
luminosos e, devido a sua curvatura e transparéncia, possui grande capacidade
de refracdo e transmisséo de luz, representando, em média, 70% do poder Optico
do olho (SCHOR et al., 2013; OFRI; EKESTEN, 2021).

A cérnea é constituida basicamente por quatro camadas: epitélio e sua
membrana basal; estroma; membrana de Descemet; e endotélio (MAGGS, 2018)
(Apéndice 1). O filme lacrimal pré-corneal por vezes também é considerado uma
camada fisiolégica mais externa, por ter uma grande importancia tanto na
refracdo quanto na protecdo, lubrificacdo e nutricdo da cornea (HAMRAH;
SAHIN, 2015; MEEKINS et al., 2021).

O epitélio corneal é escamoso, estratificado, ndo queratinizado,
constituido por duas ou trés camadas de células escamosas superficiais, duas
ou trés camadas de células intermediarias poliédricas; conectada a essas por
hemidesmossomos, ha uma Unica camada de células basais, que se encontram
em uma fina membrana basal (MAGGS, 2018; MEEKINS et al., 2021).

O estroma constitui 90% da espessura da cornea e sua fungéo principal
é oferecer rigidez e manter a curvatura corneal (MULLER et al., 2001). E
composto principalmente por lamelas organizadas de fibrilas de colageno;
ceratécitos, agua, glicosaminoglicanos, fibras nervosas amielinicas, raros

linfécitos, macrofagos, neutrofilos e outros componentes da matriz extracelular



(MEEKINS et al., 2021). A disposicéo ordenada e regular das fibrilas de colageno
€ essencial para manter a transparéncia da cornea (MAGGS, 2018).

A membrana de Descemet é a membrana basal do endotélio, camada
delgada, homogénea e acelular (HERRERA, 2008; MAGGS, 2018). Demonstra
certa elasticidade clinicamente e € composta por uma série de fibrilas de
colageno (MEEKINS et al., 2021). Em seguida, em contato com o humor aquoso,
encontra-se uma unica camada de células endoteliais achatadas de formato
hexagonal (MEEKINS et al., 2021).

A espessura corneal varia de acordo com espécies, racas, individuos e
entre as regides corneais. Na maioria dos animais domeésticos encontra-se entre
0,5 e 0,8 mm, néo ultrapassando 1,0 mm e tendendo a ser mais fino em aves,
répteis e pequenos mamiferos (MAGGS, 2018; MEEKINS et al., 2021).

A cérnea é um dos tecidos mais densamente inervados do corpo e é
ricamente suprida por fibras nervosas sensoriais. A sensibilidade corneal tem
importante funcdo protetora, visto pelo piscar involuntario e lacrimejamento
quando estimulada (MULLER et al., 2003; MEEKINS et al., 2021). Ademais, a
inervagdo corneal auxilia na transparéncia, € amielinica e auxilia na cicatriza¢éo
apos lesdes; ajudam a manter uma cérnea saudavel por meio da secrecao de
fatores tréficos e manutencdo das secrecbes lacrimais basais (MULLER et al.,
2003; MAGGS, 2018).

2.2.1 Caracteristicas gerais anatomo-histologicas do olho dos coelhos

Os coelhos sdo animais com olhos relativamente grandes quando
comparados ao seu tamanho, protuberantes e situados lateralmente a cabeca,
o que lhes permite amplo campo de visdo de aproximadamente 360° (PESSOA,
2014; EATON, 2021).

A cornea do coelho € excepcionalmente grande, ocupando
aproximadamente 30% da area da superficie do bulbo; com formato proximo do
eliptico e notavelmente fina; apresenta didmetro corneal horizontal médio de
12,65 + 0,55 mm (DAVIS, 1929; VALINHOS, 2011; ZHANG et al., 2017).

Diferente dos humanos, os coelhos ndo possuem a camada de Bowman
(DAVIS, 1929). O epitélio escamoso estratificado recobre a superficie corneal
anterior, composto por aproximadamente seis camadas (DAVIS, 1929). O
estroma representa cerca de 90% da espessura corneal e € constituido por



camadas organizadas de fibrilas de colageno, responsaveis pela transparéncia
corneal (DAVIS, 1929). O endotélio possui maior capacidade regenerativa do
que em outras espécies, decorrente da replicacdo celular em resposta ao
ferimento, porém esta capacidade regenerativa € reduzida dos 9 aos 12 meses
de idade sendo encontrado maior incidéncia de polimegatismo endotelial
(EATON, 2021 apud VAN HORN et al., 1977).

