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FERREIRA, A.P. Uso do Plasma Rico em Plaquetas Autélogo e Alogénico
Aquecido no Tratamento de Ceratite Ulcerativa em Caes. Botucatu, 2019.
p.52. Dissertagao (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O plasma rico em plaquetas (PRP) atua na reparacdo corneal e quando
aquecido, apresenta menor potencial a reagcao imunolégica local sem prejudicar
os niveis dos fatores de crescimento (FCs). O objetivo deste estudo clinico foi
comparar o PRP aut6logo com o alogénico aquecido no tratamento de ceratite
ulcerativa em cées, bem como os seus efeitos clinicos. Para esse experimento,
foram utilizados 24 caes com ceratite ulcerativa e estes foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos experimentais, um tratado por meio de colirio
de PRP autodlogo (n=11) outro com colirio de PRP alogénico aquecido (n=13).
Todos os animais foram avaliados no momento inicial e apos 3, 5, 10, 15 e 30
dias do tratamento. Foram analisadas as variaveis oftalmoldgicas:
blefaroespasmo, secreg¢ao ocular, opacidade corneal, vascularizagao, fotofobia,
hiperemia conjuntival, quemose, espessura corneal, bem como o percentual de
reducdo da ulcera de cornea. Em ambos os grupos, foi verificado redugao do
tempo de cicatrizacdo da lesdo com adequada reepitelizacao corneal, bem
como diminuigdo dos sinais de inflamacgéo. Concluiu-se que o PRP autdlogo e
alogénico aquecido apresentaram resultados equivalentes e podem ser uma
excelente opgdo no tratamento adjuvante na reparagdo de ceratite ulcerativa
em caes e que sua utilizagdo potencializa a cicatrizacdo, promove diminuicio

da inflamacao e opacidade corneal.

Palavras chave: Fatores de crescimento; imunologia; lesdes de cornea; PRP.



FERREIRA, A.P. Use of Heated Alogenic and Autologous Platelet-Rich
Plasma in the Treatment of Ulcerative Keratitis in Dogs. Botucatu, 2019.
p.52. Dissertagao (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Platelet rich plasma (PRP) acts on corneal repair and, when heated, presents
reduced local immune response without interfering in growth factor (GF) levels.
This clinical trial aimed to compare the use of autologous PRP and heated
allogeneic PRP in the treatment of ulcerative keratitis in dogs, as well as their
clinical effects. For this purpose, 24 dogs were utilized from the routine with
diagnosis of ulcerative keratitis, and randomly distributed into two experimental
groups, one treated with autologous PRP eye drops (n=11) and the other with
heated allogeneic PRP eye drops (n=13). All the animals were evaluated before
and at 3, 5, 10, 15 and 30 days after treatment. The ophthalmologic variables
analyzed were: blepharospasm, ocular discharge, corneal opacity,
vascularization, photophobia, conjunctival hyperemia, chemosis, corneal
thickness, as well as the percentage of corneal ulcer reduction.
In both groups, reduction of wound healing time with adequate corneal
reepithelialization was observed, as well as reduction of inflammation signs. It
was concluded that heated autologous and allogeneic PRP presented
equivalent results and may be an excellent option in the adjuvant treatment in
the repair of ulcerative keratitis in dogs and that its use promotes a decrease in

inflammation and clinical signs of pain, enhancing corneal healing.

Key-words: Growth factors; immunology; corneal ulcers; PRP.
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1. INTRODUGAO

A oftalmologia veterinaria € uma especialidade que vem evoluindo muito
nos ultimos anos, contribuindo para a manutencdo da visdo dos animais
(GALERA et al., 2017). Dentre as principais afec¢des oculares que os
acometem encontra-se a ceratite ulcerativa, também denominada ulcera de
cornea, que ocorre quando ha perda do epitélio e parte do estroma corneal
(HERRERA et al., 2008; LAUS et al., 2009; SLATTER et al., 2013; MOREIRA
et al., 2018).

As principais fungdes da cornea estdo correlacionadas com a protecéo e
refragdo da luz (LAUS et al., 2009). Por estar diretamente em contato com o
ambiente externo esta propensa a ocorréncia de traumas fisicos, quimicos e
bioldgicos resultando na perda da fungdo de sua barreira protetora, e desta
forma, o seu mecanismo de reparagao € regulado por mediadores inflamatoérios
e fatores de crescimento (FCs) produzidos imediatamente apds a ocorréncia da
lesao (GUM; MACKAY, 2013).

Os FCs sado mediadores biolégicos naturais sintetizados pelas células do
epitélio, estroma e endotélio corneal logo ap6s a ocorréncia de uma lesao (YU
et al., 2010). Podem estar localizados no filme lacrimal e humor aquoso em
contato intimo com a cornea, participando dos processos reparativos da
mesma (YU et al., 2010). Estes sao responsaveis por estimularem a
proliferagdo de ceratindcitos que irdo sintetizar colageno e proteoglicano,
produzindo a matriz extracelular a fim de promover cicatrizagéo da ulcera (ALIO
et al., 2015).

Estes fatores também podem ser encontrados nos granulos-a
plaquetarios, sendo possivel concentra-los por meio de centrifugacoes, e, apds
essa etapa, passa a ser denominado como plasma rico em plaquetas (PRP)
(ALIO et al., 2013). Desta forma, o seu uso proporciona uma maior
concentracido de FCs tornando a reparacao corneal mais rapida e eficaz, sendo
frequentemente estudado em oftalmologia devido aos seus beneficios
terapéuticos e pelo baixo custo de processamento (ANITUA et al., 2004,
MERLINI et al., 2014; ANITUA et al., 2018).

Anitua et al. (2014) desenvolveram uma nova modalidade de PRP, na

qual, apds o sangue coletado ser submetido as centrifugagdes este é aquecido
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a 56°C durante uma hora. Péde-se observar neste estudo que o aquecimento
diminuiu os indices de fator de crescimento epidermal (EGF), proteinas do
sistema complemento e Imunoglobulinas E (IgE), sem interferir na
concentracdo dos demais FCs, podendo ser indicado no tratamento de
afecgdes de carater autoimune.

A hipotese para esse trabalho € que o PRP alogénico aquecido seja uma
opgao viavel de tratamento adjuvante na reparagcdo das ceratites ulcerativas
em caes. Ressalta-se, portanto, que o uso de PRP alogénico aquecido e
autdlogo vem sendo estudado no tratamento de Uulceras de cornea,
apresentando resultados bastante satisfatorios especialmente no que diz
respeito a aceleracgao inicial da cicatrizacdo, diminuicdo de opacidades e na
possibilidade de redugdo do seu potencial imunogénico ao aquecé-lo
(DONATTI et al., 2013; MERLINI et al., 2014; PERCHES et al.,, 2015;
GANDOLFI, 2016).

A motivagao para o desenvolvimento desse projeto esta na caréncia de
estudos relatando a eficacia clinica do PRP alogénico aquecido no processo de
reparagao corneal em cdes. Devido a diminuicdo da atividade imunoldgica
local, sem comprometer a concentracao dos FCs, tornaria viavel a implantacao
de um banco de PRP com animais saudaveis.

O estoque de PRP alogénico aquecido permitiria ampliar a sua aplicagao
em outros caes, inclusive os de pequeno porte e peso reduzido ou aqueles
acometidos por alguma afeccdo sistémica, sem comprometer suas fungdes
hemodinamicas, em vista da grande quantidade de sangue necessaria para a
sintese de PRP autdlogo.

Objetiva-se com esse estudo comparar os efeitos clinicos do PRP
autélogo com o PRP alogénico aquecido no tratamento de ceratite ulcerativa
em caes. Podendo-se desta forma indica-los como uma opgédo de terapia

adjuvante na cicatrizagao de ulceras de cornea.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Anatomia e Fisiologia da Cérnea

A coérnea compde a tunica fibrosa, juntamente com a esclera, fornecendo
sustentacao ao bulbo ocular (GELATT et al., 2014). Trata-se de uma estrutura
avascular e transparente devido a disposicao organizada das fibras de
colageno e inervagao por fibras amielinicas o que possibilita a refragéo da luz,
essencial para a visdao (GANDHI; JAIN, 2015).

