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RESUMO

O objetivo do estudo foi analisar a a¢éo clinica da fibrina rica em plaquetas (PRF)
autologa nas Ulceras de cérnea superficiais e estromais em céaes; e verificar a
viabilidade da manutencdo do biomaterial com uso de lentes de contato
associada a tarsorrafia lateral temporaria. Para isso, foram utilizados 16 caes,
atendidos em servico de oftalmologia com Ulcera de coOrnea unilateral,
distribuidos em dois grupos equitativos (n=08). Todos foram tratados com colirio
a base de tobramicina 0,3% quatro vezes ao dia (QID) e colirio lubrificante a
base de hialuronato de sodio 0,15% (QID). No grupo controle (GC) este foi o
anico tratamento instituido, no grupo grupo lente (GL), foi adicionada a aplicacao
da membrana de PRF aut6loga, seguida de lente de contato e tarsorrafia lateral
temporaria. Os cées foram avaliados antes do tratamento, dez dias e trinta dias
apls o inicio da terapéutica, por meio de escores quali-quantitativos das
variaveis oftalmolégicas: vascularizacdo, secrecdo ocular, hiperemia,
blefaroespasmo, quemose, fotofobia, pigmento corneal. Adicionalmente foi
avaliada a area da ulcera e espessura da cérnea. Aos dez dias observou-se
maior retracdo das Ulceras em relacdo ao GC, embora sem relevancia
estatistica. Todas as Ulceras estavam cicatrizadas no momento final de
avaliacdo. O PRF autdlogo € uma opcao viavel de tratamento adjuvante na
reparacdo das ceratites ulcerativas, o uso de lentes de contato e tarsorrafia

temporaria tornam a técnica acessivel.

Palavras chave: Reparacéao corneal, Fator de crescimento, Paquimetria corneal,

Hemocomponente
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ABSTRACT

The study aimed to analyze the clinical action of autologous platelet-rich fibrin
(PRF) on superficial and stromal corneal ulcers and to verify the feasibility of
using contact lenses associated with temporary lateral tarsorrhaphy. For this, 16
dogs have been treated at the ophthalmology service with unilateral corneal ulcer
and they were divided into two experimental groups (n=08). All dogs received
treatment with tobramycin-based eye drops 0,3% (QID) and sodium hyaluronate-
based 0,15% lubricating eye drops (QID). In the control group (GC), this was the
only treatment instituted, while in the lens group (GL), the PRF membrane was
applied and maintained using a contact lens and a temporary lateral tarsorrhaphy.
The dogs were evaluated before treatment, ten days, and thirty days after the
start of therapy using qualitative and quantitative scores of the ophthalmological
variables: vascularization, ocular secretion, hyperemia, blepharospasm,
chemosis, photophobia, and corneal pigment. Additionally, ulcer area and
corneal thickness were evaluated. At M10 their ulcer retractions were greater
when compared to the M10 of the GC, but did not show statistical significance.
At M30 ulcers in both groups were fully healed. Autologous PRF proved to be a
viable option for adjuvant treatment in the repair of ulcerative keratitis, the use of

contact lenses and temporary tarsorrhaphy make the technique accessible.

Key words: Corneal repair, Growth factor, Corneal pachymetry, Blood

component.



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A Ulcera de cornea desenvolve-se quando ha perda de epitélio e parte do
estroma, € considerada emergéncia oftalmolégica, pois pode progredir para
descemetocele ou perfuragéo ocular, que por vezes, sao irreversiveis e resultam na
perda da visdo (SLATTER et al., 2013; MOREIRA et al., 2018). E uma das causas
tratdveis mais comuns das doencas oculares associadas ao déficit visual em cées e,
apesar das evidéncias recentes da predisposicdo de certas racas braquicefalicas,
relagdes com outros parametros individuais ainda permanecem pouco documentados
(BERCHT, 2009; VILELA, 2019).

A etiologia da ulcera corneal canina é multifatorial, podendo ser de origem
endodgena e exdgena, associada a diminuicdo da protecéao do epitélio e aumento da
lesdo corneal (VILELA, 2019). Podem compreender diversos tipos de trauma,
producéo lacrimal inadequada, lesdes quimicas, funcéo palpebral inadequada devido
defeitos palpebrais, invasdo ou resposta imunologica inadequada aos
microrganismos, além de doencas alérgicas, metabolicas, enddcrinas, neutrofilicas e
idiopaticas (BERCHT, 2009).

Segundo Sun et al. (2013), os fatores de crescimento sdo 0s principais
responsaveis pelo processo de reparacdo da corneal. O fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) auxilia na reparacdo corneal por meio de processos de
vascularizacdo da cornea, podendo comprometer a visdo devido a perda de sua
transparéncia (SUN et al., 2013). J4 o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) tem a funcao de intervir na proliferacdo, além de atuar na migracdo e
diferenciacao celular (SINGH et al., 2014). Além destes, ha o fator de crescimento
epidermal (EGF); fator de crescimento fibroblastico (FGF); fator de crescimento de
fibroblastos basico (BFGF); e fator de crescimento de ceratindcitos (KGF) e fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) (MARX, 2004; VENDRAMIN et al., 2006;
WROTNIAK et al., 2007; LEE et al., 2013; KABIRI et al., 2014).

Tendo em vista a aceleracéo da reparacao corneal por meio do uso de fatores
de crescimento e sua acdo hemostatica das lesdes, pesquisas envolvendo novas
formas de tratamento para a doenca foram descritas (ALIO et al., 2015). O uso de

hemoderivados que incluem plaguetas € um tratamento que se destaca na

oftalmologia médica, por meio da utiliza¢do do plasma rico em plaquetas oftalmolédgico



(E-PRP) que possui uma formulag&o propria (CHOUKROUN et al., 2006; ALIO et al.,
2015). Os resultados sdo bem sucedidos no tratamento do olho seco, Ulceras
indolentes, sindrome da ceratomaldcia em superficie ocular pés-laser in situ,
reconstrucao cirargica da superficie ocular apos a perfuracao de cérnea associada ao
transplante de membranas (amnidética, pericardio bovino ou fibrina autéloga associada
a coagulo de PRP s6lido) (CHOUKROUN et al., 2006; ALIO et al., 2015).

