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PERCHES C.S. “Expressdo de matriz metaloproteinases e PCNA em Ulceras
corneais profundas, induzidas em coelhos, tratadas com plasma rico em plaquetas”.
Botucatu, 2014, 106p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho".

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do plasma rico (PRP) e pobre (PPP)
em plaquetas na proliferagédo celular e expressao de matriz metaloproteinases
(MMPs), durante a reparacgéo de Ulceras corneais profundas. Foram utilizadas 45
coelhas, distribuidas em 3 grupos (G) experimentais (n=15), designados como
grupos PRP (GR), PPP (GP) e Controle (GC), de acordo com o tratamento. Todos
os animais foram submetidos a inducéo cirargica unilateral de Ulcera corneal. No
GR e GP, o sangue autélogo foi centrifugado, utilizando protocolo padronizado, e
foram confeccionados os colirios de PRP e PPP, instilados cinco vezes ao dia. No
GC, foi utilizado colirio lubrificante. Cada grupo foi subdividido (n=5), segundo o
momento final de avaliacdo, sendo 4(M4), 7(M7) e 30 dias (M30). As cérneas dos
animais foram processadas para avaliagcdo morfolégica e imuno-histoquimica para
PCNA, MMP1, MMP2, MMP9, MT1-MMP e TIMP1. No M4, os niveis de MMP2
foram maiores no GP e GR, sendo que no M7, esse comportamento foi observado
apenas no GP. No M30, no GR verificou-se maior nimero de células epiteliais e
marcacéao para MMP1 que o GP. No GR, a proliferacéo celular foi maior no M4 que
nos demais momentos e a marcagao para MMP2 foi maior no M4 que no M30. O
PRP estimula a proliferacdo celular na fase inicial (M4) do tratamento quando
comparado aos demais momentos, diferente dos demais tratamentos. O uso de
colirios de plasma rico e pobre em plaquetas influencia a expressdo de matriz

metaloproteinases envolvidas no processo de reparacao corneal.
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PERCHES C.S. “Expression of matrix metalloproteinases and PCNA in deep
corneal ulcers, induced in rabbits, treated with platelet-rich plasma”. Botucatu, 2014,
106p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of platelet-rich (PRP) and poor
(PPP) plasma in cell proliferation and matrix metalloproteinases (MMPs) expression
during the repair of deep corneal ulcers. Forty-five female rabbits were distributed in
3 experimental groups (G) (n = 15), referred as PRP (GR), PPP (GP) and Control
groups (GC), in accordance with the treatment. All animals underwent surgical
induction of unilateral corneal ulcer. PRP and PPP eyedrops were made by using
centrifuged blood through standardized protocol, and instilled five times a day. In
GC, lubricant eyedrops was used. Each group was subdivided (n = 5), according to
the final time point, 4 (M4), 7 (M7) and 30 days (M30). The animals corneas were
processed for morphological and immunohistochemical analysis for PCNA, MMP1,
MMP2, MMP9, MT1-MMP and TIMP1. In M4, the levels of MMP2 were higher in GP
and GR, and in M7, this behavior was only observed in the GP. In M30, more
epithelial cells and MMP1 expression were found in GR than GP. In the GR, cell
proliferation was higher in M4 than at others time points and MMP2 expression was
higher in M4 than in M30. The PRP stimulates cell proliferation in the early phase
(M4) of treatment when compared to other time points, different from other
treatments. The use of platelet-rich and poor plasma eyedrops influences the

expression of matrix metalloproteinases involved in the corneal repair process.



1 INTRODUCAO

A coOrnea é a estrutura anterior e transparente da tunica fibrosa do bulbo
ocular, sendo responséavel pela refracdo da luz, permitindo a sua entrada no olho,
com qualidade e quantidade suficientes para que a imagem possa ser formada na
retina. Devido a sua exposicdo constante ao meio ambiente, a cérnea € muito
suscetivel as lesdes, o que justifica o fato de Ulcera corneal estar entre as doencas
oculares mais comuns (GILGER et al., 2007).

Quando a cérnea é lesionada multiplos sistemas séo ativados, produzindo
uma série de processos celulares complexos e coordenados que resultam na sua
completa reparacdo. Esta envolve proteinases e seus inibidores, fatores de
crescimento e citocinas, produzidos por células epiteliais, ceratdcitos estromais,
células inflamatorias e glandulas lacrimais (OLLIVIER et al., 2007). As principais
proteinases presentes na cornea sdo as matriz metaloproteinases (MMPSs) e as
proteinases serinas (GILGER et al., 2007).

As MMPs sdo uma familia de enzimas proteoliticas que tém a funcao de
manutencdo e remodelamento da arquitetura tecidual. Elas atuam sobre
componentes da matriz extracelular, secretam citocinas e moléculas da superficie
ocular, e tém sido relacionadas a diversos processos fisiolégicos e doencas, como
Ulceras corneais (SIVAK; FINI, 2002). A sua expresséo e atuagdo na cérnea pode
ser influenciada por fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidermal
(EGF), fator beta transformador do crescimento (TGFB) e fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) (GILGER et al., 2007). Estes podem ser secretados
pelas plaguetas (MARX, 2004; WANG; AVILA, 2007) e encontram-se em maior
concentracdo no plasma rico em plaquetas (PRP) (ALIO et al., 2007a).

O PRP tem sido utilizado no tratamento de diversas doencas, destacando-se
como adjuvante no tratamento de fraturas 6sseas, implantes dentarios e Ulceras de
pele (ALIO et al., 2007a). Na oftalmologia, os estudos sdo mais recentes e
direcionados para o tratamento de Ulceras corneais. O uso do PRP, sob a forma de
colirio em humanos, demonstrou melhora na regeneracdo epitelial e reducdo do

tempo de cicatrizagdo de Ulceras refratarias ao tratamento convencional



(GEREMICCA et al., 2010). Devido ao aumento na concentracdo de fatores de
crescimento no PRP, ocorre um aumento no indice de proliferacdo celular e
consequente aceleracdo da reparacgéo tecidual (LIU et al., 2006). Na Medicina
Veterinaria, Donatti et al. (2013) realizaram o tratamento, com colirio de PRP, de
Ulceras corneais profundas em coelhos, e observaram maior epiteliza¢do no periodo
inicial da reparacao, além da aceleracado da cicatrizagdo e menor opacidade corneal
apos o término do tratamento.

O PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) € uma proteina expressa
durante o final da fase G1 e na fase S da mitose celular, e tem a funcéo de auxiliar
as DNA polimerase d e € durante o processo de replicagdo do DNA (TSURIMOTO,
1998). A imunomarcacao para PCNA tem sido utilizada em diversas pesquisas de
proliferacdo celular em cérneas humanas e de animais, e a sua especificidade é
garantida por muitas evidéncias que o certificam como um valioso marcador de
proliferacao celular (GAN et al., 1999).

Um desequilibrio na expressdo de MMPs, induzindo o aumento da sua
concentracdo, pode provocar degradagdo patolégica do colageno estromal e
proteoglicanas, levando a uma ulceracao corneal persistente ou ao “melting” corneal
(OLLIVIER et al., 2007); alguns fatores de crescimento produzidos pelas plaquetas
provavelmente influenciam a concentracdo e atividade de MMPs na cOrnea assim
como a proliferacéo celular, porém, na literatura consultada, ndo foram encontrados
estudos avaliando e comparando a expressdo de PCNA e de MMPs e seus
inibidores, frente ao tratamento de Ulceras corneais com colirio de PRP, justificando
o desenvolvimento deste trabalho.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho objetivou identificar a influéncia do plasma rico em
plaguetas no processo de cicatrizacdo de Ulceras de cornea, por avaliagdo dos
aspectos histoldgicos, proliferacéo celular e expresséo de matriz metaloproteinases;



bem como, estudar comparativamente frente ao tratamento com plasma pobre em

plaguetas.

2.2 Objetivos especificos

- Comparar os aspectos histolégicos da ulcera corneal (infiltrado inflamatério,
presenca de vasos sanguineos, necrose e edema, numero de camadas epiteliais,
espessura do estroma e extensdo da lesdo) dos tratamentos realizados, nos
diferentes momentos de avaliagéo;

- Avaliar a influéncia do plasma rico em plaquetas na proliferacao celular do
epitélio e estroma por meio de marcacdo imuno-histoquimica para PCNA
(Proliferanting Cell Nuclear Antigen) comparando a sua expressao nos tratamentos
realizados e diferentes momentos de avaliagao (4, 7 e 30 dias);

- Avaliar a influéncia do plasma rico em plaquetas na expressao das matriz
metaloproteinases: colagenase (MMP-1), gelatinase A (MMP-2), gelatinase B
(MMP-9) e MT1-MMP (MMP-14) e do seu inibidor tecidual (TIMP-1) por meio de
avaliagdo imuno-histoquimica, qualificando e determinando a sua localizagédo
corneal (epitélio e estroma), bem como, estudar comparativamente estes aspectos

frente ao tratamento com plasma pobre em plaquetas e colirio substituto da lagrima;

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Reparacédo da cornea

A funcdo mais importante da cOrnea é a refracdo, além de ser uma barreira
fisica, impermeavel e resistente entre as estruturas internas do olho e o meio
ambiente (GILGER et al., 2007; KENCHEGOWDA et al., 2011). A capacidade da
cérnea em permanecer transparente pode ser comprometida quando esta sofre
trauma, infeccdo, ulceracdo, entre outras injurias (FINI; STRAMER, 2005; GILGER
et al., 2007; YU et al., 2010). O processo de cicatrizagdo de feridas da cornea é
semelhante ao de outros tecidos, no entanto, a natureza avascular corneal e a

organizagcao diferenciada da sua matriz extracelular apresentam algumas



particularidades durante o processo de reparacdo tecidual (CLARK, 1993; FINI;
STRAMER, 2005).

