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GANDOLFI, M.G. Plasmarico em plaquetas alogénico em Ulceras induzidas
em cOrnea de ratos. Botucatu, 2016. p.49. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.

RESUMO

Neste estudo, tivemos como objetivo avaliar o efeito clinico do uso do plasma
rico em plaquetas (PRP) alogénico, aquecido ou ndo aquecido, no tratamento
de Ulcera de cornea, utilizando-se o rato como modelo experimental. Para
isso foram induzidas Ulceras unilaterais na cornea esquerda de ratos (Rattus
norvegicus, variedade albinus) (n=81), machos e fémeas, os quais foram
distribuidos de forma randomizada em trés grupos (n=27): grupo controle
(GC), o qual ndo recebeu nenhum tratamento topico; grupo PRP aquecido
(GA) e o grupo PRP (GP); ambos receberam tratamento tépico a cada oito
horas, durante cinco dias. Cada grupo foi subdividido em trés momentos, de
acordo com o periodo final de avaliagédo, 24 horas (M1), trés dias (M3) e cinco
dias (M5). A avaliacdo clinica foi realizada considerando-se as variaveis
opacidade, vascularizacdo e reparacdo corneal. Foi dosado na cornea o
PDGF-BB, utilizando-se o método de Elisa. Houve diminuicdo da opacidade
corneal nos grupos tratados em relagédo ao GC, no M1, bem como menor
tempo na reparacdo corneal dos grupos tratados quando comparado com
GC. Quanto a vascularizagcado, observou-se maior vascularizagdo no M3 em
comparagcao com o M1, apenas no GP. Entretanto ndo houve diferenca na
concentracdo de PDGF-BB, dentre os grupos e momentos. Conclui-se que a
utilizacdo de PRP alogénico, aquecido ou néo, acelera a reparacdo corneal,
bem como diminui a opacidade corneal; no entanto, ndo aumenta a

concentracdo do PDGF-BB na cornea.

Palavras chave: Plasma rico em plaquetas aquecido; Fator de crescimento;

reparacao corneal; PDGF; Plasma rico em fatores de crescimento; Colirio.
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GANDOLFI, M.G. Allogenic Platelet-Rich Plasma In Induced Ulcers In Rats
Cornea. Botucatu, 2016. p. 49. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

This study aims to evaluate the clinical effect of the use of an allogeneic platelet-
rich plasma (PRP), heated or unheated, in the treatment of corneal ulcers. An
experimental model of corneal ulcers were induced in 81 rats (Rattus norvegicus,
Albinus variety), standardizing the left eye, distributing the rats randomly and
blindly into three groups (n = 27): control group (CG), which received no topical
treatment; heated PRP Group (GA) and PRP group (PG) which received topical
treatment every eight hours for five days. Each group was divided at three
different moments, according to the final evaluation moment, 24 hours (M1), three
days (M3) and five days (M5). The opacity, vascularization and corneal repair
were clinically evaluated. PDGF-BB was measured from the cornea, using ELISA
method. There was a reduction of corneal opacity at M1 and M5 in animals
treated with PRP (GA and GP) and decrease in corneal repair time, when
compared to the control group. Also, a greater vascularization was noted in the
GP in M3 compared to M1. The use of allogeneic PRP eyedrops, heated or not,
accelerates the corneal repair as well as decreases the corneal opacity. However,

the concentration of PDGF in the cornea did not alter in any treatment.

Keywords: Heated Platelet-rich plasma; Growth fator; Platelet-derived growth

fator; Corneal repair; Eyedrop.
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1 INTRODUCAO

A ceratite ulcerativa, conhecida também como uUlcera de coOrnea, € a
afeccdo ocular mais frequente nos animais; ocorre quando o epitélio e uma
quantidade variavel do estroma séao perdidos (SLATTER, 2005; HERRERA,
2008; GALERA et al., 2009).

Devido & auséncia de vasos na cOrnea, 0 mecanismo de cicatrizacdo é
conduzido por intermédio de mediadores inflamatérios, juntamente com os
fatores de crescimento produzidos decorrentes da lesdo (GUM; MacKAY, 2013).

Os fatores de crescimento sao produzidos pelo epitélio, estroma e
endotélio corneal (ZAGON et al., 2000) e estdo presentes no filme lacrimal e
humor aquoso, ficando constantemente em contato com a cérnea (ROLANDO,;
ZIERHUT; LONG et al., 2007). Estes sdo de extrema importancia na reparacao
corneal devido a acdo mediadora na proliferacdo de células epiteliais e
estromais, e influenciam na remodelacdo da matriz extracelular (SCALINCI et
al., 2011).

Dentre os principais fatores de crescimento que atuam na cicatrizacéo
corneal esta o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que tem
como funcdo modular a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo das células na
cOrnea, assim como em outros tecidos (SINGH et al., 2014).

Estudos avaliaram os derivados a base de sangue e mostraram que 0s
mesmos sao eficazes e seguros no tratamento de muitas doencas da superficie
ocular (ANITUA, 2015). Dentre os derivados, encontra-se o plasma rico em
plaguetas (PRP), que possui alta concentracdo de plaquetas e fatores de
crescimento, que séo liberados pelos granulos-a das plaguetas (ANITUA et al.,
2004).

A utilizacdo do PRP em afec¢bes da superficie ocular estd sendo cada
vez mais estudada e aplicada. Sabe-se que o PRP possui excelentes resultados,
acelerando a cicatrizagdo, quando empregados na oftalmologia (ALIO et al.,
2007a; ALIO et al., 2007b; GEREMICCA et al., 2010; PANDA et al., 2012; ALIO
et al., 2013).

Anitua et al. (2014) avaliaram uma nova opcao de PRP, o qual € aquecido
a 56°C durante uma hora ap0s o seu preparo. Nesse estudo, verificou-se que a

concentracdo da maioria dos fatores de crescimento nao alterou. Entretanto, o
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fator de crescimento epidermal (EGF), proteinas do sistema complemento e
Imunoglobulina E (IgE) apresentaram diminuicdo significativa do componente
inflamatorio. Concluiram que o uso do PRP aquecido € uma opc¢do para o
tratamento de doencas da superficie ocular em pacientes que possuem como
etiologia de base, o sistema autoimune, uma vez que o aquecimento diminuiu 0s
niveis de IgE e do sistema complementar; contudo, manteve a maior parte das
proteinas e componentes envolvidos na cicatrizacdo. Além disso, sugeriram
estudos in vivo para avaliar a eficacia e o potencial do PRP aquecido.

Hipotetiza-se que a utilizacdo de fatores de crescimento em forma de
colirio aumenta a presenca do mesmo na cornea. Além de que, a utilizacdo de
PRP, seja ele aquecido ou nao, oriundo de outros animais da mesma espécie,
sob forma de colirio é capaz de acelerar a cicatrizagdo, bem como diminuir a
opacidade corneal, posto que os fatores de crescimento presentes no PRP
modulam a reparacédo corneal.

Na literatura consultada, ndo foram encontrados estudos sobre a
administracdo do PRP aquecido no tratamento de Ulcera de cérnea, tampouco a
utilizacdo de PRP alogénico, o que estimulou o desenvolvimento desta pesquisa.