A analise do corte histolégico da cérnea evidencia a organizagao de cinco
camadas: epitélio, lamina basal, estroma, membrana de Descemet e o
endotélio (GANDHI; JAIN, 2015). Mais externamente € composta pelo filme
lacrimal atuando na protecao, lubrificacéo, transporte de substancias e nutricdo
corneal (GALERA et al., 2017).

O epitélio € a camada mais externa e é classificado como pavimentoso,
estratificado e nao queratinizado (LAUS et al., 2009; NAUTSCHER et al.,
2016). Tem a espessura de aproximadamente 10nm, sendo composto por seis
a dez camadas de células (SLATTER et al., 2013). A I&mina basal tem 30 a
55nm de espessura e une o epitélio ao estroma pelos hemidesmossomos
(GELATT et al., 2014).

O estroma representa 90% da espessura corneal € composto por
fibrécitos e ceratindcitos que sdo capazes de sintetizar fibras de colageno tipo
IV, VI e VIl além de glicosaminoglicanos e de proteoglicanos (LAUS et al.,
2009; GILGER et al., 2013; SLATTER et al., 2013).

As fibras colagenas presentes no estroma estdo organizadas de forma
ordenada em camadas alternadas, paralelas a superficie corneal, sendo
intercaladas pelas proteoglicanas (GILGER et al., 2013).

As terminagdes nervosas amielinicas originam-se de ramificagdes do
nervo trigémeo e permeiam o estroma anterior e epitélio da cornea (SLATTER
et al.,, 2013; GANDHI; JAIN, 2015). Por esta razdo, as ulceras superficiais
tendem a serem mais dolorosas quando comparadas as profundas
ocasionando sinais de dor como blefaroespasmo e fotofobia (GILGER et al.,
2013; GELATT et al., 2014).
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A membrana de Descemet é uma camada delgada, homogénea e
acelular produzida pelo endotélio, podendo aumentar sua espessura com 0
passar dos anos (GILGER et al., 2013; XIMENES et al. 2014).

O endotélio situa-se mais internamente e permanece em contato com a
camara anterior (SLATTER et al., 2013). E constituido por uma Unica camada
de células de formato hexagonal e possui baixa capacidade de replicagao,
variando de acordo com a idade (CARDIGOS; NERI, 2018). O endotélio
juntamente com o epitélio corneal sdo responsaveis pelo controle da passagem
de agua mediante a um sistema de bombas (SLATTER et al., 2013). A quebra
da barreira endotelial causa um desequilibrio hidrico e desorganiza as fibras de
colageno que resulta em edema alterando a transparéncia corneal
(CARDIGOS; NERI, 2018).

2.2 Ceratite ulcerativa e mecanismos de reparag¢ao da cornea

A cornea é a estrutura mais exposta do bulbo e por esse motivo a ceratite
ulcerativa € uma afeccao ocular bastante frequente (MOREIRA et al., 2018).
Pode ser de causa traumatica e levar a uma perfuracdo ocular com
extravasamento do humor aquoso e colabamento da camara anterior, desta
forma é considerada como uma emergéncia oftalmica (LAUS et al., 2009).

A Ulcera corneal também pode ocorrer devido a presenga de corpo
estranho, neoplasias, agentes quimicos, alteragdo da conformagao palpebral,
distiquiases, cilios ectdpicos, ceratoconjuntivite seca, entre outros fatores,
ativando os mecanismos de reparacgao corneal (PISO et al., 2017).

O processo de reparacao corneal é constituido por uma série de eventos
que se desenvolvem simultaneamente com o intuito de promover a proliferagao
celular, migragdo, diferenciacdo, apoptose, quimiotaxia e angiogénese
(PONTES et al., 2011).

Imediatamente apdés a ocorréncia de uma lesdo superficial ocorre a
migragcdo celular do epitélio integro com secregdo de fibrina, fibrinogénio e
fibronectina recobrindo a area lesionada (ZACHARY et al., 2016). O
desbridamento das células remanescentes € realizado pelos leucdcitos
polimorfonucleares por meio de fagocitose dos debris celulares (HERRERA et

al., 2008). As células epiteliais da borda se achatam e deslizam sobre o defeito
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sofrendo mitoses sucessivas restaurando sua espessura original (GILGER et
al., 2013). O tempo médio de reepitelizacdo da cdérnea € de sete a dez dias
(ZACHARY et al., 2016).

A membrana basal desempenha importante fungdo na aderéncia do
epitélio ao estroma e em casos de ruptura, o tempo de reparagao sera
prolongado, pois é necessario primeiro refazé-la para posteriormente as células
epiteliais utiliza-las para sua adesao ao estroma (PONTES et al., 2011).

Nas ulceras estromais superficiais, o reparo € feito pelo deslizamento e
mitoses das células epiteliais, conforme ja mencionado (GILGER et al., 2013).
Ja nas lesdes profundas, também ocorre a reeptelizagdo sobre a superficie,
entretanto o preenchimento estromal requer proliferacdo de ceratinécitos que
irdo sintetizar colageno e proteoglicano, produzindo a matriz extracelular
(GILGER et al., 2013; SLATTER et al.,, 2013). O colageno formado sera
depositado no leito da lesdo e remodelado pelas colagenases e
metaloproteinases (MMPs), deslocando o epitélio ja formado anteriormente
(PERCHES et al., 2015).

Em casos mais graves, pode haver perda de todo o estroma levando a
uma exposicdo ou rompimento da membrana de Descemet, podendo
comprometer o endotélio devido a proximidade dessas estruturas (XIMENES et
al., 2014). O endotélio é constituido por uma fina camada de células
justapostas, com capacidade regenerativa limitada, e durante sua reparagao as
células remanescentes aumentam de tamanho e vao se alongando até entrar
em contato com a outra célula vizinha, ocorrendo o pleomorfismo celular
(CARDIGOS; NERI, 2018).

A presencga dos FCs auxilia na migragao e proliferagao das células para o
defeito corneal, sendo importantes no processo de reparacdo como descrito a
seguir (ALEIXO et al. 2017).
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2.3 Os fatores de crescimento e sua atuagao na reparagao corneal

A cornea nao possui vasos sanguineos e, por isso, sua reparagao €
realizada por intermédio de mediadores inflamatdrios, citocinas, proteinases,
inibidores de proteinases e FCs peptidicos presentes na lagrima, humor
aquoso e vasos limbicos (GUM; MACKAY, 2013).

Os FCs sao mediadores biolégicos naturais, produzidos pelo epitélio,
estroma e endotélio corneal que apds uma lesao sao liberados e se ligam aos
receptores de superficie celular da propria célula secretora ou de outras
células. Estes promovem a proliferagdo, migracéo, diferenciagdo de células
epiteliais e estromais, comunicagao intercelular, apoptose e angiogénese
(PONTES et al., 2011; SUZUKI et al., 2013; ALEIXO et al., 2017).

Sabe-se que o PRP possui uma grande concentragdo desses fatores e
com isso potencializaria a cicatrizacdo corneal ANITUA et al. (2018). Os
principais FCs, presentes no PRP e relacionados com a cicatrizacao da cornea
sdo: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
transformador-B (TGFB), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-I), fator de crescimento de fibroblastos
(FGF), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e fator plaquetario IV
(PF-4) (SINGH et al., 2014; KABIRI et al., 2014; ALEIXO et al., 2017; ANITUA
et al. 2018).

Na literatura consultada, ha um estudo comparativo entre a utilizacdo de
membrana amnidtica e a membrana de fibrina rica em FCs e esta ultima
apresentou menor tempo de cicatrizacdo em relacdo a membrana amniética. O
uso da membrana rica em FCs, portanto, promoveu resultados mais
satisfatorios na regeneragdo corneal, podendo ser utilizado em casos de
ulceras resistentes aos tratamentos convencionais ou em procedimento
cirurgicos que causam desordens na superficie ocular, minimizando a
inflamacéo e fibrose (SANCHEZ-AVILA et al., 2018b).

O PDGF é uma proteina catidnica, resistente ao calor (100°C),
armazenada nos granulos-a plaquetarios que possui as seguintes isoformas
PDGF-AA, PDGF- AB, PDGF-BB, PDGF-CC e o PDGF-DD (JAVED et al.,
2011; ZACHARY, 2016). Por se tratar de um dimero, exerce seus efeitos sobre

a célula alvo por meio da ativagcado de dois receptores a e 3, e apds isso essa
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célula passa a expressar sinais mitogénicos (CURY; GUIMARAES, 2012;
MUNOZ et al., 2018).