O epitélio da cornea é simples, escamoso e ndo queratinizado, de espessura
variavel (inferior a 1mm), com padrdo basico de membrana basal, células epiteliais
basais, células aladas e células superficiais escamosas. Com a divisao das células
basais, as células filhas sdo forcadas em direcdo a superficie, tornando-se
achatadas como células aladas, perdendo gradualmente suas organelas. As células
superficiais possuem projecoes vilosas pequenas que ancoram a camada mucoide
profunda do filme lacrimal pré-corneal (GELATT, 2003; SLATTER, 2013).

O epitélio corneal apresenta grande capacidade de regeneracao, assim apos
lesdo, o epitélio normal da borda do defeito achata-se, retrai e fica espessado,
perdendo seus hemidesmossomos que estavam ligados a membrana basal. Em
seguida, as células entram em mitose e deslizam em diregdo ao centro da leséo,
preenchendo o defeito (GILGER et al., 2007). Dentro de quatro a sete dias ou menos
toda a cornea é reepitelizada (GELATT, 2003; SLATTER, 2013).

A migracao e proliferacdo celular desempenham papel fundamental no
processo de reparacdo corneal e sao coordenadas, de forma organizada, por
fatores de crescimento. Na cérnea lesionada o epitélio € importante, ndo sé pelo
seu tipo celular, mas também como fonte de diversos fatores de crescimento (YU et
al., 2010).

O estroma representa 90% da espessura corneal e consiste principalmente
de fibrilas colagenas, ceratdcitos, nervos e glicosaminoglicanas (GILGER et al.,
2007; HERRERA et al., 2008). A sua matriz extracelular (ECM) é extremamente
organizada, sendo composta por colageno tipo | e V, e por dois principais tipos de
pequenas proteoglicanas compostas por glicosaminoglicanas ricas em leucina:
sulfato de condroitina (decorin) e sulfato de keratan (lumican e keratocan)
(LINSENMAYER et al., 1998).

As fibrilas de colageno presentes no estroma corneal estdo dispostas em
camadas alternadas, paralelas a superficie corneal, sendo separadas pelas
proteoglicanas que determinam o espagamento entre as mesmas (HASSELL et al.,
1983; BIRK, 2001; GILGER et al., 2007). Incorporado na matriz de colageno da



cérnea estdo os ceratdcitos, que respondem por apenas 2,4% do volume do
estroma e sdo responsaveis pela producdo de ECM. Caracterizam-se por
morfologia dendritica e formam uma rede tridimensional pelo contato entre seus
extensos processos (MULLER et al., 1995; JALBERT; STAPLETON, 2005).

Defeitos estromais superficiais sdo preenchidos por deslizamento de células
epiteliais que sofrem mitose. Em defeitos profundos, o epitélio rapidamente recobre
a superficie, porém o preenchimento estromal requer sintese e reticulacdo de
colageno, sintese de proteoglicanos e remodelamento gradual da ferida. Ocorrem
edema corneal e infiltracdo de neutréfilos provenientes do filme lacrimal, em seguida
ceratécitos se transformam em fibroblastos que sintetizam proteinas, colageno e
outros componentes da matriz extracelular, como fibronectina que tem como funcéo
estimular a adesao e migracgéao celular (GILGER et al., 2007). Cicatrizagéo avascular
ocorre em lesfes estromais descomplicadas, enquanto a vascular ocorre em lesdes
infectadas e destrutivas. Apés lesdo, 0s nervos corneais se regeneram rapidamente
e a sensibilidade retorna progressivamente na area afetada (MAGGS et al., 2013).

O processo de reparacdo estromal é complexo, podendo levar ao
desenvolvimento de tecido cicatricial, com consequente perda de transparéncia.
Quando a cérnea € lesionada, os fatores de crescimento agem sobre o0s ceratdcitos,
estimulando-os a proliferar e reparar a ferida, por meio da sintese de uma nova
matriz extracelular, que pode ser normal ou desorganizada (fibrotica)
(ETHEREDGE, 2009).

3.2 Plaquetas e mecanismo de a¢éo do plasmarico em plaguetas (PRP)

As plaquetas séo fragmentos citoplasmaticos dos megacariécitos, formadas
num processo denominado trombopoiese, que pode ocorrer na medula 6ssea, nos
pulmdes, no figado e no baco. Tratam-se de estruturas anucleadas, as quais
apresentam forma discoide quando inativas e podem emitir pseudopodes apos sua
ativacdo (STOCKHAM; SCOTT, 2002). Durante a formagé&o das plaquetas, granulos
sao sintetizados e agregados no corpo dos megacariocitos, sendo transportados e
armazenados nas plaquetas a serem liberadas na circulacdo sanguinea

(RICHARDSON et al., 2005). Os granulos armazenam substancias ativas



importantes na reparacédo tecidual; os principais tipos encontrados nas plaquetas
séo os lisossomos, granulos denso e granulos alpha (GOBBI; VITALE, 2012).

As plaquetas sdo conhecidas devido a sua fundamental importancia na
hemostasia. ApoOs a sua ativacao, liberam substancias que promovem a reparacao
tecidual, estimulam a angiogénese e regulam a inflamagé&o (ANITUA et al., 2004),
além de armazenarem vérios fatores de crescimento incluindo o derivado de
plaquetas (PDGF), beta transformador do crescimento (TGFp), epitelial (EGF),
fibroblasto (FGF), fator semelhante a insulina | (IGF-I), endotelial vascular (VEGF)
e citocinas que aceleram a reparacao tecidual (FRECHETTE, 2005).

Produtos derivados do sangue tém demonstrado a sua capacidade em
acelerar a cicatrizacdo e promover a regeneracao tecidual, devido a presenca de
fatores de crescimento e proteinas bioativas no sangue (ALIO et al., 2012). O
plasma é a parte do sangue que ndo contém células, apresenta plaguetas e
proteinas de coagulacdo (ANITUA et al., 2004), além de moléculas que promovem
a adesao celular para a migracdo epitelial e do tecido conjuntivo, como fibrina,
fibronectina e vitronectina (MARX, 2004; WANG; AVILA, 2007; NIKOLIDAKIS;
JANSEN, 2008).

Preparacdes contendo plaguetas tém sido utilizadas em Medicina para o
tratamento de diversas doencgas, e 0 plasma rico em plaquetas (PRP) se destaca
como adjuvante no tratamento de Ulceras de pele, em cirurgias ortopédicas,
plasticas, cardiovasculares e de implantes dentérios, entre outras situacdes nas
quais € altamente desejavel a aceleracdo da epitelizagdo (ALIO et al., 2007a;
FOSTER et al., 2009). Entretanto o seu uso em oftalmologia ainda é pouco difundido
(ALIO et al., 2012).

O preparo do PRP apresenta baixo custo e, por se tratar de uma técnica na
qual se usa sangue autdlogo, a transmissdo de doencas infectocontagiosas e
reacbes imunoldgicas é prevenida (ALIO et al., 2007a; NIKOLIDAKIS; JANSEN,
2008). O PRP pode ser utilizado na forma de colirio para instilacdo na superficie
ocular ou como tampao para cirurgias oftalmicas reconstrutivas. Na forma de colirio
pode ser mantido a 4°C durante sete dias ou armazenado a 20°C negativos (ALIO
et al., 2012; ANITUA et al., 2013c).



Os fatores de crescimento presentes no PRP estdo envolvidos na
manutencdo da estrutura e fungcdo corneal, especialmente os relacionados a
manutencgao da transparéncia durante o processo de reparacdo (IMANISHI et al,
2000).

As plaquetas se aderem ao tecido corneal lesado, liberam numerosas
citocinas e fatores de crescimento que induzem a mitose de fibroblastos, resultando
na producdo de colageno. Além disso, o fibrinogénio é transformado em fibrina que
promove suporte estrutural ao tecido corneal lesado (ALIO et al., 2007a). O
fibrinogénio também é um dos responséaveis por modular a agdo dos mondcitos e
macroéfagos, mediando a transicdo do estagio inflamatério para o regenerativo
durante a cicatrizagao (FLICK et al., 2004).

Os granulos alpha das plaquetas contém mais de 30 proteinas bioativas,
como citocinas e fatores de crescimento, que sao sintetizados e liberados quando
as plaquetas sao ativadas (ANITUA et al.,, 2004; MARX, 2004). No PRP séao
descritos trés isomeros do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFaa,
PDGFBB, PDGFaB), dois fatores de crescimento transformador-f (TGFB1 e
TGFB2), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento
epidermal (EGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) (MARX, 2004;
WANG; AVILA, 2007), fator de crescimento dos fibroblastos (FGF), (FLORYAN;
BERGHOFF, 2004) e fator plaquetéario 4 (PF-4) (SANCHEZ et al., 2003; ALIO et al.,
2007a).

Apés a ativacdo das plaguetas ocorre a liberacdo imediata e prolongada
desses fatores de crescimento, promovendo efeito duradouro da sua agéo (ALIO et
al., 2012), sendo que, segundo Wang e Avila (2007), a reparacgao dos tecidos moles
pode ser acelerada de duas a trés vezes em relacdo ao processo de reparacéo
fisiol6gico, quando presentes os fatores de crescimento derivados do PRP.

A concentracdo dos fatores de crescimento no PRP é significativamente
maior do que no sangue total, apresentando cerca de 10 a 25 vezes mais PDGF e
TGF do que os niveis basais (FLORYAN; BERGHOFF, 2004), resultando no Unico
produto disponivel que contém altas concentracfes de diversos fatores de

crescimento simultaneamente (ALIO et al., 2007a).
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Durante a preparagdo do PRP, é recomendado que o protocolo da sua
obtencédo seja capaz de aumentar a contagem plaquetaria em uma concentracéo
bem acima da encontrada no sangue total, desde que sejam preservadas a
estrutura e a funcao das plaquetas (ALEIXO etal., 2011), pois, de acordo com Lopez
et al. (2007), se as plaquetas se romperem liberando os fatores de crescimento
antecipadamente, a acao terapéutica do PRP sera prejudicada.