Diante deste contexto, objetivou-se, com este estudo, avaliar o efeito
clinico do uso do PRP e PRP aquecido, ambos alogénicos, no tratamento de
Ulcera de cornea, utilizando-se o rato como modelo experimental. Além disso,
comparar a resposta do tratamento com PRP e PRP aquecido, por meio de
avaliacao clinica e quantificacdo do fator de crescimento derivado de plaquetas
BB (PDGF-BB) na coérnea, desta forma, estabelecendo-se uma nova opcao

terapéutica adjuvante na cicatrizacao de Ulcera de cornea.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos anatomofisiol6égicos da cérnea

A cOrnea € a principal superficie de refracédo optica do olho, em razéo de
sua curvatura (SLATTER, 2005; SLATTER; DIETRICH, 2007). Além disto, atua
como barreira fisica, da suporte ao contetdo intraocular e permite a passagem
da luz, em virtude de sua transparéncia (LEDBETTER; GILGER, 2013).

A transparéncia da cérnea se baseia: na disposi¢cdo e organizacdo das
fibras de colageno; epitélio ndo queratinizado; superficie Optica lisa conferida
pelo filme lacrimal; deturgescéncia parcial, auséncia de pigmentos, vasos e
células sanguineas; e fibras nervosas periféricas amielinicas (SLATTER, 2005;
SLATTER; DIETRICH, 2007; PIPPI; GONCALVES, 2009; LEDBETTER,;
GILGER, 2013).

Histologicamente, a coOrnea é constituida por cinco ou seis camadas:
epitélio; lamina basal ou, em algumas espécies, capsula de Bowman’s; estroma,
membrana de Descemet; e endotélio (HERRERA, 2008; LEDBETTER; GILGER,
2013). Porém, alguns autores consideram o epitélio e a lamina basal como uma
Unica camada e o filme lacrimal pré-corneal uma camada fisiol6gica mais externa
(SLATTER, 2005; PIPPI; GONCALVES, 2009).

O epitélio corneal tem a espessura de seis a dez células, € classificado
como pavimentoso estratificado ndo queratinizado, apresentando padréo basico
de membrana basal, células epiteliais basais, aladas e superficiais escamosas.
O seu tempo de renovacao séo de cinco a sete dias (SLATTER, 2005; NJAA;
WILCOCK, 2013).

As células basais, ao se dividirem, deslocam as células-filhas em direcéo
a superficie, tornando-as achatadas como células aladas, e aos poucos véo
perdendo suas organelas (SLATTER, 2005).

O estroma constitui 90% da cornea e €& composto por fibrdcitos,
ceratocitos, lamelas de fibra de colageno do tipo | e V e por matriz de
proteoglicanos e glicosaminoglicanos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004;
SLATTER, 2005; LEDBETTER; GILGER, 2013).
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Os ceratécitos sdo capazes de sintetizar colageno, mucoproteinas,
glicosaminoglicanos e de se transformar em fibrocitos, os quais produzem
colageno ndo transparente apds uma lesdo. O periodo de substituicdo do
colageno estromal varia de acordo com a espécie, mas pode se estender por
anos (SLATTER, 2005).

A membrana de descemet € uma camada delgada, homogénea e
acelular, estabelecida durante toda a vida, podendo aumentar a espessura com
0 passar da idade (SLATTER, 2005; HERRERA, 2008). A mesma pode ser
chamada de membrana basal do endotélio, que a produz (LEDBETTER;
GILGER, 2013).

A camada mais interna da cérnea, o endotélio, é formado por uma simples
e Unica camada de células de forma hexagonal, a qual exerce um papel
fisiolégico importante na manutencdo da transparéncia corneal, por meio da
acdo de bombas metabdlicas que controlam a passagem da adgua (HERERRA,
2008). Essas células apresentam minima capacidade de replicacao, o que varia
de acordo com a idade e a espécie (SLATTER, 2005).

A inervacgdo da cérnea se déa pelos nervos ciliares longos, provenientes do
ramo do nervo trigémeo, que se ramificam por meio do estroma anterior e
epitélio, onde as terminacfes nervosas sdo amielinicas; essa densa inervacao
gera intensa dor em les@es superficiais, bem como deflagra o reflexo do axonio
quando estimulado, ocasionando miose, hiperemia, epifora e blefarospasmo
(SLATTER; DIETRICH, 2007; GUM; MacKAY; 2013).

A sensibilidade corneal € o fator de maior importancia de prote¢éo do olho,
visto que os reflexos de piscar rapido, retracdo do bulbo ocular e protrusao da
terceira pélpebra sdo fundamentais quando a cérnea é tocada ou estimulada
(GUM; MacKAY; 2013).

Por ser a estrutura mais externa, a cornea € susceptivel a sofrer lesdes
com maior frequéncia (HERRERA, 2008), acarretando a entrada de
microrganismos, que por sua vez podem desencadear ceratites (STADES et al,
1999).

Ha outros fatores que podem ocasionar as ceratites como: disturbio de
producdao lacrimal; uveite; glaucoma; irite; corpo estranho; trauma; dentre outros
(STADES et al., 1999; SLATTER, 2005; PIPPI; GONCALVES, 2009).
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A ceratite ulcerativa € a afeccao ocular mais frequente, caracterizada pela
solucéo de continuidade corneal em decorréncia de perda do epitélio e de uma
quantidade variavel de estroma (SLATTER, 2005; HERRERA, 2008; GALERA et
al., 2009). Nos animais, a grande maioria € de origem traumatica (van der
WOERDT, 2004; BERCHT, 2009; WILLIAMS; KIM, 2009), porém, também pode
ser de origem autoimune (ANDREW, 2008) e espontanea (MURPHY et al., 2001;
LEDBETTER et al., 2006).

2.2 Reparacéao corneal

A reparacéo cicatricial da cérnea provém do equilibrio entre a migracéo,
proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e adeséo celular (ZAGON, et al., 1998;
ZAGON et al., 2000; ROLANDO; ZIERHUT, 2001). Esse processo é modulado
por mediadores presentes na matriz extracelular do estroma, pela forgca
mecanica exercida pelos movimentos palpebrais (BENTLEY; MURPHY, 2004),
pela viabilidade da membrana basal do epitélio, como fonte de diferentes fatores
de crescimento (MURPHY et al., 2001; YU et al., 2010) e pelas condi¢cdes do
filme lacrimal pré-corneal (BROOKS; OLLIVIER, 2004).

Uma variedade de fatores de crescimento é produzida pelo epitélio,
estroma e endotélio corneal, os quais sdo fundamentais para a manutencéo e a
reparacao da cornea (ZAGON et al., 2000). Esses se encontram tanto no filme
lacrimal como no humor aquoso e ficam constantemente em contato com a
cornea, promovendo a homeostase do segmento anterior do olho (ROLANDO;
ZIERHUT, 2001; LONG et al., 2007).

Os fatores de crescimento sdo importantes no processo de reparacao
tecidual, pois estimulam a angiogénese, atuam na inflamacéo, tal como na
deposicédo de matriz extracelular (ANITUA et al., 2004; KAUR et al., 2009).

As metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) tém um papel
importante na manutencédo e reparacao do epitélio e do estroma corneal; dessa
maneira, as mesmas tém sido amplamente estudadas na oftalmologia veterinaria
(STRUBBE et al., 2000; OLLIVIER et al., 2003; OLLIVIER et al., 2004,
COUTURE et al., 2006; BARROS et al., 2007; PERCHES et al., 2015). Ademais,
essas estdo envolvidas na remodelacdo e reparacéo tecidual, bem como na
destruicao de tecidos (BROOKS; OLLIVIER, 2004).
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2.3 Atuacéo dos fatores de crescimento na reparagédo corneal

Como na cOrnea integra ndo existem vasos sanguineos, o0 mecanismo de
cicatrizagdo € conduzido por intermédio dos mediadores inflamatérios
juntamente com os fatores de crescimento gerados decorrentes da lesdo (GUM,;
MacKAY, 2013).