Nos coelhos, a espessura central € 370 um e discretamente maiores
(450um) na periferia proxima ao limbo (DAVIS, 1929). Godoy et al. (2007)
relataram espessura corneal de 356,11+14,34um em coelhos de 2 a 4 meses,
da raca Nova Zelandia, com o uso de paquimetria ultrassoénica, similares com os
achados de Davis (1929). Goncalves et al. (2018) utilizaram tomografia
computadorizada e observaram uma espessura central de 410.39 + 20.46 um
em coelhos de 14 meses de idade.

Raca, idade e algumas enfermidades, como diabetes, influenciam
variaveis do bulbo ocular de coelhos e devem ser considerados (VALINHOS,
2011; RIAU et al., 2012; BAO et al., 2017; ZHANG et al., 2017). A pressao intra-
ocular (P1O) normal nos coelhos €, no geral, considerada de 13 a 20 mmHg
(HOLMBERG, 2018; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

Os coelhos apresentam um sistema lacrimal diferenciado visto pelo
baixo ritmo de piscar, em torno de uma vez a cada seis minutos, mas seu filme
lacrimal permanece estavel (HOLMBERG, 2018; EATON, 2021). A maior
estabilidade do filme lacrimal poderia ser explicada pela presenca de quatro
glandulas orbitais, com expressao constitutivamente mais ampla de mucina, e
também uma camada lacrimal de lipidio mais espessa em comparacao com caes
e humanos, Ihe proporcionando resisténcia a evaporacao e a ruptura do filme
lacrimal (EATON, 2021). Os valores para o teste lacrimal de Schirmer (TLS)
apresentam uma variabilidade consideravel, mas geralmente estdo entre
5t3mm/min (HOLMBERG, 2018; EATON, 2021). Hirota (2021) em um estudo
com 30 coelhos adultos saudaveis observaram TLS de 9,6+1,2mm/min.

Ademais, os coelhos apresentam uma taxa mais lenta de eliminagéo da
lagrima, facilitada pela auséncia do ducto nasolacrimal superior (EATON, 2021).
Xia et al. (2011) demonstraram uma sensibilidade corneal baixa de coelhos

brancos Nova Zelandia de aproximadamente 31,93 mm.



2.3. Lesdes de cdérnea e mecanismos de reparacao corneal

A Ulcera de cOrnea € uma afeccdo, caracterizada por uma solucao de
continuidade sobre a superficie ocular com exposicdo do estroma ou membrana
basal epitelial (MAGGS, 2018). O contato direto da cornea com o ambiente torna-
a susceptivel a lesbes, sendo Ulceras de origem traumdtica frequentes na
oftalmologia veterinaria (MAGGS, 2018, MOREIRA et al., 2018). Outras causas
descritas sé&o: disfuncdes palpebrais, corpo estranho, alteragcdes no filme
lacrimal, acdo de agentes infecciosos e quimicos, afec¢bes de origem
metabdlicas, ou até neoplasias (HERRERA, 2008; WHITLEY; HAMOR, 2021).

Entretanto, as propriedades biomecanicas e geométricas da cornea sao
essenciais para que suas funcdes sejam preservadas (LIU; ROBERTS, 2005). A
auséncia de vasos sanguineos e pigmentos, seu estado de deturgescéncia e a
manutenc¢ao da organizacao das estruturas celulares séo fundamentais para sua
transparéncia (RIORDAN-EVA; WHITCHER, 2008). Adicionalmente, a superficie
externa lisa deve ser mantida, considerando processos de reparacdo continua
do epitélio e filme lacrimal saudavel, para a formacéo adequada da imagem na
retina (MEEKINS et al., 2021). Portanto, as células epiteliais possuem grande
capacidade regenerativa e a cOrnea saudavel pode reepitelizar em quatro a sete
dias (HAMRAH; SAHIN, 2015).

Imediatamente ap6s uma lesdo epitelial, ocorre o deslizamento das
células ao redor da margem sobre a &rea afetada, instituicAo de mitose e
maturidade celular e, por fim, sua fixacdo a membrana basal por meio de
hemidesmossomos (MAGGS, 2018). A membrana basal desempenha um papel
fundamental no processo, e quando ausente, mais tempo € necessario na
reparacao, pois a mesma precisa ser restabelecida, impedindo que o epitélio
seja facilmente removido do estroma (MEEKINS et al., 2021).

Nas lesdes estromais a cicatrizacdo pode ocorrer de modo avascular,
vascular ou por ambos. Independentemente do mecanismo, € uma cicatrizagao
relativamente lenta e imperfeita, resultando em uma perda na transparéncia
(MAGGS, 2018). Frequentemente, como o epitélio cicatriza rapidamente, ocorre
uma reepitelizacéo sobre a superficie estromal, com o intuito de selar a leséo e
posteriormente promover remodelacdo (MEEKINS et al., 2021).