A resposta celular adequada ao PRP se inicia quando h4 um aumento no
namero basal de plaquetas de quatro a cinco vezes (MARX, 2004). Segundo Froum
et al. (2002), o aumento da concentracéo de plaquetas no PRP pode variar de trés
a oito vezes a concentracao de plaquetas observada no sangue total.

Liu et al. (2006) compararam a capacidade epiteliotréfica do PRP, plasma
fresco congelado e soro em culturas celulares e observaram que as concentragdes
dos fatores de crescimento EGF, PDGF-AB e TGF-B1 foram significativamente
maiores no preparado rico em plaquetas, assim como o indice de proliferacdo
celular. Entretanto Kim et al. (2012) observaram concentracdes similares de TGF-
B1, TGF-B2, vitamina A e fibronectina no soro sanguineo e PRP em humanos,
enquanto a concentracado de EGF foi maior no PRP.

Freire et al. (2014) trataram Ulceras superficiais de coelhos e culturas de
células epiteliais com soro autélogo, PRP e PRP ativado, e observaram melhor
reepitelizacdo, com consequente menor tempo de cicatrizagdo nos animais e
culturas tratados com soro e PRP ativado, sendo este Ultimo o que apresentou 0s
melhores resultados.

Em Ulceras de cérnea com lesdes epiteliais persistentes em humanos, o
tratamento com soro autélogo e PRP autélogo promoveram a reepitelizacdo
corneal, entretanto o tempo de cicatrizacao foi menor nos pacientes que receberam
o PRP, provavelmente devido & maior concentracdo de EGF encontrada no PRP
(KIM et al., 2012).

O PRP pode ou ndo conter leucdcitos, dependendo da sua preparacao
(ANITUA et al., 2013b). A presenca de leucocitos aumenta a quantidade de fatores
de crescimento e acrescenta propriedades antimicrobianas (CASTILLO et al., 2011;

FILARDO et al., 2012), entretanto liberam citocinas pré-inflamatérias que podem



aumentar a reacdo inflamatdéria e prejudicar a cicatrizagdo (CASTILLO et al., 2011;
MCCARREL et al., 2012). Os granulos presentes nos neutréfilos contém
colagenases, gelatinases, lisozimas, elastases, serprocidinas e mieloperoxidase
(FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003); além disso, os neutréfilos sdo associados
as altas concentragfes de MMP9 e interleucina 18 (SUNDMAN et al., 2011). Anitua
et al. (2013b) compararam, in vitro, 0 PRP com e sem leucécitos e concluiram que
a presenca de leucécitos ndo aumentou a concentracéo de fatores de crescimento,
entretanto houve grande aumento na liberagdo de citocinas pré-inflamatorias.

Alié et al. (2007a) utilizaram o PRP, sob a forma de colirio, para o tratamento
de Ulceras de cornea dormentes e refratdrias ao tratamento convencional em
humanos. Observaram melhora clinica na fotofobia, dor e inflamacgéo, a promocao
da reparacdo do epitélio corneal, bem como melhora das condi¢fes clinicas e da
acuidade visual na maioria dos pacientes. Geremicca et al. (2010) também trataram,
com colirio de PRP, humanos com Ulceras corneais refratérias ao tratamento
convencional e observaram que as lesGes apresentaram regeneragao epitelial
adequada e reducao no tempo de cicatrizagédo corneal, concluindo que o PRP foi
efetivo nos casos em que o tratamento convencional ndo obteve éxito.

O uso do colirio de PRP associado ao tratamento convencional em Ulceras
de coérnea provocadas por queimadura quimica demonstrou ser seguro e efetivo,
acelerando a reepitelizacao corneal e promovendo melhor acuidade visual (PANDA
et al., 2012). A aplicacdo subconjuntival de PRP para tratamento dessas Ulceras
também se mostrou segura, diminuindo o tempo de cicatrizagdo das lesbes
(ARACENA et al., 2007).

Em Ulceras de cérnea perfuradas, o uso de tampédo de PRP associado a
membrana amniotica ou ao pericardio bovino em humanos, nao causou infec¢do ou
inflamacé&o, dor, rejeicdo ou desconforto e promoveu a cicatrizagdo corneal na
maioria dos pacientes (ALIO et al., 2007a; ALIO et al., 2013a).

O plasma pobre em plaguetas (PPP) é um produto gerado a partir da
preparacdo do PRP, que contém diversas proteinas do plasma e apresenta
propriedades que melhoram a cicatrizagdo, entretanto n&o tem as mesmas

vantagens terapéuticas do PRP, pois ha perda de PDGF e citocinas (WASTERLAIN
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et al., 2012). Devido a sua alta concentracao de fibrina, o PPP tem sido utilizado no
tratamento de les6es como gel ou membrana, formando uma matriz que da suporte
a migracao celular e formacéao de nova matriz extracelular, além de prolongar a acao
de fatores de crescimento (CLARK, 2001; WASTERLAIN et al., 2012).

Ali6 et al. (2013b) relataram o uso de membrana de fibrina autéloga feita a
partir do PPP, associada a tampéo de PRP, no tratamento de perfuragéo corneal de
11 pacientes humanos. A membrana de fibrina permanece na superficie ocular de
trés a cinco dias, sendo absorvida posteriormente. O tratamento mostrou-se seguro
e eficaz na cicatrizagéo corneal de todos os pacientes.

O PRP foi efetivo no tratamento de ceratite punctata de humanos com olhos
secos, que instilaram o colirio seis vezes ao dia durante um més. A maioria dos
pacientes apresentou reducdo na inflamacdo, melhora da ceratite, da qualidade
lacrimal e da acuidade visual (ALIO et al., 2007b).

Segundo Anitua et al. (2014), pacientes que apresentam doenca
imunomediada sistémica nao respondem bem ao tratamento corneal com PRP
autologo devido a grande presenca de componentes imunolégicos (imunoglobulinas
e complemento) em seu sangue. Sendo assim, propuseram uma nova preparagao
de PRP, submetendo-o a 56°C durante uma hora com o objetivo de inativar os
componentes imunolégicos. Concluiu-se que o aquecimento do PRP tem pouca
influéncia na concentragéo dos fatores de crescimento, com excec¢éo do EGF, e que
reduz significativamente as concentracfes de IgE e proteinas do sistema
complemento. Além disso, a sua capacidade de estimular a proliferagdo e migracdo
celular em culturas permaneceu a mesma.

Em camundongos submetidos a fotoablacdo corneal com excimer laser, o
PRP foi capaz de acelerar a reepitelizacéo corneal e diminuir a formacgé&o de cicatriz
estromal, sendo efetivo tanto nas células epiteliais quanto nas estromais (ANITUA
etal., 2013a). Donatti et al. (2013) utilizaram o PRP sob a forma de colirio ou tamp&o
no tratamento de Ulceras profundas em coelhos e também observaram diminuigédo
da opacidade corneal e do tempo de cicatrizagdo da Ulcera com ambos os
tratamentos, além de aumento na reepitelizacdo corneal nos animais tratados com

o colirio.
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3.3 Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento sdo proteinas solluveis, secretados pelas células, que
se ligam aos receptores presentes na superficie da propria célula secretora ou de
outras células. Tanto os receptores quanto os fatores de crescimento podem
apresentar diversas isoformas que possuem diferentes funcdes e afinidades de
ligacdo (HSU; CHANG, 2004). A ligacdo dos fatores de crescimento nos seus
respectivos receptores pode promover a proliferagdo, migracao e diferenciacéo
celular, além de determinar a sobrevivéncia das células durante a fase de
desenvolvimento e reparacao de tecidos, e em periodos de enfermidade. O efeito
dos fatores de crescimento depende da célula em que foi produzido, da sua
ativacado, da presenca de receptores e da sua interagdo com 0os componentes da
matriz extracelular (ETHEREDGE, 2009).

A producéo de fatores de crescimento pelas células corneais, assim como a sua
presenca na lagrima e no humor aquoso, é indispensavel para a manutencao e
renovacdo da cOrnea, além de prevenir reagfes imunes e angiogénicas
indesejaveis. Os fatores de crescimento também séo importantes no processo de
reparacdo corneal, mediando a proliferacdo de células epiteliais e estromais, e
influenciando a remodelacdo da matriz extracelular (SCALINCI et al., 2011).

Segundo Klenkler e Sheardown (2004), os principais fatores de crescimento
presentes na cornea durante a sua reparacao sao: fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF-I), fator de crescimento beta transformador (TGF-B), fator de
crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2) e fator de crescimento derivado de plaguetas
(PDGF), que séo encontrados em altas concentragcbes no PRP (MARX, 2004;
WANG,; AVILA, 2007).

Outros fatores também desenvolvem papel importante durante o processo de
cicatrizagao corneal, tais como: fator de crescimento epidermal (EGF) (GILGER et
al, 2007); fator de crescimento de queratinécitos (KGF); fator de crescimento de
hepatocitos (HGF) (CARRINGTON; BOULTON, 2005); fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (PENN et al., 2008); fator de crescimento neural (NGF)
(REINACH; POKORNY, 2008); e fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF)
(GIBSON et al., 2014).
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3.4 Fatores de crescimento nareparacdo da cornea

Na coOrnea saudavel sdo encontradas poucas células inflamatorias
(BRISSETTE-STORKUS et al., 2002), entretanto, a sua infiltracdo estromal pode
ser observada logo ap6s lesdo corneal (HONG et al., 2001; STAPLETON et al.,
2008). As células inflamatoérias, juntamente com as células presentes na lagrima, o
epitélio e os ceratécitos estromais, produzem fatores de crescimento que irdo atuar
no local daleséo (LIM et al., 2003). Os fatores de crescimento sao fundamentais na
proliferacao celular, migracado, diferenciagéo, apoptose e comunicagao intercelular
(REINACH; POKORNY, 2008).