Os fatores de crescimento sdo mediadores bioldgicos naturais e sao
responsaveis por diversos eventos celulares, tais como: sintese de DNA,
quimiotaxia e citodiferenciagao (ANITUA, 1999).

Estes estdo presentes no filme lacrimal e no humor aquoso e séo
produzidos constantemente pelo epitélio corneal (ROLANDO; ZIERHUT, 2001).
Além disso, sdo importantes na reparacdo tecidual, sendo de extrema
importancia no processo de cicatrizagdo corneal, devido & agdo mediadora na
proliferacdo de células epiteliais e estromais, além de influenciar na remodelacéo
da matriz extracelular (SCALINCI et al., 2011).

O PDGF pertence a familia de homo e heterodimeros catidnicos e possui
trés isoformas PDGF-AA, PDGF-AB e PDGF-BB, os quais sdo produzidos e
liberados por células inflamatérias e pelas plaguetas (ACKERMANN, 2013); e
estdo presentes na lagrima, bem como no epitélio corneal (KIM et al., 1999;
ZHOU et al., 2007).

Adicionalmente, foram descritos mais dois novos membros da familia do
PDGF, o PDGF-C e o PDGF-D; estes possuem estruturas proteicas semelhantes
as do PDGF-A e PDGF-B (BETSHOLTZ et al., 2001)

Sabe-se que o PDFG é resistente ao calor (100°C) e ao tratamento com
varias substancias de dissociacdo, mas suscetivel a agentes redutores (ANITUA,
1999).

As isoformas do PDGF exercem efeitos sobre células alvo por meio da
ativacdo de dois receptores, a e B, apos glicosilagdo de suas cadeias
polipeptidicas (TERRACIO et al., 1988; CLAESSONWELSH et al., 1989).

Por ser um dimero, o PDGF se liga a duas moléculas de receptores. Essa
ligagdo possui alta afinidade, os receptores a ligam-se tanto a cadeia A quanto
B, enquanto o receptor B possui afinidade apenas a cadeia B (ANITUA, 1999;
BERGSTEN et al., 2001; GILBERTSON et al., 2001).
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A funcado do PDGF é modular a proliferacdo, migracao e diferenciacdo das
células na cérnea, assim como de outros tecidos (SINGH et al., 2014). Kaur et
al. (2009) estudaram o bloqueio do PDGF e avaliaram a opacidade corneal pos
ceratectomia em coelhos, e ndo observaram diferencga estatistica em relagdo ao
grupo controle. Concluiram que foi devido a uma possivel interacdo do PDGF
sobre o fator transformador de crescimento B (TGF-B), ambos agindo na
formacao de opacidade corneal.

Existem trés isoformas do TGF- B, o TGF-B!, TGF-B? e o TGF- B3, que
podem ser encontrados no estroma, no epitélio e no filme lacrimal, sendo o TGF-
B! a principal isoforma na cicatrizacéo da cérnea (CARRINGTON et al., 2006). O
TGF-B pode se ligar a trés diferentes tipos de receptores de membrana, os quais
estdo nas células do epitélio, estroma e endotélio (JOYCE; ZIESKE, 1997;
CARRINGTON et al., 2006).

A familia do TGF- B tem fungbes importantes no processo de cicatrizagao
como na inflamacgéo, angiogénese, reepitelizacdo, formacdo de tecido de
granulacdo e conjuntivo, sintese de matriz extracelular, resposta imune,
apoptose e diferenciacao celular, além de quimiotaxia (CARRINGTON et al.,
2006; LONG et al., 2007; YU et al., 2010).

Carrington et al. (2006) investigaram a atuacéo do TGF- B! na cicatrizacédo
da cérnea, blogueando-o, e observaram que o tratamento com o anti-TGF- B!
acelera reepitelizagao corneal, entretanto reduz a reparac¢do estromal.

Long et al. (2007) pesquisaram a correlacdo da presenca de TGF-B! na
lagrima de pacientes poés cirurgia refrativa a laser, e relataram uma correlacéo
positiva entre os niveis de TGF- B! no filme lacrimal no primeiro dia de pés-
operatorio e o grau de opacidade na cornea ap6s um més. Concluiram que a
opacidade foi devido ao aumento significativo de TGF- B! na lagrima no primeiro
dia do pés-operatério.

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) € o principal
mediador do processo de vascularizacdo corneal; auxilia na cicatrizacdo da
cOrnea, entretanto a vascularizagao pode promover secundariamente a perda da
transparéncia (SUN et al., 2013). O VEGF-A estimula as células endoteliais dos
vasos a degradarem a sua membrana basal e a migrarem; além disso, elas
liberam matriz metaloproteinases que degradam a matriz extracelular facilitando
o deslocamento das células (WITMER et al., 2003).
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As plaquetas possuem mais de 30 proteinas bioativas dentre elas as
principais citocinas e fatores de crescimento que promovem a reparacao tecidual
e influenciam outras células sanguineas na angiogénese e inflamacao local, tais
como: PDGF; TGF-B; VEGF; EGF; fator de crescimento fibroblastico (FGF); fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1); fator de crescimento de
fibroblastos béasico (bFGF); e fator de crescimento de ceratindcitos (KGF)
(MARX, 2004; VENDRAMIN et al., 2006; WROTNIAK et al., 2007; LEE et al.,
2013; KABIRI et al., 2014).

2.4 A utilizacdo do plasmarico em plaguetas na oftalmologia

O PRP é um hemocomponente rico em fatores de crescimento oriundos
dos granulos-a plaquetarios. As estratégias terapéuticas usadas tém como
objetivo aumentar os efeitos dos fatores de crescimento, 0s quais S&0 0S
principais iniciadores no processo de regeneracéo tecidual (LYNCH et al., 1989;
MARX et al., 1998).

O plasma rico em plaquetas € indicado para promover a reepitelizacdo e
reparacao tecidual de feridas, atuar no processo de hemostasia; seus fatores de
crescimento estimulam células mesenquimais e epiteliais locais a migrar, dividir
e aumentar a formacao de matriz extracelular e de colageno (ANITUA et al.,2004;
ALIO et al., 2012).

Segundo Anitua et al. (2004), a concentracédo de plaquetas no PRP deve
ser superior a 300.000 por ul. Entretanto, Marx (2004) considera que a
concentracdo de plaguetas deve ser quatro vezes maior que a do sangue total
ou apresentar concentracdo minima de 500.000 a 1.000.000 de plaquetas por
UL, para que seja capaz de acelerar reparacao tecidual.

Sabe-se que a concentracdo dos fatores de crescimento no PRP é
significativamente maior quando comparado com o sangue total, sucedendo um
anico produto com alta concentracdo de diferentes fatores, capaz de promover
uma cicatrizacdo mais rapida e eficaz (ALIO et al., 2007a).

Kim et al. (2012) compararam a concentragéo dos fatores de crescimento
do PRP com o soro autélogo e observaram que TGF-B1 apresentou
concentracdo cerca de 138% superior, e o EGF foi aproximadamente 2,5 vezes

maior no PRP.