O PRP em cées, na forma de colirio ou de tampédo sélido, € um excelente
adjuvante no tratamento de Ulcera de coOrnea, pois atua na diminuicdo dos sinais
inflamatérios e da dor ocular, além de auxiliar potencialmente na cicatrizacdo do
defeito epitelial (MERLINI et al. 2014). Os resultados séo bastante satisfatérios no que
diz respeito a aceleracao inicial da cicatrizacao corneal e em oftalmologia veterinaria
com o uso do PRP em Ulceras corneais, especialmente na diminuicdo do tempo de
tratamento (DONATTI et al., 2013; MERLINI et al., 2014; GANDOLFI et al., 2016,
FERREIRA et al.,, 2019). Os resultados favoraveis com seu uso estimulam a
terapéutica com hemoderivados em oftalmologia veterinaria, incluindo a técnica de

PRF, que apresenta facilidade em sua confeccao.

A membrana de fibrina rica em plaquetas (PRF), é a segunda geracdo do
concentrado de plaquetas, foi descrito pela primeira vez em 2001 (CHOUKRUN et al.,
2001). E composta por uma matriz de fibrina aut6loga polimerizada tridimensional (3-
D), com incorporacdo de plaquetas concentradas, fatores de crescimento, citocinas,
células-tronco circulantes e poucos leucdécitos, que possuem fatores quimiotaticos na
cicatrizacao de feridas, além de se destacar pela facilidade de obtencéo (CAN et al.,
2016). Na oftalmologia médica, ainda ha poucos estudos direcionados ao seu uso no

tratamento para lesédo de cornea.

O estudo do PRP bem estabelecido proporcionara maior acesso a terapéutica
com hemoderivados em oftalmologia clinica veterinaria, facilitando o inicio dos

estudos utilizando a técnica de PRF.

Considerando o acima exposto, o estudo fundamenta-se na utilizacdo do PRF
no tratamento para Ulcera de cornea em cées, possibilitando o conhecimento das
caracteristicas cicatriciais e bioldgicas da membrana. Adicionalmente, na literatura
consultada, do conhecimento dos autores, ndo h& estudos da eficacia do PRF no

processo da reparacdo em Ulceras de cOrneas espontaneas em cées.



A hipétese estabelecida é que o PRF autdlogo auxiliara favoravelmente na

reparacao das ceratites ulcerativas em céaes.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cérnea

A cornea é um tecido que possui quatro camadas teciduais, sendo elas
epitélio, estroma, membrana de Descemet e endotélio (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004). Sua espessura esta entre 1 e 2 uym (DIESEM, 2006). Alguns
autores consideram a pelicula lacrimal pré corneal como uma quinta camada

corneal, embora néo seja histologicamente visivel (SLATTER, 2005).

A camada mais externa da cornea € o epitélio, este possui padrdao simples,
escamoso e nao queratinizado e pode ser considerado uma continuacdo da
conjuntiva bulbar (BISTNER, 1977; SLATTER, 2005). O estroma compde 90% da
substancia corneal e o espacamento regular entre suas fibras ajuda a garantir a
transparéncia da cornea. (BISTNER, 1977; HELPER, 1989, DIESEM, 2006).
Segundo Bicas et al. (1997) a transicdo com a estrutura adjacente (esclera),
chamada limbo esclerocorneal ou limbo corneoescleral é delicada e a regular
distribuicAo das fibrilas colagenas em seu estroma desorganiza-se

progressivamente para formar a esclera.

A membrana de Descemet € a membrana basal do endotélio modificada,
sendo transparente, fina e altamente elastica (SLATTER, 2005). O endotélio
possui uma unica camada de células hexagonais e constitui a camada mais
interna, revestindo a camara anterior (BISTNER, 1977; HELPER, 1989; SLATTER,
2005).

A cornea esta localizada no segmento anterior do bulbo ocular e possui uma
caracteristica muito importante e Unica: a transparéncia (SAMUELSON, 1999).
Caracteriza-se pela auséncia de vasos sanguineos, pigmentos ou queratinizacao
do epitélio superficial, baixa densidade celular e regularidade no arranjo das fibras
de colageno no estroma (MAGGS, 2008). Outra caracteristica importante € que
sua superficie € lisa e altamente resistente a deformacdes e traumas
(TOWNSEND, 2009; KIERSZENBAUM & TRES, 2012).



2.2 Ulcera de cérnea

A Ulcera de cornea, também denominada ceratite ulcerativa, consiste na perda
do epitélio da cérnea, resultando na exposicao do estroma (LEDBETTER & GILGER,
2014), resultado de processos erosivos superficiais ou profundos (GELATT, 1995;
STADES, 1999; KRACHMER, 2011; BELKNAP, 2015).

Fatores predisponentes para o desenvolvimento s&o descritos, dentre
eles, trauma, infeccdo bacteriana ou flngica e doencas imunomediadas
(FARGHALI et al., 2021). Alguns autores relacionam caracteristicas faciais com o
surgimento da leséo (LEDBETTER & GILGER, 2014).

Os sinais clinicos mais comuns sédo blefarospasmo, dor, descarga ocular,
fotofobia podendo manifestar edema e neovascularizagao ao redor da Ulcera, além de
opacidade da cérnea (MANDELL, 2000). O epitélio regenera e faz mitose constante
com cicatrizagdo em torno de 7 dias, diferente do endotélio que n&o faz mitose e so

expande as células presentes no local (FARGHALI et al., 2021).

2.3 Cicatrizacao da cornea

A cicatrizacdo de uma ulcera na cornea obedece uma sequéncia de eventos
organizados (KERN, 1990; SLATTER, 2005).