A reparacdo da cornea € um processo complexo que pode levar ao
desenvolvimento de cicatrizes corneais que comprometem a sua transparéncia.
Quando a cérnea é lesionada, fatores de crescimento estimulam a proliferacao de
ceratocitos viaveis, que produzem uma nova matriz extracelular que pode ser
normal ou desorganizada (fibrética). Os fatores de crescimento, encontrados nos
granulos alpha das plaquetas, IGF-I, TGF-3, FGF-2 e PDGF estimulam os
ceratécitos a sintetizarem diferentes niveis de colagenos e proteoglicanos, e
também sdo responsaveis por iniciar o processo de reparacéo corneal (ALIO et al.,
2007a; ETHEREDGE, 2009).

O TGF-B e a interleucina - 1 (IL-1) sédo produzidos no epitélio e liberados no
estroma a partir da ruptura do epitélio. Os ceratdcitos apresentam receptores para
a IL-1, que promove a sua apoptose (WILSON et al., 2003; YU et al., 2010). A IL-1
também aumenta a producdo de PDGF e de outros fatores de crescimento, além de
ativar os neutrofilos responsaveis por remover bactérias e restos celulares do local
da ferida (NETTO et al., 2005). As metaloproteinases sdo também liberadas, para
posteriormente promover a degradacdo de colageno, proteoglicanos e outras
proteinas da matriz extracelular que foram danificados (JOO; SEOMUN, 2008;
IWANAMI et al., 2009).

Apés a remocao dos debris celulares, ocorre a ativacdo, proliferacdo e
migracao de ceratécitos viaveis para o local da leséo, onde serédo influenciados por
fatores de crescimento para que ocorra a reparacdo e o preenchimento da area

estromal danificada (ETHEREDGE, 2009), sendo extremamente importantes no
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fechamento da ferida e remodelamento da matriz extracelular. Entretanto, se os
ceratocitos forem muito estimulados pelo TGF-3, podem gerar uma cicatriz espessa
e desorganizada (WANG et al., 2011)

TGF-B1 e o TGF-B2 inibem a proliferacdo das células epiteliais, porém seu
efeito no estroma é controverso, pois Andresen et al. (1997) e Kay et al. (1998)
observaram a proliferacéo dos fibroblastos estromais apds a estimulacdo com TGF-
B, enquanto Pancholi et al. (1998) relataram a queda na proliferacéo de ceratocitos
apos a utilizacao de TGF-p1.

O TGF-B estimula os ceratécitos a tornarem-se miofibroblastos, que
expressam no seu citoplasma proteinas alfa actina de musculo liso, deixando a
ferida densamente fibrética, com consequente diminuicdo da transparéncia da
coérnea (JESTER et al., 1996). Além disso, o TGF-f promove a quimiotaxia de
células inflamatérias (GILGER et al., 2007) e estimula os ceratécitos a produzirem
fibrocoldgeno de matriz extracelular, que é opaco e pode tornar a cicatriz corneal
densa, prejudicando a sua transparéncia (ETHEREDGE, 2009). A inibigdo do TGF-
B1 acelera a reepitelizacdo corneal e diminui a migracdo de células estromais
(CARRINGTON et al., 2006), reduzindo a opacidade estromal e a fibrose corneal
(JESTER et al., 1996). Porém, se for totalmente inibido, a proliferacdo e migracao
dos fibroblastos € bloqueada e a ferida ndo cicatriza (WANG et al., 2011).

Wang et al. (2011) demonstraram in vitro, que baixas doses de TGF-31
podem estimular a proliferagdo de fibroblastos estromais, sem que ocorra a
formacdo de cicatriz densa e opaca, podendo ser utilizado no tratamento de Ulceras
de cdérnea que nao cicatrizam.

Er e Uzmez (1998) trataram cérneas de coelhos com TGF-B2 e relataram o
seu efeito positivo na cicatrizagao epitelial. Entretanto, em um estudo realizado em
cultura ex vivo, o TGF-B1 retardou a reepitelizacdo, aumentou a migracdo e a
proliferacdo de ceratocitos estromais, e foi a Unica isoforma capaz de promover a
diferenciacao de miofibroblastos. O TGF-32 praticamente n&o interferiu no processo
de reparacao tecidual e o TGF-B3 apresentou pouco efeito sobre a reepitelizagéo,
mas reduziu a migracgao celular no estroma. Sendo assim, concluiu-se que o TGF-

B1 é a principal isoforma envolvida no processo de cicatrizagcéo corneal, que o0 TGF-
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B3 apresenta efeito contrario ao do TGF-B1 e que o TGF-B2 tem pouca agédo na
cicatrizagao corneal (CARRINGTON et al., 2006).

Estudos demonstraram que o TGF-3 estimula a produgé&o de outros fatores
de crescimento, coldgeno e outras proteinas associadas a remodelagdo da matriz
extracelular (FUNDERBURGH et al., 2003). O TGF- também apresenta grande
interacdo com os outros fatores de crescimento, influenciando a acéo desses. No
epitélio, o EGF é antagonizado pelo TGF-B, diminuindo a sua acdo sobre a
proliferacdo de células epiteliais, sua adesdo e migracdo. Enquanto nos ceratocitos,
o0 TGF-B1 aumenta o estimulo de proliferacdo promovido pelo EGF. Tanto o TGF-
B1 quanto o TGF-B2 inibem a proliferacdo das células epiteliais promovidas pelo
KGF e pelo HGF (YU et al., 2010). Acredita-se que a ativagdo do PDGF age sobre
o TGF-f3, colaborando para a formacéo de cicatriz densa (KAUR et al., 2009).

Estudos demonstraram a presenca de TGF-3, FGF-2 e PDGF na lagrima;
estes fatores também podem ser produzidos por linfécitos e macréfagos que
invadem o estroma durante a reparacéo tecidual (TUOMINEN et al., 2001; ZHOU et
al., 2007).

O PDGF também é produzido pelas plaquetas e pelo epitélio, atuando na
modulacdo da proliferacdo, migragdo e diferenciacdo dos ceratécitos (WANG;
AVILA, 2007; YU et al.,, 2010), promocédo da quimiotaxia e da producédo de
componentes da matriz extracelular (HOPPENREIJ et al., 1996), como fibronectina,
acido hialurdénico e colagenase (GILGER et al., 2007).

Diversos estudos demonstraram a capacidade do FGF em estimular a
proliferacdo de células epiteliais, fibroblastos e células endoteliais (HOPPENREIJS
et al., 1996), acelerando a reepitelizacdo corneal de coelhos (FREDJ-
REYGROBELLET et al., 1987) e a regeneracao endotelial de gatos (RICH et al.,
1992) e de coelhos (RIECK et al., 1992).

Observou-se que o FGF-2 tem a capacidade de tornar os ceratdcitos mais
fusiformes (MUSSELMANN et al., 2005), aumentando a sua proliferacdo e migracao
(SONG et al., 2002), além de promover sintese de proteoglicanos keratan sulfato
(MUSSELMANN et al., 2005) e de estimular a angiogénese e a linfangiogénese
(KUBO et al., 2002).
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Existem dois tipos de FGF, o alcalino (aFGF) e o béasico (bFGF), que é mais
potente (TRIPATHI et al., 1992) e tem a capacidade de estimular a mitose, a
guimiotaxia e a angiogénese, promovendo o crescimento celular, sua diferenciacao
e migracdo. Na cornea, o bFGF estimula a proliferacdo das células epiteliais e
modula a sintese dos componentes da matriz extracelular e da membrana basal
(SCALINCI et al., 2011).

Hu et al. (2009) trataram Ulceras de cérnea superficiais de cdes com bFGF e
observaram menor tempo de cicatrizagdo, maior nimero de camadas de células
epiteliais e menor inflamacdo, quando comparados ao grupo controle, concluindo
que o bFGF acelera a proliferacdo e migracdo das células epiteliais, e em
consequéncia favorece a reepitelizacéo. Luo et al. (2011) conseguiram estimular a
proliferacdo de células endoteliais in vitro por meio da estimulagdo com bFGF.

O IGF-I induz a migracéo celular, aumenta a proliferagéo e inibe a apoptose
de células epiteliais humanas (YU et al., 2010), além de promover a proliferacdo de
ceratocitos e estimular a producéo de colagenos da matriz extracelular quando atua
junto com o PDGF (ETHEREDGE, 2009). A administracao de apenas IGF-I n&o foi
efetiva na cicatrizacado de lesdes epiteliais, entretanto, quando esta foi instilada
associada a substancia P (neuropeptideo), ocorreu um sinergismo, que promoveu
menor tempo de cicatrizagao tanto em culturas celulares quanto in vivo (NISHIDA
et al., 1996; NAKAMURA et al., 1997)

O EGF exerce importante papel na proliferacdo e migragao epitelial,
melhorando a reparacéo e fechamento da ferida (WANG et al., 2013). Kenchegowda
et al. (2011) relataram que a concentracdo de EGF aumenta rapidamente apos
lesdo epitelial e facilita a reparacdo corneal, promovendo a mitose e migragédo de
células epiteliais.

Triagens clinicas e estudos com animais demonstraram que a instilacdo
topica de EGF diminuiu o tempo de cicatrizagdo, acelerando o fechamento da ferida
em corneas de diabéticos (GONUL et al., 1992; PASTOR; CALONGE, 1992). No
estroma, o EGF aumenta a mitose dos fibroblastos e a sintese proteica, estimulando
a producdo de moléculas da ECM (GILGER et al., 2007; REINACH; POKORNY,
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2008). Altas doses de EGF podem exercer efeito contrario, retardando a
reepitelizacdo ao invés de estimula-la (SHEARDOWN; CHENG, 1996).