22

Um dos primeiros relatos do uso de PRP foi feito por Whitrrman et al.
(1997) em cirurgia oral e maxilo-facial na medicina. Estes descreveram a sua
atuacdo em acelerar a cicatrizacdo e regeneracao tanto em tecidos duros,
guanto moles. Desde entdo, uso terapéutico tem sido continuamente explorado
em varios campos da cirurgia (KIM et al., 2012; ALIO et al., 2012; LEE et al.,
2013).

Na oftalmologia, um dos primeiros relatos do uso de PRP foi por Rezende
et al. 2007, em um caso de perfuracdo ocular secundéria a uUlcera neurotrofica,
que apo6s 23 dias de transplante de coérnea, tratamento topico a base de
antibioticos, lagrimas artificiais e anti-inflamatério ndo tinha resultado em
sucesso; 0o PRP foi iniciado, por via topica; verificou-se a reepitelizagdo corneal
no oitavo dia.

A utilizacdo de PRP autélogo em afeccdes da superficie ocular vem sendo
cada vez mais estudada e aplicada. Sabe-se que o PRP possui excelentes
resultados quando empregados na oftalmologia (ALIO et al., 2007a; ALIO et al.,
2007b; GEREMICCA et al., 2010; PANDA et al., 2012; ALIO et al., 2013;
MERLINI et al., 2014).

O tratamento com PRP tépico também foi estudado em olhos secos em
humanos, em que foram observadas melhoras significativas em 89% dos casos.
Além do mais, o tratamento apresentou reducdo na inflamacdo, melhora da
qualidade do filme lacrimal e da acuidade visual, assim como nos quadros de
ceratites (ALIO et al., 2007b).

Ali6 et al. (2007a) compararam o uso de PRP sob a forma de colirio e
tampdo associado a membrana amnidtica no tratamento de Ulceras dormentes,
ndo responsivas ao tratamento convencional, sendo 12 ulceras neurotroficas,
nove Ulceras herpéticas e cinco Ulceras de origem imunoldgica, em humanos.
Observaram melhora na inflamacdo, fotofobia e dor, favorecendo a
reepitelizacdo e promovendo a cicatrizacdo, tanto de olhos proximos a
perfuracdo quanto dos perfurados.

O PRP também mostrou ser eficaz no tratamento topico de ulceras
refratarias, entre elas as neurotroficas e poés trauma fisico ou quimico,
promovendo a diminuicdo do tempo de cicatrizagdo em todos 0s casos
(GEREMICCA et al., 2010)
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Panda et al. (2012) compararam, em Ulcera de cOrnea quimica em
humanos, o tratamento convencional associado ou ndo ao uso do PRP topico.
Observaram que o PRP é uma terapia segura e eficaz, bem como promove
cicatrizacdo mais rapida quando comparado com o tratamento convencional
isolado.

Ali6 et al. (2013) estudaram o uso do PRP em forma de tampé&o associado
a membrana de fibrina, ambos autélogos, no tratamento de perfuracdo corneal
em humanos. A membrana foi observada por trés a cinco dias e posteriormente
absorvida. Todas as cérneas cicatrizaram e foram acompanhadas durante trés
meses, sem recidiva. O uso combinado mostrou ser uma alternativa cirdrgica
segura e eficaz para o tratamento de perfuracbes oculares, entretanto essa
técnica deve ser indicada como uma medida temporéria, devido ao tempo que o
tampao permanece sobre a cérnea.

A utilizacdo do PRP na medicina veterinaria também obteve bons
resultados, tanto sob forma de colirio ou de tampdao, no tratamento de Ulceras de
cornea em coelhos. Entretanto, o colirio promoveu menor hiperemia e opacidade
no periodo inicial de avaliacdo em relacdo ao tampéao de PRP, além do mais, 0
colirio a base de PRP promoveu maior epitelizacdo corneal na fase inicial da
lesédo, quando comparado aos demais grupos (DONATTI et al., 2013).

Freire et al. (2014) compararam trés tipos de derivados do sangue: soro
autélogo, PRP e PRP ativo, tanto in vitro, com cultura do epitélio corneal de
humanos, quanto in vivo, em ulceras induzidas em coelhos. O estudo denotou
que os trés derivados do sangue sdo promotores da reepitelizacdo da cornea.
Entretanto, a cicatrizacdo corneal comportou de maneira distinta, uma vez que
in vitro o soro autologo e PRP ativo obtiveram uma cicatrizacdo mais rapida e, in
vivo, apenas o PRP ativo obteve a cicatrizagdo mais rapida.

Merlini et al. (2014) compararam o uso de PRP topico e em forma de
tampé&o em ulceras de cérnea em cées e concluiram que o PRP nas duas formas
€ uma excelente terapia adjuvante, visto que diminui os sinais da dor ocular e
auxiliam na cicatrizagao epitelial.

Perches et al. (2015) avaliaram a acdo das MMPs em Ulcera de cornea
induzida em coelhos e tratada com PRP, e observaram que o tratamento
estimulou a proliferacéo celular na fase inicial e que o uso de PRP influencia a

expressdo de MMPs, na maioria das vezes aumentando a sua expressao.
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A aplicacéo subconjuntival de PRP foi descrita por Marquez et al. (2007),
em humanos, no tratamento de ceratites ulcerativas causadas por queimaduras
e relataram cicatrizacdo mais rapida quando comparada ao grupo controle.

Tandir et al. (2010) descreveram o uso subconjuntival em coelhos e
observaram que o PRP acelera a reepitelizacdo corneal apos lesdo, no entanto,
0 uso de antibidtico associado ao PRP subconjuntival retardou a cicatrizacao,
guando comparado com o PRP sozinho.

Anitua et al. (2014) relataram uma nova opc¢ao terapéutica de PRP, o qual
apos o preparo € aquecido a 56°C. Nesse estudo, verificaram que a
concentracdo da maioria dos fatores de crescimento nao apresentou alteracoes,
sendo esses o PDGF-AB, TGF-B, IGF-l e VEGF; entretanto, observaram
diminuicdo significativa do EGF e proteinas do sistema complemento

ApOs o0 aquecimento, a maior parte das proteinas e componentes
envolvidos na cicatrizacdo mantiveram-se, entretanto, houve diminuicdo nos
niveis de Imunoglobulina E (IgE) e do sistema complementar (Anitua et al.
(2014).