As células do epitélio basal comecam a se achatar apés uma hora da lesdo
e substancias sdo secretadas na lesdo como fibrina, fibrinogénio e fibronectina,
com objetivo de realizar tamponamento inicial e, por meio de estimulos
guimiotaticos, polimorfonucleares chegam através do filme lacrimal e vao fagocitar
os debris celulares remanescentes (NASISSE, 1985; KERN, 1990). Em algumas
horas, células epiteliais adjacentes deslizam para cobrir o defeito e em poucos
dias se completa a mitose das células epiteliais, restaurando a arquitetura normal
do epitélio em cinco a sete dias (NASISSE, 1985; KERN, 1990). Estimulos
nervosos, hormonais, fatores de crescimento e mensageiros bioquimicos vao
influenciar o processo de mitose e o deslizamento do epitélio corneal (NASISSE,
1985; KERN, 1990).

Brooks et al. (2003) descreveram que as proteinases existentes no processo
de cicatrizacdo corneal normalmente estdo em balangco com inibidores de

proteinases, em caso de ceratite ulcerativa ou na propria cérnea normal, servindo



para prevenir uma excessiva degeneracéo do tecido.

Os concentrados de plaquetas autologos tém sido usados em medicina
regenerativa ha algum tempo devido a abundancia de fatores de crescimento; na
area da odontologia em cirurgias maxilofacial, odontologicas e na cavidade oral; e
em outras areas como cicatrizacdo de feridas e na medicina esportiva (CASTILHO
et al., 2021).

2.4 PRF

O PRP em cées ja é descrito em literatura e seu uso como tratamento de lesdes
corneais mostrou resultados satisfatérios quando comparado ao tratamento clinico
convencional a base de colirios (MERLINI et al. 2014). O tempo de cicatrizacdo da
cornea com uso do PRP resultou na aceleragéo da cicatrizagéo e diminuigéo do tempo
de tratamento (DONATTI et al., 2013; MERLINI et al., 2014; GANDOLFI et al., 2016,
FERREIRA et al., 2019), estimulando, assim, o uso de hemoderivados em
oftalmologia veterinaria, incluindo o PRF, biomaterial de simples e de rapida
confeccdo que apresenta potencial para aceleracdo do processo de cicatrizacao

corneal.

O PRF € um produto sanguineo autdlogo, sem conservantes e rico em
proteinas e fatores de crescimento, que possibilitam a diferenciagéo, proliferacao
e migracao das células, estimulando a cicatrizacdo e a regeneracdo dos tecidos
(WROBEL-DUDZINSKA et. al., 2018). E considerado um biomaterial natural &
base de fibrina, favoravel ao desenvolvimento de microvascularizacdo e capaz de

guiar a migracao de células epiteliais para sua superficie (CHOUKROUN, 2006).

Segundo Bonatti et. al. (2007), a fibrina € um derivado do sangue formado
pela reacdo entre diversos componentes do plasma. Quando a fibrina € usada no
tratamento da perfuracdo da cornea, ela é seguida pela cicatrizacdo subsequente
e pelo crescimento epitelial revestindo a area lesada (WROBEL-DUDZINSKA et
al., 2018). A retirada mecanica do tampao de fibrina aplicado ndo é necessaria,

pois o processo inflamatorio local promove sua absorcdo (BONATTI et al., 2007).

Assim que o tampao de fibrina sela a ferida, ele é posteriormente substituido
por colageno, progredindo para o processo de cicatrizacdo (BONATTI et al., 2007).

A matriz de fibrina orienta a cobertura de tecidos lesados, afetando o metabolismo



de células epiteliais e fibroblastos (CHOUKROUN, 2006).

Segundo Dohan et al. (2006), a auséncia de anticoagulante implica a
ativacdo em poucos minutos da maioria das plaquetas da amostra de sangue em
contato com as paredes do tubo e a liberacdo da cascata de coagulagéo, sendo o
fibrinogénio inicialmente concentrado na parte alta do tubo, antes que a trombina
circulante o transforme em fibrina. Um co&gulo de fibrina é entdo obtido na parte
central do tubo, entre os células vermelhas na parte inferior e o plasma acelular
na parte superior (DOHAN et al, 2006).

O interesse na aplicacdo da membrana de PRF é evidente, pois protege
feridas abertas e acelera a cicatrizacdo; além disso, sua matriz contém leucécitos
e promove sua migracdo, apresentando potencial em feridas infectadas
(CHOUKROUN, 2006).

As plaquetas presentes no biomaterial final garantem aceleragdo do
processo de cicatrizacdo através do estimulo a migracdo leucocitaria e inclusao
de fatores de crescimento na lesdo, principais responsaveis pelo processo de
reparacao corneal. O processo de cicatrizacdo ocorre de forma natural mas a
aplicacao deste hemoderivado parece facilitar o acesso de fatores quimiotaticos,
além de produzir uma prote¢do imunogénica no local da lesdo (WROBEL-
DUDZINSKA et. al., 2018).

Dentro do arsenal terapéutico de agentes hemostaticos, os adesivos de
fibrina sdo bem documentados; eles correspondem a um mecanismo biologico
natural (polimerizacdo de fibrina durante a hemostasia) amplificado de forma
artificial e sdo produzidos e comercializados por industrias farmacéuticas nos
Estados Unidos da América (EUA), pois apresentam risco de contaminacao viral
infinitamente pequeno (DOHAN et al., 2006).

Ao contrario dos adesivos de fibrina simples, ou concentrados de plaquetas,
0 PRF resulta de um processo natural de polimerizacdo progressiva durante a
centrifugacéo, sendo que a rede de fibrina formada apresenta uma organizacao
tridimensional particularmente homogénea, ainda mais coerente do que coagulos
de fibrina naturais (DOHAN, 2006).

A membrana de PRF descrita por Choukroun (2001) pode ser féacil e



rapidamente preparada por um método simples, requer apenas um tubo de
sangue sem anticoagulante, sistema de centrifugacdo e um periodo de cerca de
15 minutos antes do procedimento cirargico (CAN, 2016). Esta técnica € livre de
substancias quimicas, as quais eventualmente promovam altera¢fes locais e/ou
sistémicas e, permite a obtencdo de uma membrana de fibrina autéloga
enriquecida com plaquetas e fatores de crescimento, sendo uma opcao de
tratamento acessivel (CAN et al., 2016).