O VEGF é o principal mediador do processo de vascularizacdo corneal,
favorecendo a cicatrizacdo da cornea, porém ha diminuicdo da sua transparéncia,
0 gue é indesejado (SUN et al., 2013). O VEGF-A estimula as células endoteliais
dos vasos a degradarem a sua membrana basal e a migrarem; concomitantemente
ocorre a liberacado de matriz metaloproteinases que degradam a ECM facilitando o
deslocamento das células. Em seguida, as células endoteliais proliferam e formam
tubos. O bFGF atua em sinergismo com o VEGF-A, induzindo a formacédo de vasos
sanguineos e o PDGF atua no final do processo, estabilizando os novos capilares
(WITMER et al., 2003).

O VEGF-A é sintetizado pela cornea normal, mas a sua atividade angiogénica
€ restringida pela sua ligagdo a um excesso da forma solavel do receptor VEGF 1
(sVEGFR-1) que é produzida por células epiteliais da cérnea; um desequilibrio entre
o fator de crescimento e o receptor sollvel pode ocasionar a formacao de vasos na
cérnea (SURYAWANSHI et al., 2012). Nas corneas inflamadas e vascularizadas, o
VEGF-A foi identificado nas células epiteliais e endoteliais corneais e nas células
endoteliais dos vasos presentes no limbo e no estroma, j& nos ceratécitos a
expressao foi fraca (PHILIPP et al., 2000).

Por ser uma estrutura desprovida de vasos sanguineos e linfaticos, a
vascularizagdo corneal durante o processo de reparacgdo € indesejado na maioria
das vezes. Devido a isso, diversos estudos buscam maneiras e medicamentos que
possam inibir a acdo do VEGF-A e consequentemente a angiogénese, priorizando
desta forma a transparéncia da cérnea (BOCK et al., 2009). Hashem et al. (2010)
obtiveram sucesso na inibicdo da vascularizacao de corneas de coelho com o uso
subconjuntival do anti-VEGF bezacizumab, sem efeitos colaterais, assim como
Liarakos et al. (2014) com o uso subconjuntival de ranibizumab em coelhos.

O uso terapéutico de fatores de crescimento nas doengas corneais ainda
precisa ser claramente definido com o objetivo de se estimular e modular a
proliferacao celular, sem que a formagéo de cicatriz densa ocorra e prejudique a

transparéncia da cornea e a visdo (SCALINCI et al., 2011). O PRP é o unico produto
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disponivel que contém altos niveis de diversos fatores de crescimento e tem sido
utilizado com sucesso no tratamento de Ulceras de cornea de varias etiologias (ALIO
et al., 2007a; ALIO et al., 2012).

3.5 Matriz Metaloproteinases

O primeiro relato sobre matriz metaloproteinases (MMPS) ocorreu em 1962,
guando Jerome Gross e Charles Lapiere demonstraram a acao de uma enzima, que
posteriormente foi denominada colagenase, na reabsorcéo de caudas de girinos.
Desde entdo, uma série de estudos tem relacionado processos fisiolégicos, como a
reparacao celular, e patologicos, como as Ulceras de cdrnea, as agcdes enzimaticas
das MMPs (PARKS; MECHAM, 1998).

O relato da presenca de MMPs no olho ocorreu pouco tempo apos a sua
descoberta, e foi feito por Slansky et al. (1968), que demonstraram sua atividade
proteolitica em corneas bovinas saudaveis e ulceradas. Desde entdo, crescentes
estudos tém demonstrado o envolvimento de MMPs nas demais areas do bulbo
ocular e em suas afecc¢oes (SIVAK; FINI, 2002).

A maioria das MMPs nao sdo expressas em niveis detectaveis em tecidos
normais e saudaveis. Porém, niveis de MMPs podem ser observados em qualquer
tecido inflamado e culturas celulares. Os tipos e quantidades expressas dessas
enzimas variam de acordo com as doencas, neoplasias, inflamacdes e tipos
celulares, ja que todo tecido possui ECM, que necessita das MMPs frente a um
processo fisiolégico ou patolégico de remodelacéo tecidual (PARKS; MECHAM,
1998).

Como regra geral, as MMPs ndo sao sintetizadas até que seja necessario.
Uma série de citocinas e fatores de crescimento podem induzir ou inibir a sua
producéo, incluindo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), fator
beta transformador do crescimento (TGF-B), entre outros (SIVAK; FINI, 2002;
GORDON et al., 2009).

Microrganismos, células inflamatdrias, células epiteliais corneais e
fibroblastos ativos podem produzir enzimas proteoliticas. As produzidas pelos

microrganismos infecciosos sdo denominadas proteinases exdgenas, enquanto as
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demais sdo denominadas proteinases enddgenas. As enzimas produzidas por
bactérias ou fungos podem agir na cérnea lesionada de forma direta ou indireta por
meio da ativacao de proteinases endogenas (OLLIVIER et al., 2007).

As proteinases sao enzimas hidroliticas e podem ser distribuidas em quatro
classes baseadas no grupo catalitico do seu centro ativo, séo elas: serina/treonina,
cisteina, aspartico e metalo (PARKS; MECHAM, 1998). As MMPs pertencem a
classe metalo, dependem de zinco para a sua a¢ao catalitica e sdo classificadas
em cinco grupos: colagenases (MMP1, MMP8, MMP13, MMP18), gelatinases
(MMP2 e MMP9), estromalisinas (MMP3, MMP10, MMP11), MMPs tipo membrana
(MMP14, MMP15, MMP16, MMP17, MMP24, MMP25) e outros (MMP7, MMP12,
MMP20 e MMP26) (Tabela 1) (PARKS; MECHAM, 1998; BROOKS; OLLIVIER,
2004; BREJCHOVA et al., 2009). Normalmente sdo secretadas como pro-enzimas
e ativadas no meio extracelular, entretanto existem MMPs que integram membranas
e agem na regido pericelular (SIVAK; FINI, 2002).

Pesquisas constantes tém demonstrado novas fung¢des das MMPs e indicam
uma grande capacidade de expanséo na lista de potenciais alvos de suas agdes
(SIVAK; FINI, 2002). As colagenases reconhecem colageno tipo I, Il e lll; as
gelatinases degradam colageno tipo 1V, V e VII, decorina, fibronectina e laminina;
as estromalisinas e matrilisinas atuam sobre colageno tipo IV, pré-colageno,
colageno cross-link, fibronectina, laminina, e ativam outras MMPs; e as MMPs tipo
membrana estdo envolvidas em atividades pericelulares (SIVAK; FINI, 2002;
BREJCHOVA et al., 2009).
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TABELA 1. Principais matriz metaloproteinases encontradas na cérnea e seus

substratos.
MMP Nome enzimatico Principais substratos
Colagenases
Colagenase Colageno I, II, lll, VII, X; proMMP-2, pro-
MMP-1 . ..
intersticial MMP-9
Neutrofil .
MMP-8 eutroio Colageno I, 11, Il
colagenase
Colagenos I, I, I, 1V; elatina,
MMP-13 Colagenase-3 . g . g
fibronectina
Gelatinases
. Gelatina; coldgeno IV, V, VI, XI;
MMP-2 latin A . . .
Gelatinase fibronectina, elastina; proMMP-9
MMP-9 Gelatinase B Gelatina; colageno 1V, V; fibronectina,

Estromalisinas

MMP-3

MMP-10

MMP-11
MMPs tipo
membrana

MMP-14

MMP-16

MMP-17

MMP-24

MMP-25
Outras

MMP-7

MMP-26

MMP-12

Estromalisina-1

Estromalisina-2

Estromalisina-3

MT1-MMP
MT3-MMP
MT4-MMP
MT5-MMP
MT6-MMP

Matrilisina
Matrilisina-2
Macroéfago
metaloelastase

elastina

ProMMPs 1, 7, 8, 9, 13: laminina;
fibronectina
ProMMPs 1, 7, 8, 9, 13:; laminina;

fibronectina
Inibidor de proteinase a1

ProMMP2 e 13; colagenos; fibronectina
ProMMP2

ProMMP2

ProMMP2

Progelatinase A

Colageno 1V; elastina; fibronectina
Gelatinase; colageno IV; fibronectina

Elastina

MMP — matriz metaloproteinase

(BROOKS; OLLIVIER, 2004)

Pro-MMP — pré-enzima matriz metaloproteinase

Os inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) estdo presentes no meio

extracelular e tém a capacidade de se ligarem ao sitio ativo das MMPs, inativando-

as (BREW et al., 2000). Ha pelo menos quatro TIMPs conhecidos, que tém, além



20

da funcéo de inibir a atividade das MMPs, um papel importante no crescimento,
diferenciacao e apoptose celular (SIVAK; FINI, 2002).

As proteinases serinas sdo uma outra classe de enzimas que também afetam
a cornea. A neutrdfilo elastase é a proteinase serina mais abundante na lagrima e
€ sintetizada por polimorfonucleares e macrofagos. Ela degrada colageno tipo Il e
IV, laminina e fibronectina (BROOKS; OLLIVIER, 2004).

A atividade das MMPs é altamente controlada por sua transcri¢cdo, ativacao
da pro-enzima e inibicdo da enzima ativa por TIMPs. As MMPs podem ser ativadas
por componentes ndo proteoliticos, proteinases serinas, MT-MMPs ou podem ser
ativadas no meio intracelular (BROOKS; OLLIVIER, 2004).

As MMPs tipo membrana (MT-MMPs) estdo associadas as membranas
celulares e tém funcgdes importantes na sinalizagcdo celular e protedlises
pericelulares. A MT1-MMP (MMP14) é a melhor caracterizada, e € responsavel pela
ativacdo da MMP2 por meio da sua interacdo com a TIMP2, além de atividades
proteoliticas pericelulares (FILLMORE et al., 2001).