Segundo Maggs (2018), as feridas estromais descomplicadas tendem a

cicatrizagdo avascular, na qual ocorrem recrutamento e infiltragcdo de neutrofilos



na lesdo; em seguida, ceratdcitos circundantes se transformam em fibroblastos
e migram para a area danificada, onde sintetizam proteinas, colageno e outros
componentes junto a sua matriz extracelular para atingir o preenchimento do
defeito; cerca de 48 horas apos a lesdo, ha a chegada de macréfagos para
remocdo de residuos celulares. A remodelacdo tecidual ocorre conforme a
cicatrizacdo, processo que pode resultar em cicatriz (MAGGS, 2018).

Em lesdes estromais infectadas, profundas ou crénicas o processo de
remodelagdo € mais complexo. Geralmente requerem cicatrizacdo
vascularizada, na qual a infiltracdo celular € mais extensa e a area é invadida
por vasos sanguineos originarios do limbo adjacente, o que resulta em maior
perda na transparéncia (MAGGS, 2018). A neovascularizacdo corneal ocorre
devido a liberacdo de fatores pro-angiogénicos como fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e vérias
outras citocinas (CHEN et al., 2020).

A membrana de Descemet € produzida e regenerada pelas células
endoteliais, continuamente ao longo da vida (MEEKINS et al., 2021). As lesdes
de cornea mais profundas e complicadas podem resultar na exposi¢do ou até
mesmo no rompimento da membrana de Descemet. Nesses casos, 0 endotélio
também é comprometido, devido a proximidade dessas estruturas (XIMENES et
al., 2014; MAGGS, 2018). A capacidade de regeneracdo endotelial € limitada e
varia com espécie e idade (MEEKINS et al., 2021). Em suma, apos a perda de
células endoteliais, o defeito endotelial é compensado por meio de uma
combinacédo ativa do deslizamento e hiperplasia de células endoteliais vizinhas
(VAN DEN BOGERD et al., 2017).

A cdOrnea ndo possui vasos sanguineos e, por isso, quando lesionada,
uma série de eventos se desenvolvem simultaneamente com o intuito de
promover a proliferacéo celular, migracédo, diferenciacao, apoptose, quimiotaxia,
angiogénese e comunicacao intercelular (PONTES et al., 2011; WHITLEY;
HAMOR, 2021). Esses mecanismos de cicatrizagdo sdo conduzidos por
intermédio de mediadores inflamatdérios, juntamente com os fatores de
crescimento gerados decorrentes da lesdo e também pela acéo de proteinases,
incluindo as matriz metaloproteinases (PERCHES et al.,, 2015; WHITLEY;
HAMOR, 2021).



Como mencionado anteriormente, o epitélio da cornea € um tecido de
auto renovacao e, portanto, em casos de lesfes leves, como abrasfes epiteliais,
a cicatrizacao epitelial depende, em grande parte, da migracéo e diferenciacéo
das células-tronco limbicas e da remodelacdo junto a membrana basal
(LJUBIMOV; SAGHIZADEH, 2015; WEST et al., 2015).

Apés leséo, as células epiteliais feridas ou mortas da cérnea liberam
interleucina 1 (IL-1) que, ao penetrar no estroma, ligam-se a receptores de IL-1
expresso por ceratocitos adjacentes a lesdo induzindo apoptose (WILSON,
2020). Em ceratdcitos e fibroblastos mais profundos, onde a concentragéo de IL-
1 é mais baixa do que proximo ao epitélio ferido, no lugar de apoptose, a IL-1
desencadeia a producéo e ativacdo de outros fatores de crescimento, matriz
metaloproteinases (MMPs) e quimiocinas, induzindo eventos como a
proliferacdo e quimiotaxia (WEST-MAYS; DWIVEDI, 2006; WILSON, 2020).
Neste momento, a producéo dos fatores de crescimento de hepatdcitos (HGF) e
de queratinocitos (KGF) pelos ceratocitos e fibroblastos é aumentada e, dezenas
de milhares de células derivadas da medula 0ssea séo atraidas ao estroma,
como mondcitos, macréfagos, linfocitos e fibrocitos (WILSON, 2020).

O HGF e KGF sao moduladores das interacdes estromais epiteliais que,
junto com fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento
transformador a (TGF-a) e outros fatores de crescimento produzidos pelo epitélio
e glandulas lacrimais, regulam a proliferagdo, motilidade, diferenciacdo e
apoptose das células epiteliais defeituosas buscando a cura epitelial
(LJUBIMOV; SAGHIZADEH, 2015; WILSON, 2020).

A cicatrizacdo estromal consiste principalmente na transformacao dos
ceratocitos em fibroblastos e miofibroblastos (LJUBIMOV; SAGHIZADEH, 2015).
As células epiteliais, além de IL-1, também influenciam positivamente na
secrecao e ativagao dos fatores de crescimento transformador (TGF) 1 e B2, e
o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), considerados citocinas
pro-fibroticas, pois adentram o estroma e acionam a transformacdo dos
ceratocitos sobreviventes em fibroblastos que, juntamente com os fibrécitos
provenientes por intermédio da IL-1, secretam componentes da matriz
extracelular (WILSON et al., 2017; WILSON, 2020).