Em um estudo realizado por Javed et al. (2011), os autores demonstraram
que a isoforma PDGF-BB se sobressaiu em relacdo as demais quanto sua
atividade mitotica e quimiotatica atuando nos processos de regeneragéo
tecidual de forma mais eficaz. De acordo com Mufioz et al. (2018), o PDGF-BB
induziu um aumento na secreg¢ao do fator de crescimento transformador- [31
(TGFB1) produzindo um aumento na proliferacdo celular e promocido da
cicatrizacdo mais efetiva.

O TGFB é constituido de trés isoformas TGFB', TGFB? e TGFB® as quais
sdo responsaveis pela quimiotaxia, diferenciagcdo celular e angiogénese
(ALEIXO et al., 2017). O TGFB interfere na agdo de outros FCs, podendo
antagonizar os efeitos do EGF com redugao da sua capacidade de proliferagéo,
adesédo e migracdo de células epiteliais (YU et al., 2010). Entretanto nos
ceratinocitos o TGFB' potencializa os efeitos do EGF (YU et al., (2010).

O TGFR' é a principal isoforma envolvida na reparagéo corneal e Unica
capaz de diferenciar ceratindcitos em miofibroblastos promovendo uma
cicatrizacao fibrética densa (CARRINGTON et al., 2006; COSTA FILHO et al.,
2017). Sua inibicao acarretaria na redugao da migracédo celular no estroma,
minimizando a opacidade e a fibrose corneal (CARRINGTON et al., 2006),
todavia se o TGFB' for totalmente inibido a Ulcera nao ira cicatrizar (WANG et
al., 2011).

Desta forma, em casos de ulceras refratarias ao tratamento, é indicado o
uso de baixas doses de TGFPR', e estas irdo estimular a proliferagdo de
fibroblastos no estroma sem formacao de fibrose densa (WANG et al., 2011).

O TGFP? tem baixa eficacia na reparacdo da cérnea enquanto que o
TGFB® possui acdo antagbnica ao TGFB' e consequentemente previne a
formacao de fibrose por retardar a migragao celular estromal (CARRINGTON et
al., 2006).

Em outro estudo realizado por Brown et al. (2017), o TGFB é
responsavel pela producdo excessiva de componentes da matriz extracelular
como o colageno e fibronectina por meio dos fibroblastos e a supressao da sua

sinalizagao preveniria a opacidade exagerada da cérnea.



18

Uma das complicagdes relacionada com o aumento da atividade do
TGFB é a formagao de glaucoma devido a deposi¢gao de matriz extracelular no
tecido trabecular levando a uma maior resisténcia do fluxo do humor aquoso,
elevando a pressao intraocular. Farmacos contendo anti-TGFB estdo sendo
desenvolvidos como possivel opcdo de tratamento para o glaucoma
(SANCHEZ-AVILA et al., 2018a).

O EGF contribui na aceleragao do processo de cicatrizacdo da lesao e
intervém na auto renovacao celular, especialmente em Uulceras superficiais,
pois estimula a proliferagdo e migracdo de células epiteliais e mesenquimais,
atuando na regeneragao de multiplos tecidos (WANG et al., 2013; SANCHEZ-
AVILA et al., 2018a).

Em pacientes portadores de diabetes nos quais o tempo de cicatrizacao
de uma ulcera, mesmo que superficial, &€ prolongado o uso de EGF tdpico
torna-se uma opgao viavel para aumentar a reepitelizacdo (REINACH,;
POKORNY, 2008). Nos defeitos estromais, o EGF aumenta a mitose dos
fibroblastos estimulando a produgcdo de matriz extracelular (REINACH,;
POKORNY, 2008; OHTA et al., 2018)

O IGF-lI em associagdo com o PDGF estdo envolvidos na migragéo e
proliferagdo de ceratindcitos que promove a sintese de colageno da matriz
extracelular (ZACHARY et al., 2016). Desta forma, ele induz a migracao celular,
aumenta a proliferacdo e inibe a apoptose de células epiteliais (YU et al.,
2010).

Ghiasi et al. (2018) demonstraram que a instilagdo tépica de IGF-I|
associado a substancia P (neuropeptideo sensorial) em casos de ceratectomia
fotorrefrativa, atuam em sinergismo, reduzindo o tempo de cicatrizagdo do
defeito epitelial, pois estimula a migragéo de células epiteliais e adicionalmente
possui efeitos benéficos na adesao celular.

O FGF pode ser dividido em alcalino (aFGF) e basico (bFGF), estes
possuem alta afinidade pela heparina e exercem efeitos na proliferacao,
migragdo celular e reparacdo tecidual (ANITUA et al.,, 2018). Em um
experimento realizado por Wu et al. (2016), apos a incorporaragao de aFGF e
bFGF em hidrogéis a base de heparina (HP-GF) observou-se aceleragéo da
cicatrizagdo com aumento de tecido de granulagdo, nos estagios iniciais e

estimulac&do da angiogénese e reepitelizagao.
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O bFGF ¢é a forma mais potente sendo capaz de promover a proliferacao
de células endoteliais in vitro de felinos domésticos (LUO et al., 2011). De
acordo com Hu et al. (2009), a utilizacdo de bFGF topico em Uulceras
superficiais diminuiu o tempo de cicatrizacdo, minimizou a inflamagao e
proporcionou um rearranjo mais regular das camadas da cornea.

O principal mediador do processo de vascularizagdo corneal a partir de
vasos preexistentes € o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),
cuja forma original é VEGF-A sendo capaz de se ligar nos receptores VEGFR-1
e VEGFR-2 promovendo proliferagao de células endoteliais e quimiotaxia, que
pode levar a perda de sua transparéncia (SUN et al., 2013; KRIZOVA et al.,
2014; SANCHEZ-AVILA, 2018b). Desta forma, o aumento excessivo desses
FCs se torna algo indesejavel e compromete a visdo do paciente (SUN et al.,
2013).

Para minimizar a formacdo de vasos em abundancia, diversos estudos
buscam maneiras de inibir o VEGF e consequentemente a angiogénese,
mantendo a coérnea transparente e funcional. Isso pode ser realizado por
intermédio de farmacos como o bevacizumab, ranibizumab, aflibercept e ziv-
aflibercept (MALIK et al., 2014). Em um estudo realizado por Gore et al. (2018),
com o intuito de comparar a eficacia do ziv-aflibercept com o bevacizumab em
cérneas de coelhos, demonstraram que a aplicagdo subconjuntival de ziv-
aflibercept apresentou beneficios terapéuticos em longo prazo, com reducéo da
neovascularizagcédo, sendo o tratamento mais eficaz.

A ativacdo do VEGF-A se da por hipdxia e inflamacao e isso faz com que
ocorra a estimulacdo das células endoteliais dos vasos, dessa maneira
ocasiona a degradagao da membrana basal e propicia migrag¢ao celular (MALIK
et al.,, 2014). Também pode atuar em sinergismo com o bFGF, induzindo a
formacgao de novos capilares (WITMERA et al., 2003).

E por fim, o fator plaquetario IV (PF-4) produzido no megacariécito e
armazenado no granulo a das plaquetas, sdao proteinas que possuem alta
afinidade com a heparina e estdo envolvidas na hemostasia e reparagao
vascular pela cascata de coagulacdo (PIMENTA et al., 2016).

Portanto o PRP é composto por uma alta concentracao de diversos FCs,

conforme mencionados acima, e tem sido um grande aliado no tratamento de
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ceratite ulcerativa em diversas espécies animais (DONATTI et al., 2013;
MERLINI et al., 2014; PERCHES et al. 2015; GANDOLFI, 2016).

2.4 O uso do plasma rico em plaquetas (PRP) na oftalmologia

O PRP ¢ definido como o componente obtido do sangue total, apos
centrifugagao, contendo alta concentragdo plaquetaria em relagdo a amostra
inicial (MARX, 2001). As plaquetas sao fragmentos citoplasmaticos anucleados,
oriundos dos megacariocitos e provenientes de trombopoiese, processo que
ocorre na medula éssea, pulmdes, figado e bago (STOCKHAM; SCOTT, 2008).