Anitua et al. (2014) concluiram que o uso do PRP aquecido é uma opcao
para o tratamento de doencas da superficie ocular em pacientes que possuem,
como etiologia de base, o sistema autoimune. Os autores sugeriram 0
desenvolvimento de estudos in vivo para avaliar a eficacia e o potencial do PRP

aquecido.
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Zootecnia

PLASMA RICO EM PLAQUETAS ALOGENICO EM ULCERAS INDUZIDAS
EM CORNEA DE RATOS

[Allogenic Platelet-rich Plasma in induced ulcers in rats cornea]

RESUMO
Objetivou-se no estudo avaliar o efeito clinico do uso do plasma rico em plaquetas
(PRP) alogénico, aquecido ou ndo aquecido, no tratamento de Ulcera de cérnea, bem
como a dosagem do PDGF-BB em cornea, utilizando-se o rato como modelo
experimental. Foram induzidas Ulceras em cornea, padronizando o olho esquerdo, de
81 ratos (Rattus norvegicus, variedade albinus) distribuidos de forma randomizada e
cega em trés grupos (n=27): grupo controle (GC), o qual ndo recebeu nenhum
tratamento topico; grupo PRP aquecido (GA) e o grupo PRP (GP), os quais receberam
tratamento tépico a cada oito horas durante cinco dias. Cada grupo foi subdividido
em trés momentos, de acordo com o periodo final de avaliagdo: 24 horas (M1); trés
dias (M3); e cinco dias (M5). Na avaliacdo clinica avaliou-se a opacidade,
vascularizag&o e reparacdo corneal. O PDGF-BB da cornea foi dosado, utilizando-se
0 método de Elisa. Houve diminui¢do da opacidade corneal nos animais tratados com
PRP (GA e GP) e diminuicao no tempo de reparagédo corneal, quando comparados ao
GC, tanto no M1 quanto no M5. Além disso, observou-se maior vascularizagdo no
GP no M3 em comparacdo ao M1. O uso de colirio de PRP alogénico, aquecido ou
ndo, acelera a reparacdo corneal, bem como diminui a opacidade corneal. No entanto,

concentracdo do PDGF na cdrnea ndo se alterou em nenhum dos tratamentos.

Palavras chave: Plasma rico em plaquetas aquecido; fator de crescimento; reparagédo

corneal; PDGF; plasma rico em fatores de crescimento; colirio.
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ABSTRACT

The objective in this study was to evaluate the clinic effect applying allogenic platelet-
rich plasma (PRP) heated or not, treating cornea ulcers, as the dosage of PDGF-BB iin
the cornea,, using the rat as experimental model. The ulcers were induced, standardzing
the leeft eye from 81 rats ( (Ratus norvegicus, albinus variety) randomly and blindly in
the three groups (N=27): control group (GC) which has not received any topic treatment;
heated PRP group (GA) and PRP group (GP), which received topic treatment each eight
hours during five days. Each group was subdivided in 24 hours (M1), three days (M3)
and five days (M5). The clinical exame evaluated the opacity, the vascularization and
corneal repair.The corneal PDGF-BB was dosed through the Elisa method. There was a
decrease of corneal opacity in treated animals with PRP (GA and GP) and decrease of the
corneal repair time while compaired to GC, M1 as well as M5. Besides that, it was
observed more vascularization in the GP in M3 moment comparing to M1. Applied
hallogenic PRP eye drops, heated or not, speeds up the corneal healing, as well as reduces
the time to repair the corneal. However, the concentration of PDGF in the cornea has not
altered in any of the treatments.

Keywords: heated platelet-rich plasma, growth factor, corneal repair, PDGF, plasma

rich in growth factors, eye drops..

INTRODUCAO

A ceratite ulcerativa é a afeccdo ocular mais frequente nos animais e ocorre
quando o epitélio e uma quantidade variavel do estroma séo perdidos (SLATTER, 2005;
HERRERA, 2008; GALERA et al., 2009).

Devido a auséncia de vasos na cdrnea, 0 mecanismo de cicatriza¢do é conduzido
por intermédio de mediadores inflamatérios juntamente com os fatores de crescimento
produzidos decorrente a lesdo (GUM; MacKAY, 2013).

Os fatores de crescimento sdo produzidos pelo epitélio, estroma e endotélio
corneal (ZAGON et al., 2000) e estdo presentes no filme lacrimal e no humor aquoso,
ficando constantemente em contato com a crnea (ROLANDO; ZIERHUT, 2001; LONG
et al., 2007). Estes sdo de extrema importancia na reparacdo corneal devido a acdo
mediadora na proliferagdo de células epiteliais e estromais e influenciam na remodelagéo
da matriz extracelular (SCALINCI et al., 2011).
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Dentre os principais fatores de crescimento que atuam na cicatrizagdo corneal esta
o fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), que tem como funcdo modular a
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo das células na cornea, assim como em outras
células (SINGH et al., 2014).

Estudos vém avaliando os tratamentos com derivados do sangue e mostraram que
0s mesmos sao eficazes e seguros no tratamento de muitas doencas da superficie ocular
(ANITUA, 2015). Dentre esses, encontra-se o0 plasma rico em plaquetas (PRP),
caracterizado por alta concentracdo de plaquetas e fatores de crescimento, 0s quais sdo
liberados pelos granulos-alpha das plaquetas (ANITUA et al., 2004).

A utilizacdo do PRP em afec¢des da superficie ocular estad sendo cada vez mais
estudada e aplicada. Sabe-se que o PRP possui excelentes resultados, acelerando a
cicatrizacdo, quando empregados na oftalmologia (ALIO et al., 2007a; ALIO et al.,
2007b; GEREMICCA et al., 2010; PANDA et al., 2012; ALIO et al., 2013).

Anitua et al. (2014) avaliaram uma nova op¢édo de PRP, o qual é aquecido a 56°C
durante uma hora apds o seu preparo. Nesse estudo verificou-se que a concentracdo da
maioria dos fatores de crescimento ndo se alterou. Entretanto, o fator de crescimento
epidermal (EGF), proteinas do sistema complemento e Imunoglobulina E (IgE)
apresentaram diminuicao significativa. Concluiram que o uso do PRP aquecido é uma
opcao para o tratamento de doencas da superficie ocular em pacientes que possuem, como
etiologia de base, o sistema autoimune, pois 0 aquecimento diminuiu os niveis de IgE e
do sistema complementar, contudo manteve a maior parte das proteinas e componentes
envolvidos na cicatriza¢do. Os autores sugeriram estudos in vivo para avaliar a eficacia e
o0 potencial do PRP aquecido.

Hipotetiza-se que a utilizacdo de fatores de crescimento oriundos do PRP em
forma de colirio aumenta a presenca do mesmo na cornea. Além de que, a utilizacdo de
PRP alogénico, seja ele aquecido ou ndo, oriundo de outros animais da mesma espécie,
sob forma de colirio € capaz de acelerar a cicatrizagdo, bem como diminuir a opacidade
corneal.

Na literatura consultada ndo foram encontrados estudos sobre a administracao do
PRP aquecido no tratamento de Ulcera de cdrnea, tampouco a utilizacdo de PRP
alogénico, o que estimulou o desenvolvimento desta pesquisa.

Diante deste contexto, objetivou-se, com este estudo, avaliar o efeito clinico do
uso do PRP e PRP aquecido, ambos alogénicos, no tratamento de Ulcera de cornea,

utilizando-se o rato como modelo experimental. Além disso, objetivou-se, comparar a
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resposta do tratamento com PRP e PRP aquecido, por meio de avalia¢do clinica e
quantificacdo do PDGF na cérnea. Desta forma, estabelecendo uma nova opcéo

terapéutica adjuvante na cicatrizacao de Ulcera de cornea.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais desenvolvidos seguiram as normas da
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO); ademais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) — UNESP — Campus de Botucatu, processo n° 92/2015-
CEUA.

Foram utilizados 81 ratos (Rattus norvegicus, variedade albinus), machos e
fémeas, adultos, sadios ao exame clinico, pesando entre 200 e 300g, com
aproximadamente trés meses de idade. Estes foram fornecidos pelo Biotério Central do
Campus de Botucatu, UNESP. Os mesmos foram submetidos ao exame oftalmologico
por meio de biomicroscopia em lampada de fenda, para excluséo de doencas oculares.