Conforme a resposta de cicatrizacdo e reconstituicio da membrana

basal epitelial h4 uma diminui¢&do do influxo do TGF-B no estroma, sendo que 0s
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fibroblastos e fibrocitos podem reverter para suas respectivas células
progenitoras ou sofrer apoptose (WEST-MAYS; DWIVEDI, 2006; WILSON,
2020). Entretanto, lesdes mais graves, danos extensos a membrana basal
epitelial ou retardo na sua regeneracao, levam a penetracdo continua TGF-f3 e
PDGF que conduzem a transformacdo dos fibroblastos e fibrocitos em
miofibroblastos (WILSON, 2020). Estes, por sua vez, expressam grande
quantidade de alfa-actina de musculo liso maduro (a-SMA) e produzem grandes
guantidades matriz extracelular desordenada, o que contribui para fibrose e
diminuicdo da transparéncia corneal (DE OLIVEIRA; WILSON, 2020).

Assim, na cornea nao lesada, a producéo e ativacao epitelial de TGF-3
e PDGF é relativamente baixa e, esses fatores de crescimento, sdo impedidos
de entrar no estroma pela membrana basal epitelial (WILSON, 2020). Quando
ocorre lesdo ao epitélio que inclui danos a membrana basal epitelial, o TGF- e
PDGF entram no estroma acionando a transformacdo de ceratocitos
sobreviventes em fibroblastos da cornea e, em seguida, ambos os fibroblastos
da cornea e os fibrécitos sdo modulados para iniciar o desenvolvimento em
miofibroblastos maduros (WEST-MAYS; DWIVEDI, 2006; WILSON, 2020).

A formacdo de fibrose corneal vai depender principalmente da
quantidade de miofibroblastos transformados. Se o epitélio cicatrizar e, sua
membrana basal for restaurada a tempo, miofibroblastos em desenvolvimento
sofrem apoptose e ha a proliferacdo de ceratdcitos iniciando o processo de
remocado de matriz extracelular desordenada diminuindo a opacidade corneal,
evento que pode levar meses ou anos (WILSON et al., 2017; DE OLIVEIRA,;
WILSON, 2020). Entretanto, no caso de secrecdo acentuada ou continua de
TGF-B e PDGF com grande transformagdo de miofibroblastos maduros
completam seu desenvolvimento e fibrose é gerada (WILSON et al., 2017; DE
OLIVEIRA; WILSON, 2020).

As IL-1 a e [ liberados pelo epitélio lesado, juntamente com o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), também regulam positivamente a producédo de
metaloproteinases e colagenases por ceratécitos sobreviventes, fibroblastos,
fibrécitos e miofibroblastos (LI et al., 2001; WILSON, 2020). Essas
metaloproteinases e colagenases tém um papel critico na resposta de

cicatrizacdo de feridas estromais, uma vez que estdo envolvidas na
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reorganizacdo e degradacdo da matriz extracelular estromal (OLLIVIER et al.,

2007; WILSON, 2020), tema esse que sera abordado mais a frente.

2.3.1. Fatores de Crescimento

Os fatores de crescimento sdo proteinas solUveis consideradas
mediadores bioldgicos naturais (TAMHANE et al., 2019). Estdo presentes no
filme lacrimal, humor aquoso e séo produzidos constantemente pelas células
corneais, pois sdo essenciais para a manutencdo e renovacgao tecidual e na
prevencao de reacdes imunoldgicas ou angiogénicas indesejaveis (KLENKLER;
SHEARDOWN, 2004; LJUBIMOV; SAGHIZADEH, 2015). No processo de
reparacdo corneal, apresentam acdo mediadora na proliferacdo, migracdo e
diferenciacdo de células epiteliais e estromais, além de influenciar na
remodelacdo da matriz extracelular (SCALINCI et al., 2011; PONTES et al.,
2011; SUZUKI et al., 2013).

Uma infinidade de fatores de crescimento foram detectados no
segmento anterior saudavel e associados ao processo de cicatrizagcao corneal,
dentre os principais encontram-se: TGF a e B, PDGF, EGF, FGF, fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-I), KGF, HGF, VEGF, fator de necrose
tumoral (TNF-a) e fator de crescimento nervoso (NGF) (KLENKLER;
SHEARDOWN, 2004; YU et al., 2010; LJUBIMOV; SAGHIZADEH, 2015).