Diversos estudos em camundongos com genes inativados vém
demonstrando o envolvimento das MMPs no desenvolvimento de varias doencas.
A inativagao da gelatinase B (MMP9) retardou a vascularizagéo e ossificagcao das
linhas de crescimento 6sseo (VU et al., 1998), além de diminuir a fertilidade
(DUBOIS et al., 2000). A auséncia de MT1-MMP levou a um desenvolvimento
progressivo de artrite e nanismo (LIU et al., 2000). Assim, os trabalhos com
camundongos knockout provocaram leves alteracdes de fendétipos, sugerindo que
h& uma sobreposicéo de fungbes entre as MMPs (SIVAK; FINI, 2002).

As MMPs também tém sido associadas a progressao de neoplasias,
favorecendo a invaséo tecidual, neovascularizacdo e metéstases. Varios estudos
imuno-histoquimicos tém correlacionado a alta expressdo de MMPs com
malignidade tumoral (FILLMORE et al., 2001; SIVAK; FINI, 2002).

3.6 Matriz metaloproteinases e reparacao corneal
O reparo da ECM do estroma requer um balango coordenado de sintese,

degradacdo e remodelagéo estromal; neste, as enzimas proteoliticas apresentam
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um papel fisiolégico fundamental. A degradacéo excessiva do tecido saudavel é
prevenida por inibidores naturais de proteinases presentes na cOrnea e no filme
lacrimal, dentre eles encontram-se inibidor de proteinase-a1, macroglobulina-a2 e
MMPs junto com seus inibidores teciduais (TIMPs). Um desequilibrio entre
proteinases e seus inibidores, em favor das proteinases, provoca degradacgéo
patoldgica do colageno estromal e proteoglicanas, levando a uma ulceracao corneal
persistente ou o melting corneal (OLLIVIER et al., 2007).

A bactéria Pseudomonas produz dois tipos de MMPs, denominadas elastase
e protease alcalina, que sdo responsaveis por ceratites ulcerativas agressivas
(BROOKS; OLLIVIER, 2004).

As principais familias enzimaticas presentes na cérnea sdo as MMPs e as
proteinases serinas. A proteinase serina mais abundante na lagrima humana,
canina e equina é a neutrdfilo elastase, que é produzida por leucdcitos
polimorfonucleares e macrofagos. Ela é responsavel pela degradacéo de colageno
tipo 11l e IV e por componentes da ECM, como laminina e fibronectina. As MMPs de
maior importancia na degradacdo e remodelacdo do coldgeno estromal sdo as
MMP2 e MMP9. Por meio de imuno-histoquimica foram identificadas as duas
enzimas em corneas lesionadas, enquanto a MMP2 também foi encontrada em
cérneas saudaveis de varias espécies, como humanos, cédes, camundongos, ratos
e cavalos (GILGER et al., 2007).

A MMP2 é produzida por ceratécitos e tem a funcdo de manutencdo da
cérnea saudavel, sendo localmente ativada para degradar moléculas de colageno
danificadas, enquanto a MMP9 ¢é produzida por células epiteliais e
polimorfonucleares apos lesdes corneais (GILGER et al., 2007). Este padréo foi
comprovado em um estudo imuno-histoquimico com cdrneas equinas saudaveis,
onde encontrou-se MMP2 no epitélio corneal, principalmente na camada superficial,
uma pequena quantidade no estroma, logo abaixo do epitélio, e no endotélio. Nas
cérneas lesionadas foi detectado MMP2 e MMP9 no epitélio, em toda a extensao
do estroma e no endotélio corneal (OLLIVIER, 2004). MMP2 e MMP9 também foram
observadas no epitélio e estroma anterior de corneas caninas com Ulceras em
melting e traumaticas (KALLBERG et al., 2004). Em outro estudo, Chandler et al.
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(2003) encontraram essas enzimas no epitélio corneal de Ulceras persistentes em
caes. Também encontrou-se um aumento dessas enzimas na ceratopatia climatica
em gota em humanos (HOLOPAINEN et al., 2011).

As MMPs 2 e 9 sdo necessérias para a cicatrizacdo de lesdes epiteliais e a
sua presenca corresponde com a atuacdo dos ceratocitos, migracao celular, sintese
da membrana basal e remodelamento do estroma corneal (MULHOLLAND et al.,
2005).

Em ceratites ulcerativas de camundongos infectadas por herpesvirus,
também foi notada a presenca de um aumento da quantidade das MMPs 2, 8 e 9
logo apéds a lesdo e um aumento de TIMP1 e TIMP2 apenas apds sete dias da leséo,
demonstrando um balango entre as proteinases e seus inibidores durante a
reparacao corneal (YANG et al., 2003).

Sakimoto et al. (2014) observaram aumento de MMP8 e MMP9 na lagrima
de pacientes humanos com ceratites ulcerativas periféricas ndo infecciosas,
enquanto o TIMP1, TIMP2 e TIMP4 permaneceram inalterados, concluindo que o
desbalanco entre as MMPs e seus inibidores naturais pode ser o responsavel pela
Ulcera de cOrnea estudada.

A gelatinase B (MMP9) € a primeira MMP a ser sintetizada e secretada por
células epiteliais basais ap0s leséo corneal, sendo detectado um rapido aumento
na sua expressado com apenas um dia apés leséo e declinio ap6s poucas semanas,
enquanto a gelatinase A (MMP2), a estromalisina e a colagenase sao apresentadas
normalmente no estroma corneal e aumentam gradualmente por varios meses,
demonstrando o envolvimento na remodelagéo tecidual (SIVAK; FINI, 2002).

Sakimoto et al. (2004) realizaram um estudo comparativo com coérneas
humanas ulceradas por trauma ou queimadura alcalina, observando a expressao
de MMP2 e MMP9 ativos, além da presenca de MT1-MMP, que é um dos
responsaveis pela ativagdo de MMP2, e concluiram que nas corneas lesionadas
todas essas enzimas se apresentam aumentadas quando comparadas as cérneas
intactas, demonstrando o envolvimento das gelatinases em doencas da cornea

humana.
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A MMP2 é secretada como pro-enzima e pode ser ativada por MT-MMPs,
MMP1 e MMP13 (VISSE; NAGASE, 2003), enquanto a MMP9 também é secretada
como pro-enzima e pode ser ativada por plasmina, MMP3, MMP13 e MMP26. Os
fatores de crescimento TGF3 e EGF, além do fator de necrose tumoral a (TNF-a),
a interleucina 1b (IL-1b) e o lipopolisacarideo s&o conhecidos por induzir a liberagéo
de MMP9 (SHOSHANI et al., 2005).

Em cérneas saudaveis de ratos, a colagenase Il (MMP13) néo é expressa,
porém, apos apenas seis horas decorrentes de uma leséo corneal j4 sdo detectados
niveis de MMP13 nas células basais do epitélio. J& MT1-MMP é expressa nos
ceratécitos estromais, tanto em cérneas saudaveis de ratos quanto em lesionadas
(YE et al., 2000).

Segundo Reviglio et al. (2003a), cérneas de ratos saudaveis tratadas com
lagrimas artificiais, ndo expressam MMP1 e MMP8, porém apds a remocao
experimental do epitélio corneal, essas enzimas sao expressas principalmente na
camada epitelial, como resultado do processo de reparacdo tecidual normal.
Entretanto, cérneas saudaveis ou ulceradas, tratadas com diclofenaco de sodio
0,1% ou cetorolac, apresentaram altos niveis de MMP1 e MMP8 no epitélio corneal
e estroma. Uma das explicacfes para essa alta expressdo de MMPs em cérneas
tratadas com anti-inflamatérios ndo esteroidais é o bloqueio de COX-1, que é uma
enzima responsavel por fun¢cdes homeostaticas na cornea, como regulacdo de
prostaglandinas que protegem o tecido de danos e aceleram a cicatrizacao.

A aplicacéo tépica das fluorquinolonas ciprofloxacina 0,3%, ofloxacina 0,3%
e levofloxacina 0,5% em cérneas saudaveis de ratos aumentaram a expressao das
MMPs 1, 2, 8 e 9 quando comparadas ao tratamento apenas com colirio substituto
da lagrima, sugerindo uma influéncia desses antibidticos na atividade de MMPs
(REVIGLIO et al., 2003b).

Em cérneas ulceradas em melting provenientes de pacientes com sindrome
priméria de Sjogren’s, doenca sistémica autoimune caracterizada pela destruicdo
de glandulas lacrimais e salivares, a qual resulta em ceratoconjuntivite seca e
xerostomia, observou-se um aumento intenso na expressao de MMPs 1,2, 7e 9, e

um aumento moderado de MMPs 3 e 8 no epitélio. No estroma foram expressas em
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maior quantidade as MMPs 1, 2, 3, 8 € 9. JA no endotélio, houve a expressao apenas
de MMP-9 de forma moderada, enquanto a das MMPs 1, 2, 3, 7 e 8 foi fraca
(BREJCHOVA et al., 2009). Chotikavanich et al. (2009) também observaram um
aumento de MMP-9 em filme lacrimal de pacientes com sindrome da disfuncéo
lacrimal.

A neovascularizacdo envolve o processo de invasdo de células endoteliais,
degradacao da ECM e ativacao de citocinas, e as MMPs desenvolvem um papel
importante tanto na angiogénese fisiologica quanto na patoldgica (SIVAK; FINI,
2002). Muitos fatores de crescimento que regulam a formac&o de novos capilares
sanguineos, também afetam a expressao de MMPs, incluindo o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblasto-2 (FGF-2), e fator
de necrose tumoral a (TNFa) (MOHAN et al., 2000; RAZA; CORNELIUS, 2000). Em
um estudo in vitro e in vivo com ratos, demonstrou-se a importancia e interatividade
entre MMP-9 e VEGF na formac&o de novos vasos sanguineos (EBRAHEM et al.,
2010). Apesar de, em outro trabalho, a MT1-MMP ter apresentado uma acao anti-
angiogénica (AZAR et al., 2008).