Os trombdcitos s&o constituidos de grénulos onde armazenam
substancias que atuam na reparacéao tecidual, as quais séo liberadas somente
apos a ativagao plaquetaria (STEINERT, 2012). Essa ativagdo pode ocorrer
farmacologicamente por meio de cloreto de calcio (CaCly) a 10%, trombina
bovina pura ou pelo proprio contato do PRP com o tecido lesado (STEINERT,
2012).

Neste processo de ativagdo ocorrem alteragdes morfologicas das
plaquetas com formagdo de pseuddépodos e rompimento dos granulos-a
plaquetarios (STEINERT, 2012) liberando mediadores biolégicos como a
trombina, tromboxano A2, adenosina difosfato, tromboplastina, fatores de
coagulagao, calcio, serotonina, histamina, fator de Von Willebrand, fibrinogénio,
catecolaminas e os FCs, sendo estes os mais importantes reparadores
teciduais (WHITLOW et al., 2008; ZACHARY, 2016).

Apds o processo acima descrito ocorre liberacdo imediata e prolongada
desses FCs na lesdo, promovendo efeito duradouro de sua acdo e com isso,
sua reparacgao pode ser acelerada de duas a trés vezes comparativamente ao
processo fisioldgico natural (ALIO et al., 2012).

No inicio o PRP foi desenvolvido com o intuito de promover hemostasia
objetivando reducao de hemorragias durante procedimentos cirurgicos (MAN et
al., 2001). De tal maneira que um dos primeiros relatos do uso de PRP foi feito
por Ralph et al. (1975) no qual foram utilizados produtos derivados do sangue
pela primeira vez em pacientes com Uulceras de cornea por queimaduras

quimicas.
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O PRP vem sendo cada vez mais estudado e empregado em diversas
areas da medicina como odontologia, ortopedia, medicina esportiva, cirurgia
reconstrutiva, cardiologia, dermatologia, oftalmologia, neurocirurgia,
ginecologia, entre outras (RUBIO; LOPEZ, 2018).

A aplicagdo do PRP em oftalmologia apresenta resultados favoraveis no
tratamento de diversas afecgbes, como em Ulceras de cdrnea,
ceratoconjuntivite seca, em casos de necrose apoés realizagao de flaps, no pés-
operatorio de cirurgia refrativa (LASIK), entretanto na medicina veterinaria seu
uso ainda € pouco difundido (ALEIXO et al., 2017; RIBEIRO et al., 2017;
RUBIO; LOPEZ, 2018).

E indicado para promover a hemostasia, auxiliar na reparacdo tecidual,
propiciar regeneragado celular, age na formagao de novos vasos, atua na
aceleragédo da cicatrizagdo por meio da migragao, diferenciacdo e divisdo de
células mesenquimais e epiteliais e adicionalmente a isso, pelo aumento da
formagao de matriz extracelular com deposi¢do de colageno (ANITUA et al.,
2004). Também sao responsaveis pelos processos de apoptose, quimiotaxia e
atuam na regulacdo da inflamagcdo (ANITUA et al.,, 2004; REINACH;
POKORNY, 2008; PONTES et al., 2011).

No passado, a producdo de PRP era laboriosa e necessitava de
equipamentos caros e especificos (KEVY; JACOBSON, 2004). Atualmente se
trata de um produto de facil obtencao e custo relativamente baixo, pois podem
ser utilizadas centrifugas comuns no seu processamento (KEVY; JACOBSON,
2004).

Ha diversos tipos de protocolos descritos na literatura, com um ou dois
momentos de centrifugagcdes (ALEIXO et al., 2011; MERLINI et al., 2014).
Sendo que, a primeira etapa de centrifugacdo consiste na separagdo das
hemacias, leucocitos e plaquetas, por variacdo de densidade, as células
vermelhas, que tem maior peso, tendem a se depositarem no fundo do tubo, ao
passo que os leucdcitos situam-se em uma area intermediaria e o plasma
permanece acima (PAGLIOSA; ALVES, 2007).

Este plasma sobrenadante é separado e submetido a uma segunda etapa
de centrifugacédo na qual é separado em PRP e plasma pobre em plaquetas
(PPP), sendo que este, ndo possui as mesmas vantagens terapéuticas do PRP
(MERLINI et al., 2014; RIBEIRO et al., 2017).
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A juncédo de plaquetas e alguns leucécitos, na area intermediaria, formam
uma camada esbranquigada denominada névoa (ALEIXO et al., 2017). Os
leucécitos possuem propriedades antimicrobianas, mas também sintetizam
citocinas pré-inflamatérias com efeitos catabdlicos, podendo prejudicar a
cicatrizacdo, sendo contra indicado em pacientes com alteragdes ou doencas
imunolégicas (LOPEZ-GARCIA et al., 2007; ANITUA et al, 2013a). Segundo
Anitua et al. (2013a), a presencga de leucdcitos nao interferiu na concentragao
de FCs, entretanto aumentou drasticamente a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias sendo indesejavel para o processo cicatricial da cornea.

Em um estudo feito por Hauagge et al. (2010), no qual se comparou dois
tipos de protocolos e foi observado que a utilizacdo de menor forgca de
centrifugagdo promove maior concentragdo plaquetaria e quando o plasma é
submetido a uma segunda etapa de centrifugacdo o PRP se torna mais
eficiente.

Embora exista uma série de anticoagulantes disponiveis, o de eleicao
para o preparo do PRP é o citrato de sédio, este se liga aos ions de calcio,
impede a coagulacéo e desta forma, mantém a integridade da membrana das
plaquetas (MARX, 2001); entretanto esse efeito pode ser revertido por meio da
adicao de cloreto de calcio sendo util este procedimento para a produgao de
gel de plaquetas para o tratamento de ulceras de cérnea (MARX, 2001;
MERLINI et al., 2014; ALEIXO et al., 2017).

Na bibliografia consultada ha divergéncia dos valores de concentragdes
de plaquetas do PRP a serem adotados, segundo Marx, (2004), o ideal é que
essa concentracao atinja de quatro a cinco vezes mais que o sangue total ou
que apresente valores de 500.000 a 1.000.000 de plaquetas por pL para
proporcionar uma resposta adequada. No entanto, Anitua et al. (2004)
preconizaram que concentragcdes superiores a 300.000 por pL ja séo suficiente
para realizarem suas fungdes.

Mais recentemente, Alio et al., (2012) recomendam um aumento de 1,6 a
2,5 vezes do valor do sangue total. Kim et al.,, (2012) ao empregar em
concentracdo de 1,5 vezes mais plaquetas obtiveram resultados satisfatorios
com altas dosagens de EGF e TGF- 3. Desta forma, sdo necessarios mais
estudos correlacionando a concentragcao de plaquetas e seus efeitos clinicos

nas diversas afecc¢des oftalmologicas.
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Na oftalmologia, o PRP pode ser empregado na forma de colirio para
instilacdo na superficie ocular, por via subconjuntival ou por meio de tampao
solido associado ao recobrimento com a terceira palpebra para melhor fixacédo
(KEVY; JACOBSON, 2004; MERLINI et al., 2014). Este produto pode ser
mantido refrigerado a 4°C durante sete dias, na temperatura ambiente por 24
horas ou armazenado congelado a 20°C negativos durante trés meses sem
comprometer sua composicao e atividade biolégica (Anitua et al., 2013b).

O PRP autélogo mostrou-se eficaz no tratamento de ulceras neurotréficas
e em defeitos epiteliais persistentes com 80% dos pacientes com cicatrizacao
completa e 16% apresentaram melhora significativa em relagdo ao tamanho,
profundidade e inflamagao do defeito tornando-se um tratamento econémico,
sem conservantes e rico em FCs, diferente da terapia convencional no qual se
utiliza produtos sintéticos recombinantes com apenas um fator de crescimento
e precos inacessiveis (SANCHEZ-AVILA et al., 2018b; WROBEL-DUDZINSKA
et al., 2018).

O PRP nao desempenha apenas papel importante em afeccdes de
superficie ocular, em um estudo realizado por Parra et al. (2017), foram
avaliados o efeito terapéutico do PRP intradérmico apds cirurgia de
blefaroplastia e o grupo tratado se sobressaiu em relagdo ao grupo controle
promovendo melhoria na cicatrizagao, elasticidade e regeneragao tecidual.