Existem relatos na literatura demostrando resultados satisfatorios da cola de
fibrina em diferentes procedimentos cirargicos em humanos, como por exemplo:
Bonatti et al. (2007) descreveram 0 uso em ceratoplastias parciais penetrantes,
aderéncia conjuntiva-cérnea e ceroplastia lamelar. Para auxiliar na manutencao
da membrana e garantir seu posicionamento sobre a superficie ocular, a
tarsorrafia parcial é realizada para evitar que 0s movimentos palpebrais a

movimentem, facilitando a cicatrizagéo de feridas (ALIO et al., 2013).

2.5 Lente de contato

As lentes de contato gelatinosas podem ser indicadas como terapia
adjuvante em casos de ulceracdo da cornea, para reduzir a dor e reter o filme
lacrimal sobre a area ulcerada, estimulando a cicatrizacdo (TURNER, 2008). Ja
sao utilizadas em pequenos animais ha algum tempo, pois apresentam beneficios
para o tratamento de lesdes superficiais e profundas em cornea de caes e gatos
(BOSSUYT, 2016).

As lentes utilizadas (Bausch & Lomb - PureVision, Balafilcon A) fornecem
conforto e protecao na fase inicial do processo de cicatrizacao, e até cura total em

casos de erosdes superficiais da cornea em cées e gatos (BOSSUYT, 2016).

O tempo de cura com o uso de lentes de contato gelatinosas (Bausch & Lomb
- PureVision, Balafilcon A) como adjuvantes a terapia € significativamente mais
curta (média de 14 +/- 0 dias) do que em casos sem 0 uso de lentes de contato
(média 36 +/- 17 dias) em cédes (GRINNINGER et al., 2015).
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ABSTRACT

The study aimed to analyze the clinical action of autologous platelet-rich fibrin (PRF) on
superficial and stromal corneal ulcers and to verify the feasibility of using contact lenses
associated with temporary lateral tarsorrhaphy. For this, 16 dogs have been treated at the
ophthalmology service with unilateral corneal ulcer and they were divided into two
experimental groups (n=08). All dogs received treatment with tobramycin-based eye drops
0,3% (QID) and sodium hyaluronate-based 0,15% lubricating eye drops (QID). In the control
group (GC), this was the only treatment instituted, while in the lens group (GL), the PRF
membrane was applied and maintained using a contact lens and a temporary lateral
tarsorrhaphy. The dogs were evaluated before treatment, ten days, and thirty days after the start
of therapy using qualitative and quantitative scores of the ophthalmological variables:
vascularization, ocular secretion, hyperemia, blepharospasm, chemosis, photophobia, and
corneal pigment. Additionally, ulcer area and corneal thickness were evaluated. At M10 their
ulcer retractions were greater when compared to the M10 of the GC, but did not show statistical
significance. At M30 ulcers in both groups were fully healed. Autologous PRF proved to be a
viable option for adjuvant treatment in the repair of ulcerative keratitis, the use of contact lenses

and temporary tarsorrhaphy make the technique accessible.

KEYWORDS: Blood component, corneal pachymetry, corneal repair, growth factor.
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INTRODUCAO

A Ulcera de cornea € uma das oftalmopatias mais comuns em cdes e esta associada a
diversas causas desencadeantes [21]. Desenvolve-se quando hé perda do epitélio e a exposicdo
do estroma [19]. E considerada uma emergéncia oftalmoldgica, pois pode progredir para
descemetocele ou perfuracdo ocular, com lesGes, por vezes, irreversiveis que resultam na perda
da viséo [14, 16].

No processo de cicatrizagdo corneal, os fatores de crescimento desempenham um
importante papel e apresentam diversas fungdes como o fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF), que atua na proliferagdo vascular, e o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), o qual atua na proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular [26]. Além
destes, hé o fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF),
fator de crescimento de fibroblastos beta (BFGF), fator de crescimento de ceratindcitos (KGF)
e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) [23].

Tendo em vista a aceleracdo da reparacdo corneal associada ao uso de fatores de
crescimento, pesquisas envolvendo essa terapéutica nas doencas da cérnea foram descritas
[5][6]. Dentre estas, destaca-se na oftalmologia humana o uso de hemoderivados ricos em
plaquetas, o PRP oftalmoldgico (E-PRP), cujos resultados foram bem-sucedidos em doencas
da cérnea [1, 7].

A membrana de fibrina rica em plaquetas (PRF), segunda geracdo de concentrado de
plaquetas, descrita pela primeira vez por Choukrun et al. (2001) [6]. Consiste em um composto
de matriz de fibrina aut6loga polimerizada tridimensional (3-D), com incorporacéo de plaquetas
concentradas, fatores de crescimento, citocina e células-tronco, além de se destacar pela
facilidade de obtencdo [6]. Promove o desenvolvimento de microvascularizagdo e guia a

migracdo de células epiteliais para sua superficie [7].
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Sabe-se sobre sua contribuicdo para proteger feridas abertas e acelerar a cicatrizagéo,
além de promover a migracao leucocitaria [7]. Em humanos, descata-se no uso terapéutico de
feridas de pele infectadas [7], bem como em alvéolos dentarios objetivando o revestimento
epiteliar e neovascularizacdo [7]. Em cdes a aplicacdo da membrana de PRF est& descrita em
trabalhos experimentais realcionados a odontologia [20, 30].

Considerando o acima exposto, a hipétese do estudo é que o PRF autdlogo auxiliara
favoravelmente na reparacdo das ceratites ulcerativas em cédes. A escassez de relatos na
literatura a respeito da eficacia na reparacdo do uso deste hemocomponente em cdrneas em
caes, sua facilidade de producéo, associada a possibilidades da manutencéo pelas técnicas de

lente de contato e tarsorrafia temporaria, estimularam o seu desenvolvimento.