A MMP2 também esta envolvida na angiogénese, localizando-se na
superficie de células endoteliais invasoras, em que a MT1-MMP provavelmente é o
seu ativador proteolitico primario (HAAS et al., 1998).

O filme lacrimal de animais com ulceras de cérnea possui um nivel elevado
de proteinases quando comparado com o de animais saudaveis. Estudos
analisaram a atividade proteolitica (MMP2 e MMP9) de amostras seriadas de filmes
lacrimais pré-corneais equinos e chegaram a conclusdo que as enzimas
proteoliticas se apresentam elevadas no inicio da lesdo e declinam
progressivamente com a reparacao corneal. Nas Ulceras em melting os niveis de
MMPs permaneceram elevados, levando a uma répida progressdo da Ulcera
(OLLIVIER et al., 2004). Portanto, o sucesso do tratamento de Ulceras de cornea é
um reflexo da atividade proteolitica presente no filme lacrimal pré-corneal
(OLLIVIER et al., 2007). Afericbes da atividade de MMP no filme lacrimal representa
uma das formas de monitorar a progresséo da reparacdo corneal em equinos com
ceratite ulcerativa (OLLIVIER et al., 2004).
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Para o controle da atividade proteolitica em Ulceras de cornea tem sido
preconizado o tratamento com N-acetilcisteina, acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), tetraciclinas e soro sanguineo (BROOKS; OLLIVIER, 2004; OLLIVER et
al., 2007). Entretanto, no tratamento de Ulceras de cornea experimentais em ratos,
provocadas por queimadura alcalina, o uso do EDTA 1%, sulfato de condroitina 3%
e N-acetilcisteina 10% n&o acelerou a cicatrizacdo, tampouco apresentou melhor
efeito inibitério de MMP2 e MMP9 que a solucao fisiolégica (TRUJILLO PISO et al.,
2014).

Alguns trabalhos vém sendo realizados com o objetivo de se obter inibidores
sintéticos de MMPs, ja que os inibidores naturais (TIMPs) sdo farmacologicamente
instaveis. A obtencdo desses inibidores podera ser utlizada no tratamento de
diversas doencas, como neoplasias, metdstases, esclerose mudltipla, artrite
reumatdide, doenca de Alzheimer, faléncia cardiaca e Ulceras de coérnea
(BIANCHINI et al., 2005).

Os inibidores sintéticos atuam sobre o centro ativo das MMPs e sobre a
capacidade catalitica do zinco, inibindo a sua acg&o. Ja foram descritos alguns
grupos de inibidores sintéticos, como hidroxamato, que € pouco especifico,
carboxilato, thiolato, fosfonato e fosfinato, este Ultimo, sendo efetivo contra as MMPs
2 e 8 (BIANCHINI et al., 2005).

O ilomostat é um &cido hidroxamico, que possui a capacidade de inibir as
MMPs durante o tratamento de ceratites ulcerativas com rapida degradacao
estromal. Ele é efetivo contra elastase produzida por Pseudomonas, MMP1 e
MMP9. Esse inibidor sintético na concentracdo de 0,1% apresentou uma taxa de
98,9% de atividade anti-MMP in vitro (BROOKS; OLLIVIER, 2004).

3.7 Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA)

A descoberta do PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) ocorreu logo apos
o inicio do desenvolvimento da replicacdo de DNA in vitro. Durante os trabalhos com
o DNA, identificou-se um fator de peso molecular de 29kDa necessario para a
reacdo de prolongamento do DNA, que posteriormente foi identificado como PCNA
(TSURIMOTO, 1998).
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O PCNA é uma proteina que tem o formato de um anel hexagonal com o
didmetro suficiente para acomodar a molécula de DNA. Durante a fase S da mitose,
ele aparece como um trimero em volta da fita de DNA, formando uma bracgadeira
gue desliza sobre esta (MILLER et al., 2010).

Nas células eucaridticas, o PCNA é expressado durante o final da fase G1 e
na fase S da mitose celular e tem a funcéo de auxiliar as DNA polimerase 0 e ¢
durante o processo de replicagdo do DNA (TSURIMOTO, 1998), além de interagir
com outras proteinas intracelulares (KELMAN, 1997; MILLER et al., 2010).

A imunomarcacao para PCNA tem sido utilizada em diversas pesquisas de
proliferacdo celular em corneas humanas e de animais e a sua especificidade é
garantida por muitas evidéncias que o certificam como um valioso marcador de
proliferacao celular (GAN et al., 1999).

Um trabalho comparou a expressdo de PCNA e Ki-67, que também é um
marcador de proliferacdo celular, apos ceratectomia fotorefrativa em coelhos, com
remocédo do epitélio e parte do estroma, e concluiu que o PCNA foi mais eficiente
para este fim, jA& que marca um periodo maior do ciclo celular, permitindo a
marcacdo de células que apresentam um curto periodo de replicagdo, como as
células do epitélio basal do limbo (GAN et al., 2001).

A expressdo do PCNA apds remocgdo do epitélio e parte do estroma por
ceratectomia fotorefrativa, inicia-se apds 24 horas e é observada primeiramente nas
células epiteliais das bordas da lesdo; passadas 48 horas, a sua expressao ja pode
ser observada emtodo o epitélio em regeneragdo. Apos duas semanas, a marcagao
para PCNA no epitélio diminui. Entretanto, a proliferacéo de ceratocitos do estroma
se inicia no limbo apds 48 horas decorridas da leséo, estende-se por todo o estroma
apO6s uma semana, e continua sendo observada ap6s um més. Assim, conclui-se
gue a atividade proliferativa do epitélio se inicia e termina antes que a dos
ceratocitos do estroma (GAN et al., 2001).

Yew et al. (2000) também observaram a presenca de PCNA no epitélio do
limbo, porém, decorridas apenas 12 horas do desbridamento epitelial de cérneas de
coelhos, com o pico da sua expressdo apos 48 horas. Apds sete dias, o epitélio
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continuava a expressar o PCNA, indicando a sua presenc¢a logo no inicio da
reparacdo corneal com sua persisténcia até a completa cicatrizacao.

Song e Joo (2004) removeram o epitélio corneal de ratos através da técnica
de ceratectomia fotorefrativa e observaram um pico na expressdo de PCNA nas
células da borda de Ulceras superficiais apds 12 horas da leséo.

Gan et al. (1999) utilizaram a marcagdo imuno-histoquimica para PCNA para
avaliar a diferenca na proliferacdo celular em Ulceras superficiais induzidas de
coelhos, frente a utilizagdo de facoidin (medicamento que previne a migragédo de
leucdcitos dos vasos endoteliais do limbo para a lesdo corneal), e concluiram que a
expressdo de PCNA € maior na presenca de leucdcitos, e, portanto, o tempo de
cicatrizacdo é maior na auséncia de leucdcitos polimorfonucleares.

J& Watanabe et al. (1997), avaliaram a proliferacdo celular em coelhos
submetidos a trabeculectomia e tratados com mitomicina C no pos-operatério. No
grupo controle houve um aumento na expressédo do PCNA apdés quatro a sete dias
da cirurgia, com um decréscimo no décimo quarto dia. Porém, nos animais tratados
com a mitomicina C, a marca¢ao imuno-histoquimica ocorreu no quarto dia, porém
desapareceu no sétimo dia, demonstrando a inibi¢cdo da replicacdo celular causada
pela administracdo de mitomicina C.

Em coelhos com Ulceras de cérnea provocadas por queimadura alcalina,
observou-se um aumento na proliferacdo celular através da marcagéo para PCNA
e melhor cicatrizagdo corneal nos animais tratados com células tronco

mesengquimais via sistémica, quando comparado ao grupo controle (YE et al., 2006).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Os animais utilizados no projeto foram submetidos aos exames clinicos e
oftalmoldgicos de rotina com auxilio de lampada de fenda portéatil, bem como ao
teste de Schirmer, tonometria e oftalmoscopia direta. ApGs os exames, 45 fémeas
da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus) pertencentes ao grupo genético

Botucatu, com idade variando entre 300 e 400 dias e peso entre 3,5 e 4,5 Kg,



28

saudaveis e sem alteracdes oftalmoldgicas foram selecionadas para o projeto de

pesquisa.

4.2Procedimento cirargico e coleta de sangue

Os animais foram anestesiados utilizando-se quetamina® (20 mg/Kg),
associada a xilazina? (1mg/kg) e a morfina® (0,5mg/Kg), todos por via intramuscular
(IM). A anestesia tépica ocular foi realizada através da utlizagdo de colirio
anestésico?, a base de cloridrato de proximetacaina 0,5%.

Apéds a anestesia, procedeu-se a canulacao da artéria central da orelha com
cateter 20G e a coleta de 10mL de sangue arterial (Figura 1), que foram distribuidos
em 5 frascos estéreis contendo citrato de sédio 3,2%°, resultando em 2 ml de

sangue total em cada frasco.

FIGURA 1. Coleta de sangue arterial dos coelhos através da canulacdo da
artéria central da orelha com cateter 20G e torneira de trés vias, a qual possibilitou

a obtencéo fracionada do sangue.

1 Ketamin 50mg/ml solug&o injetavel — Cristalia.

2 Anasedan®- solucéo injetavel - Vetbrands

3 Dimorf®- Sulfato de Morfina 10mg/ml soluc&o injetavel - Cristalia.
4 Anestalcon®- Cloridrato de proximetacaina 0,5% - Alcon.

5 Greiner Bio-one Brasil — Tubo estéril com Citrato de Sédio 3,2%.
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A seguir, os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico, que foi
realizado com auxilio de microscépio cirdrgico, apés antissepsia com solucao de
polivinilpirrolidona® a 1:50 e colocagédo de panos fenestrados oftalmicos estéreis.