Em um trabalho realizado por Merlini et al. (2014) foram avaliados
clinicamente cées diagnosticados com ceratite ulcerativa, os quais foram
tratados com PRP autélogo na forma de colirio e tampao sélido e ambos se
mostraram efetivos como tratamento adjuvante de Uulceras de cérnea,
minimizando os sinais da inflamacéao e dor, auxiliando na cicatrizacao epitelial.

Perches et al. (2015) estudaram a influéncia do PRP na proliferagao
celular e na expressao de MMPs durante a reparacao corneal em coelhos e foi
concluido que o PRP estimula a proliferacdo celular principalmente na fase
inicial do tratamento (periodo correspondente a quatro dias) e que sua acao
também aumenta a expressdo das MMPs responsaveis pela manutencao e
remodelamento da matriz extracelular.

O PRP autélogo minimiza as chances de reagdes imunoldgicas, rejeigcao,
transmissao de doencgas infectocontagiosas por ser um produto oriundo do
préprio animal (MARX, 2004; ALIO et al., 2007). Por isso, Anitua et al. (2014)
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desenvolveram uma nova modalidade terapéutica de PRP aquecido a 56°C
durante uma hora. Pbéde-se observar no estudo em seres humanos que o
aquecimento, apesar de reduzir os niveis de EGF, manteve as concentragdes
dos principais FCs que atuam na reparagao corneal (PDGF-AB, TGFBR', IGF-l e
VEGF). Também ocorreu a diminuicdo de Imunoglobulinas E (IgE) e de
proteinas do sistema complemento.

Gandolfi (2016) realizaram um experimento com o objetivo de avaliar o
efeito clinico na utilizagdo de PRP alogénico aquecido ou n&o no tratamento de
ulceras de cornea induzidas em ratos e verificaram como resultados que
ambos apresentaram diminuigdo da opacidade corneal bem como aceleracéo
da reparagao, tornando-o uma opg¢ao de tratamento adjuvante para ceratite
ulcerativa.

A literatura ainda carece de estudos sobre os efeitos clinicos in vivo do
PRP alogénico aquecido como modalidade terapéutica adjuvante da ceratite
ulcerativa em caes. Sua aplicagao poderia beneficiar no tratamento de animais
de pequeno porte, portadores de afeccdes sistémicas e/ou imunomediadas,

além de viabilizar a instituicido de um banco de PRP na rotina clinica.
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USO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS AUTOLOGO E ALOGENICO
AQUECIDO NO TRATAMENTO DE CERATITE ULCERATIVA EM CAES

[Use of heated alogenic and autologous platelet-rich plasma in the treatment of ulcerative

keratitis in dogs]

RESUMO

O plasma rico em plaquetas (PRP) atua na reparagdo corneal e, quando aquecido, minimiza a
reacdo imunoldgica local sem interferir nos niveis dos fatores de crescimento. O objetivo
deste estudo clinico foi comparar o PRP aut6logo (GP) com o alogénico aquecido (GA) no
tratamento de ceratite ulcerativa em caes, bem como os scus efeitos clinicos. Para isso, foram
utilizados 24 caes diagnosticados na rotina oftalmologica com ceratite ulcerativa, distribuidos
aleatoriamente em dois grupos experimentais, um tratado utilizando-se colirio de PRP
autdlogo (n=11) e outro com colirio de PRP alogénico aquecido (n=13). Todos os animais
foram avaliados no momento inicial do atendimento e apoés 3, 5, 10, 15 e 30 dias do
tratamento. Foram analisadas as seguintes variaveis oftalmologicas: blefaroespasmo, secrecao
ocular, opacidade corneal, vascularizagdo, fotofobia, hiperemia conjuntival, quemose,
espessura corneal e o percentual de reducdo da ulcera de cornea. Nao houve diferencas
estatisticas entre os grupos considerando o tratamento utilizado e verificou-se redug¢do no
tempo de cicatrizagdo da lesdo com adequada reepitelizagdo corneal, bem como diminui¢ao
da opacidade e dos sinais de inflamagdo. Concluiu-se que o PRP autélogo e alogénico
aquecido em caes apresentam-se de forma equiparavel, sendo uma excelente op¢ao no

tratamento adjuvante da ceratite ulcerativa.

Palavras chave: Fatores de crescimento; imunologia; lesdes de cornea; PRP.
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ABSTRACT

Platelet rich plasma (PRP) acts on corneal repair and, when heated, presents reduced local
immune response without interfering in growth factor levels. This clinical trial aimed to
compare the use of autologous PRP (AP) and heated allogeneic PRP (HP) in the treatment of
ulcerative keratitis in dogs, as well as their clinical effects. For this purpose, 24 dogs were
utilized from the routine with diagnosis of ulcerative keratitis, and randomly distributed into
two experimental groups, one treated with autologous PRP eye drops (n=11) and the other
with heated allogeneic PRP eye drops (n=13). All the animals were evaluated before and at 3,
5, 10, 15 and 30 days after treatment. The ophthalmologic variables analyzed were:
blepharospasm, ocular discharge, corneal opacity, vascularization, photophobia, conjunctival
hyperemia, chemosis, corneal thickness, as well as the percentage of corneal ulcer reduction.
There was no statistical difference between the groups considering the treatment used and
there was a reduction in the healing time of the lesion with adequate corneal
reepithelialization, as well as a decrease in opacity and signs of inflammation. It was
concluded that autologous and allogeneic PRP in dogs are similar, being an excellent option

in the adjuvant treatment of ulcerative keratitis.

Key-words: Growth factors; immunology; corneal lesions; PRP.

INTRODUCAO

A ceratite ulcerativa, também denominada tlcera de cornea, ¢ uma afec¢ao muito
frequente na rotina clinica oftalmolégica (Moreira et al., 2018). Em virtude da auséncia de
vasos, a reparagdo corneal inicial ocorre por intermédio de mediadores inflamatorios,
citocinas, proteinases, inibidores de proteinases e fatores de crescimento (FCs) (Gum and
Mackay, 2013).

Os FCs sdo mediadores biologicos naturais, produzidos pelo epitélio, estroma e
endotélio da cornea e estdo presentes na ldgrima e humor aquoso participando dos processos
de reparacgdo da lesdo (Yu et al., 2010). Este mecanismo ¢ realizado por meio da produgdo de
matriz extracelular de forma organizada, o que leva a estimulagdo na proliferagdo de

ceratinocitos, sintese de colagenos e proteoglicanos (Alio et al., 2007).
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Esses fatores estdo presentes nos granulos-a plaquetarios sanguineos do sangue total,
de modo que apods sua coleta, centrifugagdo e descarte do sobrenadante obtém-se um aumento
na concentracdo dos FCs e, apds esse processo, este sangue passa a ser denominado como
plasma rico em plaquetas (PRP) (Alio et al., 2013).

A aplicacdo do PRP vem sendo muito estudada, pois promove aceleragdo na
cicatrizagdo da lesdo e diminui a formacdo de opacidade corneal devido a uma grande
concentracdo de FCs que estimulam a migracdo e divisdo de células mesenquimais e
epiteliais contribuindo com a formacao da matriz extracelular (Merlini et al., 2014; Gandolfi,
2016; Sanchez-Avila et al., 2018).

Os principais FCs, presentes no PRP, e relacionados com a cicatriza¢do da cornea sdo:
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador-3
(TGFp), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-I), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) e fator plaquetario IV (PF-4) (Singh et al., 2014; Kabiri et al., 2014; Aleixo
etal., 2017; Anitua et al., 2018).

Anitua et al. (2014) observaram que o PRP quando ¢ submetido ao aquecimento a
56°C durante uma hora promove reducdo nos indices de EGF, proteinas do sistema
complemento e Imunoglobulinas E (IgE), sem interferir na concentracdo da maioria dos
fatores de crescimento (PDGF, TGF- [31, IGF-I, VEGF) ou seja, essa técnica possibilita o uso
de PRP alogénico aquecido no tratamento adjuvante de ceratites ulcerativas, com custo
acessivel, minima reagdo inflamatéria local podendo ser utilizados em diferentes animais
(Gandolfi, 2016).