A familia do TGF- compreende trés isoformas (TGF-B1, TGF-B2 e TGF-
B3) envolvidas em multiplos processos biologicos da cicatrizagdo, que incluem
producdo de matriz extracelular, proliferacdo celular, angiogénese, resposta
imune, apoptose, diferenciacéo e quimiotaxia celular (ROBERTS, 2002). O TGF-
B1 e o TGF-B2 foram localizados no epitélio, estroma e filme lacrimal, sendo o
TGF-B1 a principal isoforma capaz de promover a diferenciacdo de
miofibroblastos; enquanto o TGF-B3 demonstrou receptores em epitélio e
endotélio, porém pouco efeito na reepitelizacdo e reparacdo tecidual (ER;
UZMEZ, 1998; CARRINGTON et al., 2006 YU et al., 2010).

Niveis elevados de TGF-31 foram associadas ao aumento na expressao
a-SMA no citoplasma de células miofibroblasticas, o que contribui para
diminuicdo da transparéncia corneal (DE OLIVEIRA; WILSON, 2020). O TGF-p1
também demonstrou ser um potente inibidor do crescimento de células epiteliais,
podendo haver retardo na reepitelizacdo (CARRINGTON et al., 2006). Foi
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crescente a busca por tratamentos que atenuassem a expressao e sinalizacao
de TGF-B, fornecendo meios para neutralizar as alteracGes fibroticas que
resultam na opacidade estromal; entretanto, a inibicdo total de TGF-B1 foi
estudada e, apesar de acelerar reepitelizacéo corneal, reduz ou impossibilita a
reparacao estromal por diminuir a transformacgéo de ceratocitos em fibroblastos
e, consecutivamente, a producdo de matriz extracelular (SONG et al., 2002;
WANG et al., 2011; DE OLIVEIRA; WILSON, 2020).

De acordo com Yu et al., (2010, o TGF- possui grande interacdo, ou até
mesmo, estimula a producdo de outros fatores de crescimento, citocinas,
colageno e outras proteinas associadas a remodelacédo da matriz extracelular. O
fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF), por exemplo, € regulado
positivamente por TGF- nos fibroblastos da cérnea, desempenhando um papel
importante na formacdo de cicatriz por atuar na diferenciagdo dos
miofibroblastos induzidos pelo TGF- e na sintese de colageno por fibroblastos
deposicdo de matriz extracelular (MEC) excessiva no leito da ferida, que pode
resultar na formacéo de cicatrizes.

No epitélio, quando em excesso, o TGF-B1 demonstrou retardar a
cicatrizacdo na fase inicial de reparacédo, por antagonizar e inibir a proliferacéo,
adesdo e migracdo das células epiteliais promovidas pelos EGF, KGF e HGF.
Enquanto nos ceratécitos, aumentou o efeito de promocéo do crescimento do
EGF (YU et al., 2010). O EGF contribui na aceleracdo do processo de
cicatrizacdo da lesao e intervém na auto-renovacao celular, especialmente em
Ulceras superficiais, pois estimula a proliferacédo e migracéo de células epiteliais
e mesenquimais, atuando na regeneracao de multiplos tecidos (WANG et al.,
2013; SANCHEZ AVILA et al., 2018).

O PDGF demonstrou ser um potente mitdgeno durante o processo de
transformacdo de miofibroblastos pelo TGF-f e a combinagcao desses dois
fatores € mais potente que qualquer um dos fatores isolados (WILSON, 2020).
Receptores para PDGF sdo encontrados nos fibroblastos e células endoteliais
da cérnea (KLENKLER; SHEARDOWN, 2004). A fungédo do PDGF & modular a
proliferacdo, migracao e diferenciacdo das células corneais (SINGH et al., 2014).

Ha uma relacéo intima entre o TGF-B e o0 FGF-2, na qual a expresséo
aumentada de FGF-2 influenciou positivamente no crescimento de fibroblastos
pelo TGF-B e estes fibroblastos produziram tanto TGF- quanto FGF-2 (KAY et
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al., 1998). O TGF-B1 medeia as fases iniciais do reparo de feridas e, além de
originar células, pode causar um aumento retardado em FGF-2, atuando primeiro
na sintese e a degradacdo de proteinas especificas. Por outro lado, o FGF-2
inibe a expressao de TGF-B1 e o seu aumento desempenha importante papel na
acao continua de TGF-B1 durante as fases posteriores do reparo de feridas
corneanas (SONG et al., 2002).

O FGF compreende uma grande familia de proteinas com alta afinidade
a heparina; sua atividade é mediada pela ligacao a proteoglicanos de sulfato de
heparano e a tirosina-quinases do receptor da superficie celular de elevada
afinidade (NUGENT; 10ZZ0O, 2000; BEENKEN; MOHAMMADI, 2009). Estéo
envolvidos a varios processos bioldgicos, incluindo proliferacdo celular,
diferenciacédo, migracéo, angiogénese e cicatrizagdo (NUGENT; 10ZZ0O, 2000).