MATERIAIS E METODOS

A metodologia foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) - Botucatu, segundo processo n° 0031/2021. Os animais foram incluidos no

estudo mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido dos tutores.

Selecdo dos animais

Foram utilizados 16 cdes com Ulcera de cdrnea unilateral, sem predile¢do de sexo,
raca, peso e idade. A distribui¢do ocorreu de forma aleatéria em dois grupos experimentais
(n=8), perfazendo um total de 16 cdes. Os animais foram atendidos pelo setor de
Oftalmologia Veterinaria do Hospital Veterinario da UNESP - Campus Botucatu/SP,

apresentando o diagnéstico de ceratite ulcerativa. Foram incluidos apenas pacientes com
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Ulceras superficiais, ou profundas, sem exposicdo da membrana de Descemet. A seguir, 0s
caes foram submetidos ao exame fisico geral, hemograma e bioquimica sérica, incluindo
ureia, creatinina, alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA),

gamaglutamiltranspeptidase (GGT), proteina total e albumina para verificar sua higidez.

Grupos experimentais

No grupo GC, denominado Controle, as Ulceras de cornea foram tratadas com colirio
a base de tobramicina 0,3% (Tobrex® - Alcon) e lubrificante a base de hialuronato de sodio
0,15% (Hyabak® - Genom), quatro vezes ao dia, por 10 dias; e no grupo GL, denominado
Lente, os olhos foram submetidos a aplicacdo da membrana de PRF, com manutencéo pela
lente de contato e tarsorrafia lateral além do mesmo protocolo medicamentoso do GC. Em
ambos os grupos foi instituida a obrigatoriedade do uso de colar elizabetano durante todo

0 tratamento.

Exame clinico oftalmolégico

Os pacientes foram submetidos ao exame oftalmologico inicial, com auxilio da
lampada de fenda portatil (Lampada de Fenda SL 15 Kowa Japan), objetivando avaliar a
superficie ocular e anexos, a vascularizacdo e pigmentacdo da cdrnea, secrecdo ocular,
hiperemia conjuntival, blefaroespasmo, quemose e fotofobia.. A seguir, os animais foram
submetidos ao teste de Schirmer tipo 1 (Ophthalmos®) durante um minuto, para averiguar
sua producdo lacrimal e tonometria de rebote (TonoVet plus®) para mensurar a pressao
intraocular; o teste de flurosceina, com o intuito de identificar qual o tipo de Ulcera e sua
extensdo; a oftalmoscopia direta (Welch Allyn®) para as possiveis alteracdes em fundo de

olho e, por fim, a fotodocumentagdo para acompanhamento do tratamento preconizado
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(Figura 1).

Critérios de excluséo

Foram excluidos do estudo os animais que apresentaram Ulceras com profundidade
superior a dois tercos da espessura da cornea, descemetoceles e perfuracdes, assim como
caes sem higidez clinica. As alteracdes palpebrais quando presentes também foram

corrigidas antes de se iniciar o tratamento, evitando interferéncia na terapéutica.

Obtencéo da membrana de fibrina rica em plaqueta (PRF)

Foram coletados 8 ml de sangue venoso da veia jugular, sob condigdes estéreis e
colocados em um tubo de vidro sem anticoagulante, imediatamente antes da cirurgia. A
seqguir, o tubo foi centrifugado a 3000 rpm (aproximadamente 400g) por 10 minutos
utilizando-se centrifuga de mesa (Hettich EBA-20; Hettich Holding GmbH & Co. oHG,
Alemanha).

O plasma pobre em plaguetas (PPP) ou plasma acelular deposita-se na parte superior
do tubo de centrifugacéo, seguido pelo coagulo de fibrina concentrado, o qual deposita-se
na parte meédia do tubo e, por fim, os glébulos vermelhos ficam na parte baixa do tubo.
Depois de remover o PPP, o coagulo de fibrina (Figura 2) foi mecanicamente separado dos
glébulos vermelhos, utilizando-se espatula especifica para a confeccdo do PRF e
suavemente comprimido por meio de caixa especifica para a confecgdo do PRF (“Fibrin

box” - Medisoft Medikal, Turquia) [6].

Técnica cirurgica e pds-operatorio

Os cdes do GL foram induzidos com propofol e a anestesia inalatéria mantida com
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isoflurano, associada a anestesia topica com colirio anestésico & base de cloridrato de
proximetacaina 0,5% (Anestalcon® - Alcon). Todos os cdes do GL foram posicionados em
decubito lateral, realizou-se tricotomia da regido periocular e prévia antissepsia, utilizando-
se solucdo aquosa de polivinilpirrolidona (PVPI Brasiliquidos Produtos Farmacéuticos -
Comercial Bono Ltda) a 1:50, sendo empregado pano fenestrado oftalmico estéril.

Foi realizada a aplicacdo da membrana de PRF sobre a cornea (Figura 3A), ato
continuo a implantacdo da lente de contato terapéutica (Bausch & Lomb-PureVision,
Balafilcon A) e tarsorrafia parcial lateral [27] com fio de nailon 3.0 e capton (Figura 3B)
mantida por dez dias.

Nos dois grupos foi realizada a terapia com colirio a base de tobramicina 0,3%
(Tobrex® - Alcon) e lubrificante a base de hialuronato de sédio 0,15% (Hyabak® -
Genom), quatro vezes ao dia, por dez dias; recomendacdes para uso de colar elizabetano
durante todo o tratamento, além de medicacOes analgésicas a base de dipirona (25mg/kg)
[2] durante trés dias. Os pontos da tarsorrafia foram removidos no décimo dia do pos-

operatorio, bem como a lente de contato, utilizando-se colirio anestesico.