De acordo com Anitua et al. (2014) todas as concentragdes das imunoglobulinas
foram reduzidas no grupo de PRP inativado pelo calor, entretanto, diferengas significativas

foram observadas somente para IgE e ndo para IgG e IgM, sendo este produto indicado para
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pacientes portadores de afec¢des de carater autoimune (sindrome de Sjogren, lupus
eritematoso, vasculite, alergopatias).

Ressalta-se que na literatura consultada, a utilizagdo de PRP alogénico e aquecido
ainda ndo foi avaliado em ulceras corneais de cdes, bem como a sua comparacdo com PRP
autologo. Adicionalmente, a obtencdo de volume de colirio autdlogo suficiente para o
tratamento clinico ¢ um desafio, especialmente em cdes de pequeno porte, que mais
frequentemente sdo acometidos por Ulceras corneais. Desta maneira, o PRP alogénico
aquecido poderia se tornar uma op¢ao terapéutica viavel para estes animais.

Portanto, objetivou-se com esse estudo comparar o PRP autdélogo com o alogénico
aquecido no tratamento de ceratite ulcerativa em cdes, bem como os seus efeitos clinicos.
Podendo-se desta forma, indica-lo como uma opg¢ao de terapia adjuvante na cicatrizagdo de

ulceras de cornea.

Material e Métodos

Foram utilizados 24 caes, sem predilecdo de sexo, raga, peso e¢ idade distribuidos
aleatoriamente em dois grupos experimentais. Todos os animais foram atendidos pelo setor
de Oftalmologia Veterinaria do Hospital Veterindrio da UNESP, Campus Botucatu e foram
selecionados cdes com o diagnoéstico de ceratite ulcerativa, incluindo as ulceras estromais
profundas atingindo no méximo dois tergcos da espessura corneal total; excluindo, portanto, as
descemetoceles e indolentes.

Todos os procedimentos experimentais desenvolvidos foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista, campus de Botucatu, sob o protocolo n° 0046/2017-CEUA.
Assim como, foi realizado de acordo com as normas da “Association for Research in Vision

and Ophthalmology” (ARVO).
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Os caes selecionados foram submetidos ao exame fisico geral e laboratorial para
descartar afec¢des sistémicas bem como a presenga de trombocitopenia, sendo estes, fatores
de exclusao. Foi realizada avaliagdo oftalmologica de rotina com auxilio da lampada de fenda
portatil (SL 15 Kowa Japan) para identificagdo de alteragdes em estruturas e anexos oculares
que poderiam comprometer o tratamento.

Adicionalmente, foi realizado teste de Schirmer tipo 1 (Ophthalmos®) para averiguar
a producdo lacrimal. A tonometria de aplanagdo (TonoPen® MedTronic) para mensurar a
pressdo intraocular; o teste de flurosceina, com o intuito de identificar qual o tipo de tlcera e
sua extensdo; e por fim, a fotodocumentagdo para acompanhamento do tratamento
preconizado.

As alteragdes palpebrais, quando presentes, foram corrigidas antes do inicio do
tratamento. Outras afec¢cdes concomitantes que poderiam predispor a formagdo de tulceras e
interferir na sua cicatrizagdo como o glaucoma, uveite intensa, ceratoconjuntivite seca
também foram incluidas nos critérios de exclusdo deste experimento.

Os animais selecionados foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais (GP e GA). No grupo GP (n=11), foi utilizado colirio tépico contendo PRP
autdlogo ndo aquecido e no grupo GA (n=13) colirio de PRP alogénico aquecido. Os PRPs na
forma de colirio foram instilados quatro vezes ao dia até a total resolugdo da ulcera. Em todos
os casos foi associado colirio a base de tobramicina (Tobrex® - Alcon), quatro vezes ao dia.

As preparagdes dos colirios de PRP autologo e alogénico aquecido foram feitos de
acordo com o protocolo utilizado por Merlini et al. (2014). Para o protocolo foi coletado 45
mililitros (mL) de sangue total, por meio da punc¢do da veia jugular utilizando Vacutainer e
esse volume foi distribuido em dez frascos contendo citrato de sodio 3,2%, obtendo 4,5 mL
em cada frasco. O processamento do PRP foi realizado na capela de fluxo laminar

unidirecional para manter o produto estéril.
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Posteriormente, a amostra coletada passou por dois processos de centrifugacdes,
sendo que a primeira centrifugac¢ao foi de 220 gravidades (G), durante dez minutos, apos isso,
foi pipetado e desprezado 30% do plasma da superficie e o restante foi acondicionado em
tubos tipo Falcon de 15 mL até completar seis mililitros. Em seguida, este plasma
remanescente foi submetido a uma segunda etapa de centrifugacdo a 600 G durante dez
minutos.

Dois tercos do sobrenadante obtido da segunda centrifugacdo foi descartado e
denominado plasma pobre em plaquetas (PPP) e o restante, como PRP o qual foi utilizado na
forma de colirio do GP. A dilui¢do para a contagem plaquetaria foi feita na propor¢ao de
1:100, utilizando a camara de Neubauer.

No GA, foram selecionados trés cdes de porte médio, higidos como doadores para
obtencao do sangue total. Como ja foi dito, o PRP alogénico aquecido foi obtido da mesma
forma descrita anteriormente; no entretanto, apds seu processamento, foi mantido em banho
maria a 56°C durante 60 minutos (Anitua et al., 2014).

O PRP de ambos os grupos foi acondicionado em uma seringa estéril de um mililitro e
foi mantido congelado a 20°C negativos para a conservacdo dos fatores de crescimento
(Anitua et al., 2013a). Durante o tratamento, os tutores foram orientados a manter o PRP na
geladeira por no maximo sete dias (Anitua et al., 2013a).

A espessura corneal foi realizada com o auxilio de paquimetro (Tomey® — Japan) ap6s
sua dessensibilizacdo com colirio anestésico a base de cloridrato de proximetacaina 0,5%
(Anestalcon®), mensurando a regido central e periférica temporal.

A evolucdo do tratamento foi monitorada com a instilacao de fluoresceina em todos os
retornos, bem como, a realizacdo de fotografias para documentagdo com camera fotografica
digital a uma distancia de 10 cm. Em seguida, a area da ulcera foi analisada por meio do

software ImageJ®.
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As avaliagdes foram feitas nos seguintes momentos: antes do tratamento (MO), trés
(M3), cinco (M5), dez (M10), quinze (M15) e trinta dias (M30) ap6s inicio da terapéutica. As
variaveis oftalmoldgicas como: blefaroespasmo, secrecdo ocular, opacidade corneal,
vascularizagdo, fotofobia, hiperemia conjuntival e quemose foram classificadas em escores,
sendo: (0) ausente; (1) discreto; (2) moderado; (3) intenso.

Para andlise dessas varidveis, bem como, para o calculo da area da tulcera, foram
utilizadas a analise de varidncia ndo paramétrica para o modelo de medidas repetidas em
grupos independentes, complementada com o teste de comparagdes multiplas de Dunn (Zar,
2009). A espessura corneal foi aplicada a técnica da andlise de variancia paramétrica para o
modelo de medidas repetidas em grupos independentes complementada com o teste de
comparag¢des multiplas de Bonferroni. Foi considerado nivel de 5% de significancia em todas

as variaveis (Johnson and Wichern, 2007).

Resultados e discussao

A obtencdo de PRP com protocolo de duas centrifugagdes foi eficaz, corroborando ao
descrito por Merlini et al. (2014). Protocolos de dupla centrifugacdo apresentam melhor
resposta na concentragao plaquetaria quando comparado com uma unica (Aleixo et al., 2011).
Com a metodologia adotada, observou-se incremento plaquetdrio médio de 1.475.773
plaquetas/uL no GP, portanto quatro vezes o valor do sangue total. O GA concentrou em
média 1.406.882 plaquetas/puL antes de aquecé-lo, ndo houve diferenca estatistica entre os
valores das concentracdes de ambos os grupos (p>0,05).