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em gaiolas
plasticas individuais, identificadas no biotério do Departamento de Cirurgia da
FMVZ/UNESP-Botucatu, com temperatura, luminosidade e umidade controladas,
recebendo dieta alimentar composta por ragdo comercial e agua a vontade.

Todos os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico para a indugdo da
Glcera de cdrnea. Esses foram anestesiados com cetamina (Ketamin, Cloridrato de
cetamina a 50mg/ml, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda, Brasil) na dose de 100 mg/Kg,
associada a xilazina (Xilazim, Cloridrato de Xilazina 2%, Syntec, Brasil) a 10 mg/kg, por
via intramuscular (IM). Apés 15 minutos da aplicacéo, foi realizada tricotomia da regido
torécica esquerda para monitoracdo cardiaca com doppler e os animais foram mantidos
em mascara de isoflurano durante todo o procedimento cirurgico.

Posteriormente, foi instilado colirio anestésico (Anestalcon, Cloridrato de
proximetacaina 0,5%, Alcon, Brasil), para total dessensibilizacdo corneal, seguida pela
demarcacdo da Ulcera por um punch de trés mm de didmetro e delaminacdo corneal com
um bisturi crescente angulado.

Para o procedimento unilateral realizado foi padronizado o bulbo ocular esquerdo,
onde, apés a inducdo da ulcera, foi instilada fluoresceina (Fluoresceina Strips,

Ophthalmos Industria e Comércio de Produtos Farmacéuticos LTDA., Brasil) diluida e
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em seguida foi realizada a fotodocumentagdo. A analgesia foi feita com dose Unica de
Morfina (2mg/kg).

Entdo, os animais foram distribuidos de forma randomizada e cega em trés grupos
(n=27), sendo que ratos sem tratamento topico constituiram o grupo controle (GC);
animais tratados com colirio de PRP, a cada oito horas, o grupo plasma (GP); e os ratos
tratados com colirio de PRP aquecido, a cada oito horas, o grupo aquecido (GA).

Os grupos GC, GP e GA foram subdivididos em outros trés grupos (n=9),
divididos de acordo com o tempo ap0s a realizacdo da Ulcera de cérnea, tratada ou ndo,
compreendendo: momento um (M1), 24 horas, ap6s o procedimento cirrgico; momento
trés (M3), trés dias; e momento cinco (M5), cinco dias. Em cada momento, todos 0s
animais foram submetidos ao exame oftalmoldgico e em seguida eutanasiados.

Os animais do GA e GP receberam seus respectivos tratamentos a cada oito horas,
durante o periodo maximo de cinco dias. A eutanasia foi feita no mesmo horario do
procedimento cirurgico, de forma que, as corneas foram coletadas apo6s oito horas da
Gltima instilacdo do PRP, aquecido ou nao.

Para a coleta e preparo do PRP foram utilizados nove ratos sadios. Esses foram
anestesiados utilizando-se cetamina (100 mg/Kg), associada a xilazina (10 mg/kg), todos
por via IM. Ap6s 15 minutos, os mesmos foram submetidos a anestesia inalatéria por
mascara de Isoflurano (Isoforine, Isoflurano 100%, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda,
Brasil), até perda total dos reflexos palpebral e de dor profunda.

Logo apds, o sangue foi coletado por puncdo intracardiaca e em seguida 0s
animais foram eutanasiados por inje¢do intracardiaca de cloreto de potéssio (Cloreto de
potassio 10%, Equiplex industria farmacéutica Ltda, Brasil). O sangue foi distribuido em
frascos estéreis contendo citrato de sodio 3,2% (Tubo estéril com Citrato de Sodio 3,2%,
Greiner Bio-one, Brasil), resultando em 4,5 ml de sangue total, por frasco.

Os tubos foram armazenados ao abrigo de luz em temperatura ambiente durante
30 minutos, e logo apds, foram centrifugados a 220 gravidade (g), durante dez minutos.
Em seguida 1/3 do plasma sobrenadante foi descartado e o restante transferido para tubos
plasticos de cinco mL estéreis e centrifugados novamente a 660 g por dez minutos. Logo
apos foi descartado 2/3 do sobrenadante, sendo este o plasma pobre em plaquetas (PPP),
sobrando apenas o PRP, o qual foi homogeneizado cuidadosamente (MERLINI, 2014).

Para o preparo do PRP aquecido, logo apds a homogeneizacdo, o0 mesmo foi
mantido em banho maria a 56°C durante 60 minutos (ANITUA, 2014). Os dois PRP
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foram armazenados em frascos de um mL e mantidos a temperatura de 2 a 4°C, durante
0s cinco dias de tratamento.

O incremento plaquetario foi quantificado, tanto no PRP simples quanto no
aquecido, utilizado o método de contagem de plaquetas em céamara de Neubauer,
resultando no nimero de plaquetas por pl. Para verificacdo de alteracdo no incremento
plaquetario, o PRP aquecido foi quantificado antes e ap0s 0 aquecimento.

Os niveis de fatores de crescimentos foram testados nas corneas utilizando-se kits
imunoensaios ELISA.

A dosagem foi realizada em 81 cdrneas de ratos tratadas ou nao, distribuidas nos
diferentes grupos e subgrupos anteriormente citados. Para a coleta das cérneas foi
empregado 0 mesmo protocolo anestésico para o preparo do PRP padronizado
anteriormente descrito. Apds a eutandsia, foi realizada enucleacdo do bulbo ocular
esquerdo e, imediatamente, a ressec¢do total da cornea adjacente ao limbo.

As corneas coletadas foram armazenadas individualmente em tubo estéril de um
mL e logo em seguida congeladas a -20°C, seguindo orientacdo do fabricante, até o
momento da dosagem.

Para a quantificacdo do PDGF-BB, as corneas foram descongeladas lentamente e
pesadas para o calculo da adicdo de PBS (pH entre 7,2 a 7,4), na proporgédo de 1:10. As
amostras foram entdo homogenizadas e centrifugadas a 30.000 rpm, durante cinco
minutos, a 4°C.

Apos a centrifugacdo, as aliquotas de células sobrenadantes de cada amostra foram
utilizadas para dosagem em duplicata do fator de crescimento PDGF-BB (Mouse/Rat
PDGF-BB Quantikine, ELISA Kit, INK, USA), em ng/mL, seguindo a orientacdo do
fabricante.

No exame clinico oftalmolégico, foram avaliadas a presenca de opacidade e
vascularizagdo e reparacdo corneal, sinais esses avaliados por um Unico observador oculto
nos diferentes momentos de avaliacéo.

O grau de opacidade corneal foi classificado em escore com escala de 0 a 4, sendo:
0- ausente, cornea totalmente transparente; 1- discreta, com leves tracos opacos, Visto
com iluminagdo obliqua; 2- moderada, opacidade proeminente, porém sem afetar a
visualizagdo de cdmara anterior; 3- intenso, dificultando visualizacdo de cdmara anterior;
4- muito intenso, opacidade total do estroma, impossibilitando visualizacdo de camara

anterior.
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Atribuiu-se um escore com escala de 0 a 3 para a vascularizagao, sendo 0- ausente,
1- discreta, 2- moderada, 3- intensa. Além disso, a reparacédo corneal foi avaliada por meio
de fotodocumentacdo e posteriormente foi classificada em: 0-ausente, sem sinais de
cicatrizacdo corneal; 1- parcial; 2- total, reparacdo corneal completa.