Momentos de avaliacdo e variaveis analisadas
Os pacientes foram avaliados em trés momentos: antes do tratamento (MO), aos dez
(M10) e trinta dias (M30) apds o tratamento. As variaveis oftalmoldgicas avaliadas foram:
vascularizacdo, secrecdo ocular, hiperemia conjuntival, blefaroespasmo, quemose,
fotofobia e pigmento corneal, realizadas por um observador Unico e experiente. Estas foram
qualiquantificadas em escores, sendo (0) ausente; (1) leve; (2) moderado; (3) severo.
Foram realizados o teste de Schirmer tipo 1 (Ophtalmos®), durante um minuto para

avaliacdo da producdo lacrimal e tonometria de rebote (TonoVet plus®). A espessura da
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cdrnea foi mensurada em todos os momentos de avaliacdo por meio de delicados toques na
cérnea com a probe do paquimetro (Tomey® — Japan), ap6s dessensibilizacdo desta com
colirio anestésico a base de cloridrato de proximetacaina 0,5% (Anestalcon® - Alcon).
Alteracdes de fundo de olho foram descartadas em MO por meio do exame de fundoscopia.

Para avaliar a evolucdo da reparacdo da Ulcera, foi empregado o uso da fluoresceina
(Fluoro Touch Strips - Madhu®) em todos os retornos, bem como a fotodocumentacéo por
meio de uma camera fotogréafica digital, obedecendo a distancia de 10 cm do olho e
utilizada régua milimetrada ao redor. Em seguida, foi analisado o percentual de reducéo da
Ulcera de cornea, em relagio ao momento inicial de avaliagdo (MO0) nos diferentes
momentos de avaliagdo, utilizando o software ImageJ® desenvolvido pelo National

Institute of Health (NIH).

Analise estatistica

A comparacdo dos dois grupos avaliados em trés momentos consecutivos foi
realizada pela técnica de analise de variancia para o modelo de medidadas repetidas ou
grupos independentes. As variaveis com aderéncia a distribuicdo normal de probabilidades
foram submetidas a técnica paramétrica complementada com o teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni [17] e as ndo aderentes, a técnica ndo paramétrica complementada
com o teste de comparac6es multiplas de Dunn [25]. Todos os testes foram realizados ao

nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS

A mediana dos escores das variaveis clinicas qualitativas avaliadas em ambos 0s grupos
estdo descritas na Tabela 1. A média e desvio padréo das varidveis quantitativas avaliadas em
ambos 0s grupos e a contracdo da area da Ulcera em porcentagem em relacdo a MO estdo
descritas na Tabela 2.

Nas Figuras 4 e 5 estdo apresentadas imagens fotograficas dos momentos de avaliagdo
de um cédo do GL e e um do GC, respectivamente. Na Figura 4 o MO apresenta um olho com
secrecdo ocular, Ulcera estromal profunda, vascularizacdo, opacidade corneal e hiperemia
conjuntival, na sequéncia a fotografia foi tirada logo em seguida a retirada do ponto da
tarsorrafia lateral no GL em M10, representando a cdrnea completamente cicatrizada sem
presenca de edema, hiperemia conjuntival e secrecdo ocular e, por fim, o0 mesmo olho em M30
a opacidade corneal apresenta-se menos evidente que em M10. Na Figura 5 o0 MO apresenta um
olho com hiperemia conjuntival severa, Ulcera estromal superficial e edema de cornea, seguido
por M10 com melhora da hiperemia conjuntival e aumento do edema de cdrnea e profundidade
da dlcera e, por fim, em M30 a cOrnea estd completamente cicatrizada e com opacidade corneal
generalizada.

As variaveis area da Ulcera, secrecdo, hiperemia e blefaroespasmo do GL e do GC
apresentaram reducdo significativa dos valores dentro de um mesmo grupo sendo M10 a
transicdo desta significancia.

A area da Ulcera e contracdo apresentaram queda importante na comparagao entre 0s
momentos do mesmo grupo em GL, embora ndo tenham apresentado diferenca estatitica
significante na comparagao entre 0s grupos.

Os resultados das varidveis quantitativas schirmer, PIO e espessura corneal ndo
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apresentaram diferenca estatistica significante comparando os dois grupos no mesmo momento.
A paquimetria apresentou valores alterados em relagdo ao padrdo de normalidade
devido, sobretudo, as alteracbes causadas pelo edema de cornea na superficie [3] e os valores
diminuiram nos momentos avaliados, tendendo a crer que a conformagéo desta estrutura voltou
a ser proxima da normalidade.
Em M10 nem todos os olhos ja estavam com a cérnea completamente cicatrizada, nestes
foi estendido o tempo de tratamento com os colirios. No Gltimo momento de avaliagéo

oftalmoldégica M30, todos os olhos apresentaram 100% de cicatrizagdo corneal.

DISCUSSAO

A reparacao tecidual da cornea com o uso das membranas de PRF apresenta melhor
resultado, pois diminui o tempo de cicatrizacdo corneal e diminuicdo do desconforto ocular e
sinais de inflamacdo, notados por mais tempo nos olhos submetidos ao tratamento convencional
apenas com uso de colirios. A diferenca estatistica entre 0s grupos nao apresentou relevancia,
apesar disto ambos 0s grupos mostraram-se uniformes e as etiologias e evolugbes foram
bastante similares na comparacdo entre os cdes do estudo. A limitacdo para apresentar
significancia também é a importante diferenca entre as areas das Ulceras em MO, pois 0s cées
foram selecionados na rotina clinica do hospital, ndo podendo as les6es serem selecionadas de
forma uniforme.

A pesquisa foi iniciada com o GL seguido pelo GC. Todos os termos de ciéncia foram
assinados pelos tutores e as recomendacdes do tratamento medicamentoso e uso de colar
elizabetano foram corretamente seguidos. O sucesso do tratamento depende disso [21].

O primeiro relato do uso de PRP em humanos em que foi usado com sucesso nos casos
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de Ulceras de cornea dificeis e urgentes foi publicado em 2012 [1] apresentando resultados
promissores. A confecgéo e aplicacdo da membrana mostraram-se simples [6] e a formacao do
coagulo de fibrina no tubo é resultado da coleta e centrifugacdo de acordo com as orientacdos
pré estabelecidas [1, 3]. A velocidade e o tempo séo fatores importandes na padronizacao, pois
a centrifugacdo do material de outra forma pode resultar num material mais liquido e menos
estavel para aplicacdo sobre a cérnea [2]. O tempo entre a coleta de sangue e a centrifugacdo
foi realizada de forma imediata, como recomendado no protocolo para pacientes humanos [4,
9,12].