Os membros da familia FGF, particularmente FGF-1 (&cido) e FGF-2
(basico), desempenham um papel importante na angiogénese em Varios
tecidos in vivo, mas o FGF-2 & a isoforma mais comum detectada no olho
(OLADIPUPO et al.,, 2014; CHEN et al., 2020). Ambos FGF-1 e FGF-2 se
mostraram mitogénicos para células epiteliais, endoteliais e estromais
(KLENKLER; SHEARDOWN, 2004).

Wilson et al. (1994a) demonstraram quantidades significativas de FGF-
1 nas membranas de Bowman, Descement e no endotélio corneal, com pouca
expressdo no epitélio e nenhuma no estroma (KLENKLER; SHEARDOWN,
2004). O FGF-2 e seus receptores foram expressos por células epiteliais,
fibroblastos estromais, células endoteliais e também no humor aquoso, podendo
apresentar funcdes diferentes em cada regidao (OLADIPUPO et al., 2014).

Assim como FGF-2, o VEGF é um potente mediador do processo de
vascularizacdo e auxilia na cicatrizacdo promovendo proliferacdo de células
endoteliais e quimiotaxia; entretanto, na cérnea a presenca de vascularizacéo
pode resultar em perda da transparéncia (SUN et al., 2013).

As plaquetas possuem muitas proteinas bioativas com uma diversidade
de isoformas, que promovem a reparacgao tecidual e influenciam outras células
sanguineas na angiogénese e inflamacao local (KLENKLER; SHEARDOWN,
2004). O efeito dos fatores de crescimento depende, em grande parte, da célula
em gque foi produzido, da sua ativacéo, presenca de receptores e sua interacao,

em grande parte, com 0s componentes da matriz extracelular; mas também dos
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efeitos de outros fatores de crescimento e dos mecanismos reguladores das
células afetadas (KLENKLER; SHEARDOWN, 2004; ETHEREDGE, 2009).

A cicatrizacdo corneal € um processo dindmico e complexo, como
ressaltado anteriormente, seu desequilibrio pode resultar na perda de
transparéncia (WILSON et al., 2001). Um aumento de um biomarcador em uma
determinada regido pode ser paralelo por uma diminui¢céo de outro biomarcador
em outra regido. As diferencas nas atividades dos biomarcadores também estéo
correlacionadas aos substratos e seus ativadores; portanto, a atividade dos
biomarcadores pode variar durante o curso da lesdo (OLLIVIER et al., 2007,
WANG; KHALIL, 2018; TAMHANE et al.,, 2019). Compreender como esses
biomarcadores se comportam na fisiopatologia da doenca e frente a um
tratamento proposto é fundamental, j& que a terapéutica demonstra influenciar
na sua expressao (WANG; KHALIL, 2018; TAMHANE et al., 2019).

2.4. Fibrina Rica em Plaquetas e fatores de crescimento associados

Os biomateriais a base de matriz de fibrina sdo resultantes da ativacéo
de plaguetas e, basicamente, classificados em dois tipos principais: as auto
coaguladas, denominadas fibrina rica em plaquetas (PRF), e as formadas pela
adicdo de ativadores exdgenos (DOHAN-EHRENFEST et al., 2009; KAWASE;
TANAKA, 2017). A trombina e o cloreto de célcio sdo os principais ativadores
exogenos utilizados, desencadeiam a ativacdo plaquetaria e polimerizacédo da
fibrina (DOHAN-EHRENFEST et al., 2009; KAWASE; TANAKA, 2017).

A fibrina rica em plaguetas (PRF) é um biomaterial proposto pela
primeira vez por Choukroun et al.,, em 2001 e destacou-se ndo sO pelas
propriedades cicatrizantes, mas também por resultar de um processamento
simples e econébmico (CHOUKROUN et al., 2001 apud DOHAN et al., 20064a;
CHOUKROUN et al., 2006). Neste o sangue € coletado sem anticoagulante em
tubos de vidro secos e imediatamente centrifugado em baixa velocidade,
iniciando processo natural de coagulacdo, com a formacao de um coagulo de
fibrina rico em plaquetas (DOHAN et al., 2006a; DOHAN et al., 2006b). Com
identificacdo de inimeros leucdécitos em estudos posteriores, sua denominacao
passou a fibrina rica em plaquetas e leucécitos (L-PRF) (DOHAN et al., 2006c;
DOHAN-EHRENFEST et al., 2009).
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O L-PRF pode ser reproduzido pela centrifugacdo a 3000 rpm por 10
minutos ou a 2700 rpm por 12 minutos (DOHAN et al., 2006a NANDITHA et al.,
2017). Na auséncia de anticoagulantes, a ativacao plaquetéria e da fibrina séo
desencadeadas imediatamente, por um processo natural de coagulacgéo,
desencadeada pelo contato do sangue total com as paredes do tubo de vidro,
durante todo o processo de centrifugacdo (MADURANTAKAM et al., 2015).
Como resultado, trés camadas sao formadas: a base composta por glébulos
vermelhos (RBC); a superior, um sobrenadante de plasma acelular pobre em
plaguetas (PPP); e o coagulo PRF ao meio, rico em leucdcitos e plaquetas
(DOHAN et al., 2006a; DOHAN EHRENFEST et al., 2009).