A andlise estatistica da quantificacdo do PDGF-BB foi realizada pela técnica da
analise de variancia para o modelo com dois fatores, complementada com as comparacdes
maultiplas entre as médias pelo Método de Tukey. Em relacdo a opacidade, vascularizacdo
e reparacdo corneal, variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado o
teste ndo paramétrico para o modelo com dois fatores, complementado com as

comparag6es maltiplas de Dunn (Zar, 2009), considerando o nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a obtencdo do PRP nos ratos, no presente estudo utilizou-se o protocolo
baseado para cées, descrito por Merlini et al. (2014), com duas centrifugacdes. Este
resultou num incremento plaquetario médio de 2.525.000 plaquetas por ul e concentracédo
4,9 vezes maior em relagéo ao sangue total.

Portanto, com o protocolo instituido verificou-se bom desempenho, quando
empregado em ratos, capaz de atingir uma concentracdo eficaz de plaquetas. Segundo
Marx et al. (2004), a concentracdo necessaria para melhor eficiéncia do uso de PRP €
quatro vezes a concentracdo basal ou no minimo 500.000 a 1.000.000 de plaquetas por
pl. Entretanto, Alio et al. (2012) sugerem um aumento de 1,6 a 2,5 vezes.

Apos o0 aquecimento do PRP a 56°C durante uma hora, a concentracdo média de
plaquetas caiu de 2.525.000 para 249.975 por ul e observou-se diversas regiées na camara
de Newbauer com agregados plaquetarios, 0 que consequentemente resultou em
diminuicdo da concentracdo, uma vez que esta € feita a partir da contagem apenas das
plaquetas isoladas. Portanto, um dos principais fatores possiveis que sucederam para essa
queda foi a agregacéo plaquetaria.

Entretanto, Ali6 et al. (2014) comprovaram que o PRP aquecido mantém a
concentracdo de diversos fatores de crescimento, posto que os fatores de crescimento sao
resistentes ao calor. Porém, eles ndo relataram a presenca da agregacgéo de plaquetas.

Nenhum animal apresentou qualquer tipo de reacdo adversa apos a instilacdo do
PRP alogénico, sendo aquecido ou ndo, sugerindo que, mesmo sendo de origem de outros

individuos, porém da mesma espécie, ndo houve rejeicao.
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O uso de PRP alogénico ja foi descrito na literatura por Lamplot et al. (2013), em
que avaliaram a utilizacdo do PRP no tenddo do manguito rotador em ratos. Nao foi
encontrada, na literatura consultada, a sua utilizacdo do PRP alogénico no tratamento para
a superficie ocular.

Um dos principais desafios relacionados ao uso de PRP, tanto em humanos como
em outras espécies, estd na quantidade necessdria de sangue coletado, a qual é
relativamente grande, considerando-se a obtencdo de pequeno volume de PRP
(DONATTI et al., 2014; ESPINOSA et al., 2015). Dessa maneira, 0 PRP alogénico
poderia ser utilizado de maneira mais ampla. Adicionalmente, bancos de PRP poderiam
ser criados e 0s PRPs estocados durante trés meses, segundo Anitua et al. (2013), sem
que houvessem perdas na qualidade do mesmo.

Espinosa et al. (2015) demonstraram a viabilidade do uso de soro alogénico em
pacientes humanos que necessitam de maior quantidade de soro. No entanto, sugeriram
mais estudos para avaliar a seguranca, eficacia e beneficio do seu uso. Porém, na medicina
veterinaria, a utilizacdo do soro autdgeno, alogénico e xendgeno ja foi bem estabelecida
(JORGE et al., 2003).

Entretanto, principalmente na medicina humana, a transmisséo de doengas € um
fator importante a ser considerado no uso de PRP alogénico. Todavia, 0 aquecimento vem
sendo estudado com o intuito de reduzir também a carga viral e de microrganismos
(ANITUA et al., 2013).

Né&o foi observada nenhum tipo de secrecdo ocular no estudo, o que sugere que 0
uso de antibiodtico profilatico ndo é necessario em Ulceras de cdrnea em animais
laboratoriais, uma vez que essa foi induzida cirurgicamente, considerando-se limpa. Esse
resultado corroborou Donatti et al. (2013), os quais relataram que ndo houve necessidade
da utilizacdo de colirio antibiético no tratamento com PRP colirio em Glceras induzidas
cirurgicamente em coelhos.

Além disso, Tandir et al. (2010) observaram atraso na reepitelizacdo corneal
quando o PRP foi utilizado em associa¢ao com antibidtico, ambos por via subconjuntival,
quando comparados com o PRP subconjuntival sozinho, em estudo experimental em
coelhos. Considerando os aspectos acima, no presente estudo ndo foi utilizado antibi6tico
e ndo houve contaminacgdo, sendo assim, pdde-se observar apenas a a¢do do PRP sem
interferéncia de outras medicacdes.

Na avaliacdo da vascularizacdo (Tab. 1), observou-se aumento significativo no

GP entre 0 M1 e M3 (p<0,05), o qual pode ser decorrente dos fatores de crescimento
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presentes no PRP, dentre eles, destaca-se o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF), principal mediador no processo de vascularizacao corneal.

Esse resultado encontrado foi similar ao descrito por Perches et al. (2015), os quais
observaram maior vascularizagdo na avaliacdo final de 30 dias, nos animais tratados com

PRP topico, e sugeriram também ser devido a concentracdo de VEGF no PRP.

Tabela 1. Vascularizacdo corneal nos diferentes grupos e momentos de avaliacdo,

representada por mediana dos escores, seguida por valor minimo e maximo

MOMENTO DE AVALIACAO

GRUPO Valor p
M1 M3 M5
GC 0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;3,0) 0,0(0,0;2,0) p>0,05
GA 0,0(0,0;2,0) 0,0(0,0;2,0) 0,0(0,0;2,0) p>0,05
GP 0,0(0,0;0,0) A* 1,0(0,0;1,0) B 0,0(0,0;1,0) AB p<0,05
p>0,05 p>0,05 p>0,05

Escores: 0- ausente; 1- discreto; 2- moderado; 3- intenso. *Letras mailsculas: comparacdo de momentos

(p<0,05) dentre os grupos. GC-grupo controle; GA-grupo aquecido; GP-grupo PRP.

No M1, observou-se maior opacidade corneal no GC quando comparado ao GA e
GP (p<0,01). Acredita-se que ela seja devido aos fatores de crescimento presentes no
PRP, os quais modulam o processo de reparacdo, diminuindo a formacéo cicatricial (Tab.
2).

Além disso, Donatti et al. (2013) também observaram menor opacidade nos
grupos tratados com PRP apds 30 dias, correlacionando-se com a presenca dos fatores de

crescimento disponiveis do PRP.
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Tabela 2. Opacidade corneal nos diferentes grupos e momentos de avaliacéo,
representada por mediana dos escores, seguida por valor minimo e maximo.
MOMENTO DE AVALIACAO

GRUPO Valor p
M1 M3 M5
GC 2,0(1,0;2,00bB*  1,0(0,0;3,00 AB  1,0(0,0;2,0) b A p<0,05
GA 0,0(0,0;1,0)a** 1,0(0,0;1,0) 0,0(0,0;1,0) a p>0,05
GP 0,0 (0,0;1,0)a 0,0(0,0;1,0) 0,0(0,0;1,0) ab p>0,05
Valor p p<0,01 p>0,05 p<0,05

Escores: 0- ausente; 1- discreto; 2- moderado; 3- intenso; 4- muito intenso. *Letras maitsculas: comparacéo
de momentos (p<0,05) dentre os grupos. **Letras minusculas: comparagdo de grupos (p<0,05) fixado em
momentos. GC-grupo controle; GA-grupo aquecido; GP-grupo PRP.