Apds o aquecimento a 56°C do PRP do GA, ndo foi possivel realizar a contagem na
camara de Neubauer devido a presenca de diversos agregados plaquetarios, o mesmo foi
observado por Gandolfi, (2016), verificou-se diminui¢do da concentracdo total de plaquetas,

entretanto, sem significado clinico. Todavia, Anitua et al. (2014) relataram por meio de
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mensuracdes dos fatores de crescimento, que o aquecimento ndo interfere na quantidade dos
mesmos, € que estes sdo resistentes nessa faixa de temperatura, tornando-se viavel no
processo de reparacdo corneal.

Da mesma maneira, Akbache et al. (2009) observaram diminui¢do na concentragao de
FC no soro, em especial o TGFp, em temperaturas acima de 60°C, sendo que, neste caso, o
processo de desnaturagdo ocorre no intervalo de 66 a 76°C. Adicionalmente, Miller et al.
(1991) descreveram que as quantidades de IGF-I ndo alteraram apo6s o aquecimento a 79°C,
entretanto, em temperaturas a partir de 121°C este fator ja ndo foi mais detectado no soro. No
que se refere as imunoglobulinas, Garbett et al. (2008) demonstraram que a desnaturacao de
IgG ocorre na temperatura de 69,8°C.

Em relagdo a contagem total de plaquetas, segundo Marx, (2004), o ideal ¢ que o PRP
supere de quatro a cinco vezes mais que o sangue total ou que apresente valores de 500.000 a
1.000.000 de plaquetas por pL. Anitua et al. (2004) recomendam que 300.000 plaquetas/ pL
por aplicagdo ja seria eficaz para o tratamento. Alio and Arnalich-Montiel, (2012)
preconizaram um aumento de 1,6 a 2,5 vezes do valor do sangue total.

Ja Kim et al. (2012) ao empregarem concentracdo de 1,5 vezes mais plaquetas
obtiveram resultados satisfatorios com altas dosagens de EGF e TGF- . Desta forma sdo
necessarios mais estudos correlacionando a concentra¢do de plaquetas e seus efeitos clinicos
nas diversas afec¢des oftalmologicas. O protocolo instituido, portanto, apresentou um
desempenho satisfatorio e as concentragdes plaquetdrias estavam de acordo com a literatura
consultada.

A estocagem do PRP a 20°C negativos permite conservar todas as propriedades dos
fatores derivados de plaquetas por até trés meses (Anitua et al., 2013a), com isso se tornaria
possivel a instalagdo de um banco de PRP para os casos de ceratite ulcerativa na rotina

ambulatorial.
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Durante todo o tratamento ressalta-se que nenhum cdo dos grupos experimentais
apresentou qualquer tipo de reacdo adversa apds a instilacdo do colirio. Nos animais do
presente estudo também adicionamos o uso de colirio topico a base de tobramicina (Tobrex®
- Alcon) quatro vezes ao dia, por ndo se tratar de uma ulcera induzida e esta poderia
apresentar riscos de contaminagdo (Merlini et al., 2014). Embora haja descri¢ao de atividade
antibacteriana com o uso do PRP (Anitua et al., 2013b), por se tratar de uma pesquisa clinica,
optou-se pela inclusao do mesmo.

De acordo com Tanidir et al. (2010), a associagdo de antibiotico e PRP subconjuntival
poderia retardar a cicatrizagdo corneal, entretanto, ndo ha relatos em sua utilizagdo topica. A
escolha deste aminoglicosideo de amplo espectro foi baseada no trabalho de Merlini et al.
(2014) que realizaram cultura e antibiograma nos animais utilizados e preconizaram-se o uso
da tobramicina para o controle de bactérias Gram positivas e Gram negativas no tratamento
de ceratite ulcerativa em caes.

Ainda que os animais selecionados como doadores no GA estivessem bem
sistemicamente, 0 aquecimento também pdode promover redugdo da carga viral e bacteriana
do PRP, minimizando os riscos em sua aplicagdo (Anitua et al., 2013a). A utilizacdo do
aquecimento como forma de eliminagdo de agentes patogénicos foi inicialmente descrito por
Louis Pasteur em 1864 por meio do processo de pasteurizagdo. Do mesmo modo que esse
processo também reduz o potencial imunogénico com a diminui¢do das proteinas do sistema
complemento e IgE (Anitua et al., 2014).

Considerando as variaveis clinicas oftalmologicas ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos (p>0,05) avaliados. Entretanto, diferencas estatisticas foram

identificadas entre os momentos de cada tratamento, conforme demonstrado na Tabelal.
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Tabela 1. Sinais clinicos oftalmoldgicos analisados segundo tratamento com PRP alogénico
aquecido (GA) ou PRP autologo (GP) nos momentos de avaliagdo representados por

mediana, seguida por valor minimo e maximo.

Variaveis Grupo MO0 M3 MS M10 M15 M30

Blefaro. GP 2(2;3)B 1(0;2)B  0(0;1)A  0(0;0)A  0(0;0)A  0(0;0)A p<0,01

GA 2(2;:3)B 1(0:2)AB 0(0;HA  0(0;0)A 0(0;0)A 0(0;0)A p<0,01

Secre¢gio GP  1(1;3)B 1(0;1)AB 0(0;DA  0(0;0)A 0(0;0)A 0(0;0)A p<0,01

GA 1(1;33)B 1(0;:2)AB 0(0;DA  0(0;1)A  0(0:0)A 0(0;0)A p<0,01

Opacidade GP 0(0;2)A 1(1;2)AB 1(1;2)AB 1(1;2)AB 1(1;3)B 1(1;1)AB p<0,05

GA 00;DA 1(1;:2)B 1(1;2)B 1(12)B 2(1;:2)B  1(1;2)B p<0,05

Vascular. GP  0(0;3)  0(0;3) 0(0;2) 0(052) 0(0;2) 0(0;1) p>0,05

GA 000;1) 1(02)  1(0;3)  1(0;3)  1(0;2)  0(0;1) p>0,05

Fotofobia GP 2(1;2)B 0(0;1)A  0(0;0)A  0(0;0)A  0(0;0)A  0(0;0)A p<0,01

GA 1(1;2)B 1(0;)AB 0(0;)A  0(0:0)A  0(0:0)A 0(0;0)A p<0,01

Hiperemia GP 3(2;3)C 2(1;3)BC 1(0;3)B 1(0;2)AB 0(0;2)AB 0(0;1)A p<0,01

GA 3(23)B 2(1;33)B 1(0;2)AB 1(0;2)A  0(0;)A  0(0;1)A p<0,01

Quemose GP  0(0;1)  0(0;1) 0(0;0) 0(0;0) 0(0;0) 0(0;0) p>0,05

GA  0(0;1) 0(0;0) 0(0;0) 0(0;0)  0(0;0)  0(0;0) p>0,05

p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

Blefaro.- Blefaroespasmo; Vascular.- Vascularizagdo; M0-Momento 0; M3-3 dias; M5-5 dias; M10-10 dias;
M15-15 dias; M30-30 dias ap6s o inicio do tratamento. Valores ndo seguidos de letras ndo foram significativos
no teste de Dunn. Letras maiusculas iguais indicam auséncia diferenca significativa entre os momentos dentro
do mesmo grupo.

Em relagdo ao blefaroespasmo e a secre¢do de aspecto seroso & mucoide no inicio do

tratamento, em ambos os grupos, os animais apresentaram melhora significativa a partir de
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M35, com manutengdo desta até o final das avaliagdes. Tal observacao esta relacionada ao fato
de que a partir do quinto dia com colirio, a maioria dos animais avaliados ja possuiam
cicatrizacdo completa da tlcera, com reducdo significativa dos sinais clinicos relacionados
com a dor como blefaroespasmo e fotofobia, conforme descrito na literatura (Maggs, 2013).

Considerando a reducdo da secre¢do, relaciona-se também ao uso de antibioticoterapia
topica, minimizando a contaminagdo bacteriana local e seu potencial invasivo (Ranzani et al.,
2009; Merlini et al., 2014). E importante salientar que nenhum dos animais apresentaram
secrecdo purulenta com a evolucdo do tratamento.

Quanto a opacidade corneal, verificou-se uma tendéncia a apresentar-se discretamente
mais favoravel em relacdo aos momentos avaliados no GP (tabela 1), apesar da auséncia de
diferenca estatistica entre os grupos, conforme jé relatado. Salienta-se discreta nos grupos ja
que o uso de PRP tende a minimizar a formagdo de cicatriz densa na cérnea devido a
presenca dos fatores de crescimento que modulam o processo de reparagdo corneal (Alio and
Arnalich-Montiel, 2012).