A membrana foi preparada com uso de estojo metalico especializado “Fibrin box”, o
que promoveu uniformidade nas membranas obtidas [5, 9]. Uma outra opg¢do consiste na
compressdo com uso de gazes estereis [12]. No presente estudo, todas as amostras de sangue
no GL apresentaram membranas de PRF uniformes apos a centrifugacdo, devido a padronizacéo
na sua confeccdo na Fibrin box, e ndo houveram complicagdes durante a aplicacdo nos olhos.

A retirada mecénica da membrana de fibrina ndo é necesséaria, pois a absorcdo local
ocorre dentro de poucos dias [5]. O mesmo foi evidenciado neste estudo; as mesmas ndo foram
presenciadas em M10.

Como auxilio adicional a manutencdo das membranas, foram utilizadas lentes de
contato gelatinosas terapéuticas que sao utilizadas em pratica geral e de referéncia em pequenos
animais ha algum tempo e Gteis em lesdes traumaticas da cérnea proporcionando conforto e
protecdo, sendo um importante aliado ao tratamento [4, 9, 12]. O intuito do uso da lente neste
estudo foi a manutencdo da membrana de PRF na cdrnea, e evita a necessidade de
procedimentos cirdrgicos mais invasivos como a sutura da membrana em cdrnea ou conjuntiva,
que demandam maior tempo cirdrgico. A necessidade de materiais mais caros e menos

acessiveis aos médicos veterinarios e a maior dificuldade para realizar a retirada destes pontos,
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também séo evitados com uso dessa técnica. As lentes de contato servem como componente
que recobre o local da leséo, garantindo que o filme lacrimal permanega por mais tempo em
contato com a Ulcera [6]. Para manutencdo adequada da lente de contato e membrana sobre a
superficie ocular, a tarsorrafia parcial lateral foi utilizada para evitar que 0s movimentos
palpebrais movimentassem as estruturas aplicadas, facilitando a cicatrizacdo [2]. Esta técnica
cirlrgica e o uso de lentes de contato mostrou servir como importante adjuvante no tratamento
do GL pois promoveu conforto aos caes, inclusive das racas braquicefalicas que possuem
grande exposicdo ocular devido sua anatomia facial, 0 que prova que esta técnica traz bons
resultados como forma de manutencdo da membrana de PRF e ndo promove desconforto ou
irritacdo ocular [11, 23]. A maior parte dos cdes € da raca Shih Tzu, provando novamente a
recorréncia do atendimento desta raca na rotina oftalmolégica.

No presente estudo, as lentes permaneceram nos animais até M10 quando foram
retiradas juntamente com o ponto da tarsorrafia lateral. O periodo de reepitelizacdo da Ulcera é
de sete a dez dias confluindo com os momentos estipulados de avaliagéo e retirada do ponto em
M10 no GL [21]. A realizacdo do teste de Schirmer ndo promoveu incObmodo aos cées, ja que
foi realizado ap0Os a retirada da lente nos cdes do GL, além da membrana ja ter sido
complatamente absorvida neste momento.

O M10 foi 0 marco mais importante na comparacao entre a evolucdo da cicatrizacdo
corneal quando comparamos 0s cées entre 0s grupos e a evolucdo de um mesmo cdo a partir de
MO. Os dez primeiros dias foram o periodo em qua ocorreu a maior porcentagem de reducao
da area das Ulceras e mostrou diferenca estatistica na comparacdo entre GC e GL.

O namero de cdes foi um fator limitante para evidenciar a diferenca estatistica entre 0s
resultados dos grupos, podendo este ser um estimulo ao inicio de futuros estudos com niimero

elevado de animais para avaliacdo de um maior nimero de olhos.
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O grupo de pesquisa da instituicdo vem estudando o uso do PRP em ulceras corneais
[15, 24], com resultados bastante satisfatorios especialmente no que diz respeito a aceleracao
inicial da cicatrizacdo [8, 16, 18, 27] e agora com esta nova terapéutica de hemoderivados

visibiliza-se facilitar o acesso dessa terapéutica na oftalmologia clinica veterinaria.

CONCLUSAO

A preparagdo das membranas de PRF aut0logas se mostrou de simples execugéo e
aplicacdo nos defeitos corneais, sua facilidade de obtencdo e simplicidade no processo de
confeccdo permitirdo acessibilidade da técnica para o tratamento de inimeros animais. A
técnica de lente de contato com tarsorrafia lateral temporaria é efetiva para a manutencdo do
biomaterial no leito da Ulcera.

O uso da membrana de PRF autélogo em cées favorece a reparacdo corneal de ulceras
de cdérneas em cées, considerando o contexto geral de melhora das variaveis clinicas estudadas
e contracdo da area da Ulcera, embora o tratamento clinico convencional também seja efetivo.
Ambos o0s grupos do estudo apresentaram 100% de cicatrizacdo corneal em M30, mas em M10
haviam olhos que ainda apresentaram Ulcera de cornea em ambos 0s grupos, sendo que no GC
mais cdes ainda precisaram estender o tratamento meicamentoso, evidenciando que 0 uso da
membrana de PRF teve papel importante na reparacdo tecidual, pois diminuiu o tempo de
cicatrizacdo corneal. Sendo assim, este trabalho destaca a necessidade de novos estudos sobre
a eficacia do PRF, inovador em cdo, no processo da reparacdo em especial em Ulceras
complicadas, nas quais acredita-se que os fatores de crescimento presente no biomaterial

deverdo atuar intensamente.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Fig. 1. Cdo da raca Shih Tzu representando uma fotodocumentacéo com régua. Observar Ulcera

de cornea estromal profunda, hiperemia leve, edema de coOrnea, presenca de secrecdo

mucopurulenta. Fonte: Servico de Oftalmologia Veterinaria.