Sabe-se que a ativacdo das plaquetas ocorre quando o PRP, sob forma de colirio,
entra em contato com a superficie ocular e imediatamente libera uma grande quantidade
de fatores de crescimentos (ALIO et al., 2012).

No GA verificou-se também diferenca significativa quando comparado com o GC
no M5 (p<0,05), porém, ndo houve entre 0 GP e GC, pode-se observar menor opacidade
no aquecido quando comparado ao controle. Tal fato pode ser atribuido ao aquecimento,
uma vez que sob este processo resulta na diminui¢do de imunoglobulinas E (IgE), bem
como sistema complementos, entretanto, a maioria dos fatores de crescimento
permanecem (ANITUA, 2014).

No GC, em decorréncia da maior opacidade inicial, houve reducdo significativa
entre 0s momentos de avaliacdo inicial e final, entretanto, as médias do GC foram maiores
que dos demais grupos nos dois momentos.

Considerando-se a reparacdo corneal (Tab. 3), representada pela menor
profundidade do estroma corneal na regido da Ulcera, pode-se observar no M3 melhor
padrao cicatricial no GA e GP quando comparado com GC. Dessa maneira, sugere-se que
0 uso do PRP acelera a reparacdo corneal. Além do mais, no M3, apenas nos grupos
tratados verificou-se uma tendéncia a reparagcdo, comparado ao momento inicial (M1).

Nenhum animal do estudo apresentou perfuracdo ocular.
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Tabela 3. Reparagéo corneal nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana
dos escores, seguida por valor minimo e maximo.
MOMENTO DE AVALIACAO

GRUPO Valor p
M1 M3 M5
GC 0,0(0,0;1,0) A*  0,0(0,0;0,0) a** A 1,0(1,0;2,0) B p<0,01
GA 0,0(0,0;1,00) A 1,0(0,0;2,00b AB  1,0(1,0;2,0) B p<0,05
GP 0,0(0,0;1,00 A 1,0(0,0;1,00b AB  1,0(1,0;2,0) B p<0,05
p>0,05 p<0,05 p>0,05

Escores: 0-auséncia; 1- reparacdo parcial; 2- reparacdo completa. *Letras mailsculas: comparacéo de
momentos (p<0,05) dentre os grupos. **Letras mindsculas: comparacédo os grupos (p<0,05) fixados em

momentos. GC-grupo controle; GA-grupo aquecido; GP-grupo PRP.

Essa reparacdo mais rapida corrobora o encontrado na literatura, onde Freire et al.
(2014) relataram que o uso do PRP ativo in vivo acelera o tempo de cicatrizacdo em
ulceras induzidas em coelhos, comparando com o soro aut6logo, assim como Donatti et
al. (2013) observaram no tratamento com PRP tdpico em relagdo ao PRP sob forma de
tampdo ou membrana amnidtica.

Além disso, Geremicca et al. (2010) observaram também uma diminuicdo do
tempo de cicatrizagdo no tratamento com PRP em ulceras refratarias, do mesmo modo
que Panda et al. (2012) em ulceras quimicas, ambos em humanos.

O aspecto macroscopico da superficie ocular e anexos dos ratos, nos diferentes

grupos de avaliacdo, esta apresentado nas figuras 1 a 3.

Figura 1. Aspecto macroscopico dos bulbo ocular e anexos dos ratos. Notar: A. Discreta
opacidade e auséncia de vasos e reparacao corneal parcial no M3 do grupo aquecido (GA).
B. Intensa opacidade e auséncia de vasos e reparacdo corneal parcial no M3 do grupo
controle (GC). C. Discreta opacidade, auséncia de vasos e reparacdo corneal parcial no
M3 do grupo PRP (GP).




46

Tabela 4. Concentragdo corneal de PDGF-BB (ng/mL), segundo grupos e momento de

avaliacdo, representada por média e desvio padréo.

Momento de avaliacdo

GRUPO Valor p
M1 M3 M5
GC 296,19(26,84) 200,23(79,77) 279,31(62,43) p>0,05
GA 272,31(141,78) 233,10(39,31) 251,99(103,33) p>0,05
GP 274,20(79,43) 148,58(21,92) 251,76(69,98) p>0,05
Valor p p>0,05 p>0,05 p>0,05

GC-grupo controle; GA-grupo aquecido; GP-grupo PRP.

Kaur et al. (2009b) relataram a presenca de receptores alpha no estroma anterior,
0 que pode ter ocasionado a queda do PDGF-BB livre, uma vez que estes encontravam-
se ligados, devido a exposicdo do estroma decorrente da Ulcera de cdrnea. No presente
estudo foi utilizado o método de Elisa, o qual quantifica apenas o0 PDGF-BB ndo ligado.
Possivelmente, se a expressdo de RNA pelo método de PCR tivesse sido conduzida, maior
deteccdo da influéncia do uso de PRP poderia ter sido observada nos grupos tratados.

Além disso, sabe-se que PDGF é comumente encontrado na lagrima, bem como
em cornea (KIM et al., 1999; ZHOU et al., 2007). Uma das possiveis causas da baixa
concentracdo numérica de PDGF-BB observada, pode ser devido ao fato que grande parte
estivesse presente na lagrima, a qual ndo foi dosada, por dificuldades técnicas. Além de
que as corneas foram coletadas apo6s oito horas da ultima instilacdo de PRP, o que
possivelmente resulta em queda na concentracao, visto que os fatores agem na cornea e
logo ap6s sdo drenados junto com a lagrima.

Outra possibilidade seria que o PDGF-BB néo é o principal is6topo presente na
cornea de ratos, ou mesmo o principal fator de crescimento que atua na reparagdo, dado
que existem diferentes isoformas pertencentes a familia de PDGF, sendo elas o PDGF-
AA, PDGF-AB e PDGF-BB (PENN et al., 2008), e sabe-se que existe mais dois novos
membros, 0 PDGF-C e 0 PDGF-D, o0s quais possuem estruturas proteicas semelhantes as
outras isoformas (BETSHOLTZ et al., 2001). Apesar da auséncia de alteragdes detectadas
no PDGF dosado, pode-se verificar resultados clinicos positivos no processo de reparacdo

com o tratamento de PRP aquecido ou néo.
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CONCLUSOES

Conclui-se gue o uso de PRP, aquecido ou ndo, minimiza a formacéo de opacidade
corneal e acelera a reparacao corneal, quando administrado por via topica, no tratamento
de Ulcera de cornea, porém o uso do PRP ndo altera os niveis de concentragdo do PDGF-
BB em ratos. Também, pode-se concluir que o PRP aquecido obteve menor opacidade
qguando comparado ao controle, no momento final de avaliacéo, indicando que a utilizacdo
do PRP alogénico aquecido diminui a formacéo da opacidade.

Considerando-se a auséncia de efeitos adversos, o tratamento a base de PRP
alogénico, aquecido e ndo aquecido, sob forma de colirio, pode ser indicado como op¢éo

de tratamento adjuvante para Ulceras de cérnea.
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