A lenta polimerizacao da fibrina durante o preparo do PRF resulta na
formacdo de um coagulo de fibrina com arquitetura tridimensional complexa
(CHOUKROUN et al., 2006). Andlises histolégicas e por microscopia eletronica
de varredura do PRF descreveram sua capacidade em concentrar 97% das
plaguetas e aproximadamente 50% dos leucocitos, com proporcdes neutroéfilas
e linfécitos significativamente maiores; na rede tetramolecular de fibrina também
se notou a incorporagdo intrinseca de citocinas, cadeias glicanicas,
glicoproteinas e também de células-tronco (CHOUKROUN et al., 2006; DOHAN
EHRENFEST et al.,, 2010). Essa constituicdo presente no PRF promove
capacidade significativa de secretar e liberar local e lentamente varios fatores de
crescimento importantes na modulagéo da inflamacéo e regeneracéo de tecidos
(DOHAN EHRENFEST et al., 2009; FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2017).

Dentre as citocinas relatadas no PRF encontram-se: TGF-B1, PDGF,
VEGF, trombospondina-1 (TSP-1) e IGF-1 (DOHAN EHRENFEST et al., 2009;
FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2017).

Os leucdcitos aprisionados na matriz de fibrina, além de proporcionar ao
PRF capacidade de regulacdo imunolégica com efeito anti-infeccioso, sao
capazes de secretar progressivamente grandes quantidades de TGFB1 e VEGF,
importantes para a promoc¢ao da angiogénese e regulacao inflamatéria (DOHAN
et al., 2006c; DOHAN EHRENFEST et al., 2009).

O coagulo de PRF pode ser utilizado na forma de gel; entretanto, a
aplicacdo mais comum € na forma de membrana (DOHAN EHRENFEST et al.,
2010; DERELI CAN et al., 2018). Quando pressionado entre duas gazes, 0
coagulo PRF torna-se uma membrana (DOHAN EHRENFEST et al., 2009).
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Caixas com instrumentais especificos foram criadas para a manipulacdo do PRF
e também compressdo (MADURANTAKAM et al., 2015). A membrana de PRF
demonstrou capacidade de resisténcia e flexibilidade, podendo receber suturas
no tecido da lesédo (MADURANTAKAM et al., 2015).

Na oftalmologia humana, o PRF ja foi utilizado em estudos sobre pterigio
(CAKMAK et al., 2017; CAMACHO; LEON-ROJAS, 2021), descemetoceles
(CAN et al., 2016a), plastica conjuntival (CAN et al., 2016b) e reconstrucdes
escleral (DERELI CAN et al., 2020) e demonstrou oferecer suporte mecanico e
quimiotatico tornando-o adequado para reconstru¢do e manutengdo da
superficie ocular, com pouca reacéo inflamatoria no tecido ocular e melhora no
tempo de cirurgia (CAN et al., 2016a; CAN et al., 2016b; CAKMAK et al., 2017;
DERELI CAN et al., 2020; CAMACHO; LEON-ROJAS, 2021).

Foi documentado que modificagdes na forga, velocidade e tempo de
centrifugacdo proporcionam alteracbes nas propriedades biomecanicas do
biomaterial e também na capacidade de concentracéo de plaguetas, leucocitos
e citocinas, bem como na liberacdo dos fatores de crescimento, devendo-se ter
controle adequado no preparo (GHANAATI et al., 2014; FUJIOKA-KOBAYASHI
et al., 2017; CHOUKROUN; GHANAATI, 2018; EL BAGDADI et al., 2019).

2.4.1 PRF em coelhos

A membrana de L-PRF foi descrita em coelhos (DOHAN EHRENFEST
et al., 2010b; CAN et al., 2016b; DERELI CAN et al., 2020). Entretanto, Dohan
Ehrenfest et al. (2010b) expuseram a dificuldade em reproduzir o verdadeiro
biomaterial em coelhos com a técnica de Choukroun. Um dos principios-chave
na producdo do L-PRF € a coleta rapida com centrifugacdo imediata, o que é
facilmente realizado em humanos, no entanto, torna-se desafiador em coelhos e
outros animais de pequeno porte, pelo calibre das veias (DOHAN EHRENFEST
et al., 2010b).