Panda et al. (2012) apds o uso de PRP autdlogo em ulceras quimicas, também
relataram opacidade no inicio do tratamento, entretanto, em um periodo de trés meses, a
cornea tende a reestabelecer sua transparéncia devido ao tempo necessdrio para o
remodelamento estromal. Donatti et al., (2013) realizaram um experimento em coelhos e
encontraram menor intensidade de opacidade corneal no periodo inicial no grupo em que foi
utilizado PRP autdlogo, além de promover uma maior epitelizacdo corneana.

Gandolfi, (2016) comparou a utilizagdo do PRP aquecido e ndo aquecido no
tratamento de ulceras induzidas em ratos e demonstrou que ambos apresentaram menor
opacidade em relagdo ao grupo controle, nos quais os olhos ndo foram submetidos a nenhum

tipo de tratamento.
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A variavel fotofobia foi observada em todos os animais analisados em ambos os
grupos e teve uma tendéncia a reducdo a partir do momento M3.

A presenga de hiperemia conjuntival foi observada em todos os animais. Para o grupo
GP a melhora foi progressiva at¢ o momento M30. No grupo GA a redugdo da hiperemia foi
significativa a partir do momento M10 e essa se manteve até o M30, apresentando remissao
completa de forma mais rapida, entretanto ndo houve diferenga entre os tratamentos.

Sugere-se que o aquecimento do PRP pode ter promovido a diminui¢do de proteinas
do sistema complemento e IgE, contribuido para minimizar a resposta inflamatoria local
(Anitua et al., 2014). Este comportamento vem ao encontro de que a instilacio de PRP
aquecido ndo causou qualquer irritabilidade a superficie ocular, mesmo sendo oriundo de
outro animal, corroborando a Gandolfi, (2016). Na literatura ha descricdo de melhora da
hiperemia devido a liberagdo dos fatores de crescimento que regulam a inflamagdo local por
meio de quimiotaxia (Anitua et al., 2004; Alio et al., 2007; Pontes et al., 2011).

Nao houve diferenca significativa da quemose e vascularizagdo corneal nos momentos
avaliados e entre os tratamentos. A quemose também ¢ modulada pelos mecanismos
quimiotaticos dos fatores de crescimento, que ameniza a reagdo inflamatéria (Young et al.,
2011). Por mais que a cérnea seja uma estrutura avascular, o PRP possui o VEGF e acaba por
estimular a angiogénese aumentando a vascularizagdo corneal (Anitua et al., 2018). Nos
olhos avaliados essa vascularizagdo, quando presente, foi superficial com presenga de vasos
ramificados de coloragdo vermelho vivo localizando-se do limbo para o ter¢o anterior do
estroma (Maggs, 2013). Pode-se notar, no entanto, que a vascularizacdo foi pouco
representativa, neste estudo, provavelmente pela rapida cicatrizagdo das lesdes corneais.

Na reducdo da lesdo (mm?) foi verificado comportamento similar entre os dois grupos
(p>0,05) e reducao significativa da lesdo corneal entre o MO, M3 e M5 (p>0,01), conforme

demonstrado na tabela 2.
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Tabela 2. Area da ceratatite ulcerativa (mm?) analisadas segundo tratamento com PRP
alogénico aquecido (GA) ou PRP autologo (GP) at¢é o momento de reparagdao corneal

completa (M5), representada por mediana, seguida por valores minimos € maximos.

Variaveis  Grupo MO M3 MS

GP  321(1,00;4,62)B  0,35(0,00;1,05)A 0,00(0,00;0,18)A  p<0,01
Area
GA  331(1,26:4,96)B  0,68(0,00;1,73)A  0,00(0,00;0,78)A  p<0,01

p>0,05 p>0,05 p>0,05

MO-Momento 0; M3-3 dias; M5-5 dias

A reducdo percentual média da area da lesao em M3 foi de 81,25% no GA ¢ 90,76%
no GP. Por sua vez, em M5 a média foi de 98,14% em GA e 99,24% em GP, ao passo que em
M10 os animais avaliados nao apresentavam mais ulcera, sendo esta confirmada pelo teste da
fluoresceina negativo. De acordo com Ackermann, (2017), o tempo de reepitelizacdo da
ulcera ¢ de aproximadamente sete a dez dias, ja a reparacao estromal pode chegar a até 30
dias. Desta forma, verificou-se que o uso de PRP autdlogo ou alogénico aquecido promoveu
redugdo no tempo de reepitelizacdo corneal.

Esse resultado corrobora aos achados de Anitua et al. (2014), que relataram que
embora o PRP aquecido tenha promovido diminui¢do na concentragdo de EGF, esse fato nao
foi suficiente para minimizar a proliferacdo de células epiteliais da coérnea. Isso pode ser
justificado pela presenca de outros fatores de crescimento que também estimulam a atividade
mitogénica como o IGF-I, mantido apos o aquecimento a 56°C, compensando a falta de
atuacdao do EGF (Rocha et al., 2002; Anitua et al., 2014).

A espessura corneal central apresentou aumento significativo a partir do momento M5
em ambos os grupos, com relagdo ao M0, no GP verificou-se estabilizacao at¢ o M30. No

entanto no GA, houve aumento progressivamente até o M30 (Tabela 3).
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Tabela 3. Espessura central e periférica da cérnea, segundo tratamento com PRP alogénico
aquecido (GA) ou PRP autdlogo (GP) nos momentos de avaliagdo, representada por média e

desvio padrao.

Variaveis  Grupo MO M5 M15 M30

Espessura  GP 399,3(94.0)A 555,7(88,4)B 534,2(75,0)B  536,4(62.4)B p<0,01

Central GA  368,8(58,2)A 475,3(71,2)B 509,3(66,0)BC 535,2(58,0)C p<0,01

Espessura  GP  633,5(102,1) 646,7(81,2) 621,9(82,8)  599,3(76,0) p<0,01

Periférica  GA  588,3(59,4) 619(55,8)  613.6(68,0)  604,3(78,1)  p<0,01

p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

MO-Momento 0; M5-5 dias; M15-15 dias; M30-30 dias

Esse aumento da espessura central, observado para ambos os grupos, esta relacionado
com o processo de reconstituicao das camadas que compde a cdrnea que por sua vez aumenta
sua espessura, podendo sofrer remodelamento pela agdo das colagenases e metaloproteinases
(Perches et al., 2015). De acordo com Samuelson (2013), a remogao do epitélio pode produzir
um aumento de 200% da espessura corneal em 24 horas devido a entrada de 4gua no estroma.
Entretanto, em relacdo aos valores da espessura periférica ndo houve diferenga significativa
entre 0s momentos € grupos.

Portanto, neste estudo foi possivel observar que entre os grupos ndo houve diferencas
estatisticas e que as varidveis oftalmologicas variaram discretamente em relagdo aos
momentos analisados. Desta forma, os dois tratamentos foram clinicamente favoraveis e a
escolha do método fica a critério do oftalmologista.

Para animais de pequeno porte ou que apresentam trombocitopenia o mais viavel seria
utilizar o PRP alogénico aquecido, pois seu processamento ndo comprometeria a sua fungado

hemodinamica e concentraria um maior nimero de plaquetas.
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Para a validag¢do inequivoca de protocolos clinicos ha a necessidade de se produzir
mais pesquisas utilizando-se o PRP alogénico em sua forma aquecida ou nio, bem como, do
uso de concentrado de plaquetas xenologo no tratamento de ceratite ulcerativa em caes,

tornando-se um campo aberto para pesquisas futuras.

Conclusio

Conclui-se que o PRP aut6logo e alogénico aquecido em caes apresentam-se de forma
equiparavel quanto a sua capacidade de acelerar a reepitelizagdo, reducdo da inflamagdo e
opacidade corneal, sendo uma excelente op¢ao no tratamento adjuvante da ceratite ulcerativa
em cdes. O uso do PRP alogénico aquecido promove ampla disponibilidade de aplicagdo
clinica especialmente em cdes de pequeno porte e portadores de afeccdes de carater
autoimune, tornando valida a instituicdo de um banco de PRP alogénico aquecido e

criopreservado.
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