Fig. 2. Amostra de sangue apds a cetrifugacdo evidenciando o coagulo de fibrina na parte média

do tubo. Fonte: Servico de Oftalmologia Veterinaria.

Fig. 3. Membrana de PRF autdloga sobre a cornea de um cédo da raca Shih Tzu no

transoperatério (A) e apés realizacdo de tarsorrafia parcial lateral (B). Fonte: Servico de

Oftalmologia Veterinaria.

Fig. 4. Céo do GL nos momentos de avaliacdo. Fonte: Servico de Oftalmologia Veterinaria.

Fig 5. Cao do GC nos momentos de avaliacdo. Fonte: Servico de Oftalmologia Veterinaria.
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364 TABELA 1. Atribuicdo das medianas dos escores para as varidveis clinicas da reparagdo das

365  ulceras em cées, nos grupos controle e tratados com PRF e lente, nos diferentes momentos (M)

366 emdias.
Momentos de avaliacéo
Variavel Grupo MO M10 M30
GL 1(0;2) 1(1;2) 1(0;2)
Vascularizagéo

GC 1(0;3) 1(0;1) 0 (0;2)
GL 1,5 (1;3) 0 (0;1) 0 (0;0)

Secrecdo ocular
GC 2 (1;3) 0 (0;2) 0 (0;2)
Hiperemia GL 1,5(1;3) 1(0;2) 0(0;1)
conjuntival GC 2(1;2) 0 (0;1) 0(0;1)
GL 2(0;3) 0(0;1) 0 (0;0)

Blefaroespasmo
GC 2(1;3) 0(0;1) 0 (0;0)
GL 0,5 (0;1) 0(0;1) 0 (0;0)

Quemose
GC 0(0;1) 0 (0;0) 0(0; 0)
GL 1(0;3) 0(0;1) 0 (0;0)
Fotofobia

GC 2(1;3) 0,5 (0;1) 0 (0;0)
GL 0(0;2) 0(0;2) 0(0;2)

Pigmento corneal
GC 0 (0;2) 0(0;1) 0(0;1)

367 Legenda: GL: grupo lente; GC: grupo controle.
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368 TABELA 2. Variaveis clinicas mensuradas, média e desvio padrdo, na reapracdo das Ulceras

369  emcades, nos grupos controle e tratados com PRF e lente, nos diferentes momentos (M) em dias.

Momentos de avaliacéo

Variavel Grupo MO M10 M30

Area lcera GL 10,33 £ 7,24 2,77+221 0+0

(mm2) GC 10,26 + 8,12 3,91+2,19 0+0
Schirmer GL 19,38 + 3,34 18,38 + 1,85 19,00 +1,20 *
(mm/min) GC 17,63 £ 4,10 19,75 + 1,98 21,00 + 1,41
PIO GL 14,25 + 5,26 17,50 + 4,07 18,00 * 4,75
(mmHg) GC 13,63 £ 4,31 20,13 + 3,27 20,13 + 2,64

Espessura corneal ~GL 785,25+ 316,49 789,50 £229,03* 644,25+ 189,84 *

(um) GC  579,63+214,19 477,63+160,58 452,88 + 146,67
Contragao™ GL - 70,12 + 20,89 100+ 0
(%) GC - 53,62 + 24,21 100+ 0

370 Legenda: GL: grupo lente; GC: grupo controle. * p < 0,05 vs. GC. * reducéo percentual em

371 relacdo a MO.
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372 APENDICE
373 TABELA 3. Atributos clinicos das Ulceras de cOrnea em cada grupo nos momentos de
374  avaliagéo.
» Momento de avaliagéo
Variavel Grupo
MO M10 M30
Area tlcera GL 10,33+7,24B 2,77+2,21 AB 0+0A
(mm?) GC 10,26 +8,12 B 3,91+2,19 AB 0+0A
PIO GL 14,25 £5,26 A 17,50 £ 4,07 A 18,00+ 4,75 A
(mmHg) GC 1363431 A 20,13+ 3,27B 20,13+2,64B
Espessura GL 785,25 + 316,49 A 789,50 + 229,03 A 644,25 + 189,84 A
corneal (um) GC  579,63+214,19B 477,63+160,58 AB 452,88 + 146,67 A
. GL - 70,12 £ 20,89 A 100£0B
Contracéo™ (%)
GC - 53,62 + 24,21 A 100£0B
Schirmer GL 19,38 £ 3,34 A 18,38 £ 1,85 A 19,00+ 1,20 A
(mm/min) GC 17,63 £4,10 A 19,75+ 1,98 A 21,00+ 1,41 A
GL 14,25 + 5,26 17,50 + 4,07 18,00 + 4,75
P10 (mmHg)
GC 13,63 £ 4,31 20,13 + 3,27 20,13+ 2,64
L GL 1(0;2) A 1(1;2) A 1(0;2) A
Vascularizagdo
GC 1(0;3) A 1(0;1) A 0(0;1)A
5 GL 15(1;3)B 0(0;1) AB 0(0;0) A
Secrecdo ocular
GC 2(1;3)B 0(0;1)A 0(0;1)A
Hiperemia GL 15(13)B 1(0;2) AB 0(0;1) A
conjuntival GC 2(1;2)B 0(0:1) A 0(0:1) A
GL 2(0;3)B 0(0;1) AB 0 (0;0) A
Blefaroespasmo
GC 2(1;3)B 0(0;1)A 0 (0;0) A
GL 05(0;1) A 0(0;1)A 0 (0;0) A
Quemose
GC 0(0;1)A 0(0;0) A 0(0;0)A
_ GL 1(0;3) A 0(0;1)A 0 (0;0) A
Fotofobia
GC 2(1;3)B 05(0;1) A 0 (0;0) A
Pigmento GL 0(0;2) A 0(0;2) A 0(0;2) A
corneal GC 0(0;2) A 0(0:1) A 0(0:1) A
375 Legenda: GL: grupo lente; GC: grupo controle. * reducéo percentual em relagdo a MO. As
376 letras maiusculas indicam diferenca entre 0s momentos dentro de um mesmo grupo.
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