O tempo prolongado de coleta de sangue e sem homogeneidade, pode
promover a coagulagéo parcial inicial no tubo previamente a centrifugacao; e
resultam na formacéo de pequena massa de fibrina semelhante ao PRF, porém
com arquitetura instavel, conteddo celular e a presenca dos fatores de
crescimento podem ser alterados (DOHAN EHRENFEST et al., 2010b).
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Os locais descritos para a punc¢ao venosa em coelhos e suas indicacdes
e limitacbes sdo: (1) veias da orelha, podem formar hematomas, trombose e
descamacdo da pele; (2) veia cefélica, preferida para a colocacdo do cateter
intravenoso, mas que promove estresse devido proximidade com a cabeca do
coelho; (3) safena lateral, local ideal para a puncdo venosa, porém também
sujeita a hematoma; e (4) veia jugular, que apresenta o melhor fluxo, ideal para
coletas de volumes maiores de sangue, como para transfusdo de sangue.
Entretanto, a veia jugular torna-se adequada apenas em coelhos muito calmos
ou sedados, bem como apresenta dificil visualizagéo e localizacdo em coelhos
obesos ou fémeas com grandes barbelas (GRAHAM, 2006).

Can et al. (2016) investigaram o efeito da L-PRF na plastica conjuntival,
produziram o biomaterial pela coleta de 5 mL da veia femoral de coelhos adultos,
Nova Zelandia. Descreveram expressoes significativas do VEGF, TGF-3 e PDGF
no periodo poés-operatorio, mais especificamente, no 3° e 7° dia.
Imunorreatividades significativas de colageno-1, proteoglicano Agrecano, TGF-
B1, proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP-2) e FGF; e expressoes leves de
MMP-2 foram observadas em reconstrucao escleral tratadas com L-PRF, tendo
coelhos como modelo experimental (DERELI CAN et al., 2020). Ambos os
estudos concluiram que a membrana de L-PRF disponibiliza substancias
intrinsecas adequadas para estimular cicatrizacdo do tecido e sua
macroarquitetura funciona como arcabouco para lesdo, estimulando sua
aplicacdo na reconstrucdo e disturbios debilitantes da superficie ocular (CAN et
al., 2016; DERELI CAN et al., 2020).

3. Consideracodes finais

A cicatrizacdo corneal é um processo dinamico e complexo, como
ressaltado anteriormente, seu desequilibrio pode resultar na perda de
transparéncia e, consequentemente, comprometer a visdao (WILSON et al.,
2001). Compreender como um tratamento novo proposto comporta-se frente a
lesdo corneal é fundamental, ja que a terapéutica influencia nos processos
biolégicos da cicatrizacdo e interferem na producdo de matriz extracelular,
proliferacdo celular, angiogénese, resposta imune, apoptose, diferenciacdo e
quimiotaxia celular (LJUBIMOV; SAGHIZADEH, 2015; WANG; KHALIL, 2018;
TAMHANE et al., 2019).
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Na oftalmologia, os estudos sobre o uso de membrana de L-PRF sédo
escassos e inovadores, demonstrando que a membrana de L-PRF disponibiliza
substancias intrinsecas adequadas para estimular cicatrizacao do tecido e sua
macroarquitetura funciona como arcabougco para lesédo de forma que sua
aplicacdo deve ser estimulada na reconstrugéo e disturbios da superficie ocular
(CAN et al., 2016; DERELI CAN et al., 2020).

As consideracfes acima estimularam o estudo do L-PRF na reparacao
da cdOrnea, pois ainda ha uma lacuna nesse campo de pesquisa, e podera ser
extrapolado ndo somente na clinica oftalmolégica de coelhos, como também na

oftalmologia médica e veterinaria.

4. Hipotese(s) e objetivo(s) geral(s) e especifico(s)

A hipétese do estudo € que aplicagdo de membrana L-PRF canina
xenologa ou associada a autdloga deve ser uma alternativa viavel no tratamento
oftalmolégico de Ulceras de cérnea. Adicionalmente, a associa¢cdo da membrana
xenologa com autdloga tornard mais acessivel a utilizagdo da autéloga em
coelhos, reduzindo o volume de sangue coletado.

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o processo de reparacao de
Ulceras profundas de cérnea, induzidas em coelhos, submetidos ao tratamento
cirirgico com membrana de L-PRF xendloga ou sua associacdo a membrana L-
PRF autdloga.

Adicionalmente, avaliacdo clinica oftalmolégica longitudinal até 30 dias
da implantagcdo, bem como comparacao entre os tratamentos; considerando
analise histomorfométrica da coérnea e imuno-histoquimica dos fatores de
crescimento TGF-f e FGF-2 no M4, importantes no processo de reparacéo
corneal. Presume-se que a associacdo com membrana L-PRF autéloga diminua
possiveis rejeicdes ao biomaterial, além de oferecer niveis superiores de

citocinas, leucqcitos e outros bioativos presentes na membrana.
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