Para a inducdo experimental de Ulcera de cérnea, foi feita a fixagdo das
palpebras por meio de blefarostato, seguida por incisdo cirurgica circular na regido
corneal central, com auxilio de trépano a vacuo’ de seis milimetros de diametro e
com profundidade de 0,25 milimetros (Figura 2). Ap6s a delimitacdo da
circunferéncia e da profundidade da Ulcera, a cornea foi delaminada utilizando-se

bisturi crescente angulado® (Figuras 3 e 4).

FIGURA 2. Trépano a vacuo, com profundidade controlada, utilizado para

inducao da ulcera corneal experimental.

6 PVPI- lodo anti-séptico aquoso, Brasiliquidos Produtos Farmacéuticos - Comercial Bono Ltda.
" Hessburg-Barron Vacuum Trephine — JEDMED.

8 Bisturi crescente angulado - Alcon
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FIGURA 3. Delaminagdo do estroma da cornea utilizando-se bisturi

crescente angulado para inducéo da Ulcera experimental.

FIGURA 4. Aspecto macroscoépico da Ulcera de cornea apoés coloracao por

fluoresceina, no pdés-operatdrio imediato.
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4.30Dbtencéo do plasma pobre em plaquetas (PPP) e plasma rico em

plaguetas (PRP)

Os tubos estéreis com o0 sangue coletado foram protegidos da luminosidade
e mantidos a temperatura aproximada de 22°C, durante 30 minutos antes do inicio
da centrifugagéo, de modo a minimizar a agregacao plaquetaria.

A primeira etapa da centrifugagao foi feita a 200G, durante 3 minutos, em
centrifuga refrigerada® a 22°C. Esta primeira etapa da centrifugacdo separa o
sangue total em trés camadas. As células vermelhas sdo depositadas no fundo do
frasco, a camada leucoplaquetéria (creme leucocitario) apresenta-se na porcao
intermediaria, onde se concentram a maior parte das plaguetas; e o plasma acelular,
ou seja, o plasma pobre em plaguetas (PPP) no sobrenadante. Todo o plasma
sobrenadante e a camada leucoplaquetédria foram pipetados, resultando num
volume aproximado de 1 ml em cada um dos cinco tubos; este volume foi transferido
para tubos tipo eppendorfs estéreis para a realizacdo da segunda etapa da
centrifugagéo, na qual acontece a separacéao entre PRP e PPP (Figura 5). Nesta
etapa, 0s tubos tipo eppendorfs contendo aproximadamente 1 ml cada foram
centrifugados a 400G, por 10 minutos, em centrifuga refrigerada a 22°C. Do
sobrenadante, 2/3 (660 pl aproximadamente) foram pipetados e armazenados como
plasma pobre em plaquetas (PPP) e o 1/3 restante (330 pl aproximadamente) foi
homogeneizado, constituindo o plasma rico em plaquetas (PRP) (Figura 6). Os
colirios foram acondicionados a temperatura de 4°C durante 7 dias.

Para a verificagdo do incremento plaquetério foi utilizado o método de
contagem plaquetaria em camara de Newbauer, na diluicdo 1:100, sendo 20
microlitros do PRP em 2 ml de Brecher, resultando no nimero de plaquetas por

microlitro.

%Modelo Centrifuge 5702 R / Marca eppendorf.
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Figura 5. A: Primeira etapa da centrifugagéo a 200G durante 3 minutos em
centrifuga refrigerada a 22°C. Observar a separacao do sangue em trés camadas:
as células vermelhas no fundo do frasco, a camada leucoplaquetaria (creme
leucocitario) na por¢do intermediéaria (seta), onde se concentram a maior parte das
plaquetas e o sobrenadante como o plasma pobre em plaquetas (PPP); B. Tubo
contendo o plasma e a camada leucoplaquetaria para a segunda etapa da
centrifugagéo.
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Figura 6. A: Segunda etapa da centrifugacdo a 400G por 10 minutos em
centrifuga refrigerada a 22°C. Do sobrenadante, 2/3 constituem o plasma pobre em
plaquetas (PPP) e o 1/3 restante constitui o plasma rico em plaquetas (PRP). B:

Seringas devidamente identificadas, contendo colirio de PRP.
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4.4Grupos experimentais

Os 45 animais foram distribuidos, aleatoriamente, em trés grupos
experimentais, designados Grupo Plasma Rico em Plaquetas (GR), Grupo Plasma
Pobre em Plaquetas (GP) e Grupo Controle (GC), sendo cada um deles composto
por 15 coelhos.

4.5Pds-operatério

Apds o procedimento cirdrgico, os coelhos foram identificados e mantidos em
gaiolas individuais com agua potavel e racdo comercial ad libitum.

No pés-cirtrgico imediato e apds 24 horas, foi administrado em todos os
animais, um antiinflamatério a base de meloxicam?'® (0,2 mg/kg) IM, além de morfina
(2 mg/Kg) IM, visando maximizar o conforto pos-operatorio.

No GR e no GP, os coelhos foram tratados topicamente com colirio autélogo
de plasma rico em plaquetas e plasma pobre em plaquetas, respectivamente; no
GC foi instilado colirio lubrificante!?; todos os colirios foram instilados cinco vezes
ao dia, durante sete dias.

Na regido ocular foram feitas limpezas diarias com solucéo fisiolégica a 0,9%,

durante sete dias.

4.6Momentos de Avaliagcao

Todos os grupos foram subdivididos em trés subgrupos, constituidos por
cinco animais cada, de acordo com os periodos finais de avaliacao, ou seja, M4 (4
dias), M7 (7 dias) e M30 (30 dias) de pés-operatorio.

No final do periodo de avaliacdo de cada subgrupo, os animais foram
eutanasiados, ap6s anestesia com acepromazina'? (1,5mg/Kg) pela via
intramuscular (IM), e quetamina (20 mg/Kg/IM) seguida pela administracéo

10 Movatec®- Meloxicam solucao injetavel - Boehringer Ingelheim.
1 Lacribell - Latinofarma

2 Acepran 0,2% - Univet — Sdo Paulo — SP.
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intravenosa de tiopental’® (25 mg/kg) e de cloreto de potassio 19,1% (2 ml/Kg).
Posteriormente foi realizada a enucleagéo dos olhos operados.

Os bulbos oculares foram fixados em formaldeido 10%?4, durante 48 horas e
a sequir, as coérneas foram isoladas e fixadas em solucéo de alcool a 70%!*°, para

posterior inclusdo em parafina.

4.7Histomorfometria

As coOrneas foram submetidas ao processamento histolégico de rotina,
inclusdo em parafina, cortadas por microtomia (4 ym) e, coradas pelo método de
hematoxilina/eosina (HE)'®. A andlise descritiva do material foi feita utilizando-se
microscépio de luz. As laminas foram numeradas de 1 a 45 e avaliadas por
patologistas veterinarios sem o conhecimento do tratamento e o tempo de avaliagdo
de cada animal.

O numero de camadas de células epiteliais da regido central e da borda da
Ulcera foi contado. A regido da ulcera foi fotografada e a espessura estromal medida
em trés pontos da regido central da mesma, obtendo-se a média das trés
mensuragdes; para tal procedimento foi utilizado o software de captura de imagens
Opton® acoplado ao microscopio Nikon E-200®.

A presenca de neoformacgdo vascular também foi avaliada e os vasos
presentes no estroma quantificados em escores (0) ausente, (1) 1 a 3 vasos, (2) 4
a 6 vasos, (3) 7 ou mais. Infiltrado inflamatdrio, necrose tecidual e edema corneal
foram avaliados em todos os cortes histolégicos e qualificados subjetivamente em:
(0) ausente; (1) leve; (2) moderado e (3) intenso. Por fim, a extenséo interna da
Ulcera foi classificada de acordo com a reepitelizagdo corneal, sendo classificadas
em (0) reepitelizagéo total da regido ulcerada, (1) reepitelizacdo de 3/4 a % da

13 Thiopentax®, Cristalia
1 Formol — solugdo 10%/ Industria Farmacéutica Riogquimica Ltda
15 Rialcool 70, Rioquimica Indstria Farmacéutica Ltda

16 Corantes Merck
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Ulcera, (2) reepitelizacdo inferior a 1/2 até 1/4 da Ulcera e (3) reepitelizagéo inferior
a 1/4 da ulcera.

4.8Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada no Laboratério de Imuno-histoquimica do
Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil, por meio do seguinte protocolo:

Cortes histologicos de 3um de espessura foram produzidos e depositados
em laminas carregadas!’ tratadas com solucdo adesiva'®. As laminas foram
colocadas em estufa a 60°C por 72 horas. Posteriormente, as amostras foram
desparafinizadas em xilol, reidratadas em concentragdes decrescentes de etanol e
lavadas em agua numa cuba. Em seguida, foram submetidos a recuperacdo de
epitopo induzida pelo calor (HIER) em micro-ondas, imersas em solugédo tampdao de
citrato (pH 7,0), durante 5 minutos em poténcia maxima, descansando em
temperatura ambiente por 5 minutos e sendo colocadas em micro-ondas por mais
5 minutos em poténcia maxima. O material, imerso em tampdo citrato, foi resfriado
em temperatura ambiente durante 1 hora.

Ato continuo, o material foi colocado em caixas para imuno-histoquimica e
lavado com Tris pH 7,0 (colocou-se a solugédo sobre a lamina e ap6s 5 minutos,
essa foi aspirada, sem que a lamina fosse removida da caixa), e gotejado o primeiro
frasco do kit de deteccdo baseado na tecnologia de polimeros, da Novolink!®; apés
10 minutos a solucdo foi aspirada e os cortes lavados com Tris, sendo
posteriormente gotejado o segundo frasco do kit Novolink, deixando a solu¢éo por
10 minutos, lavado com Tris, e incubados overnight com anticorpos primarios goat
para PCNA, MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-14 e TIMP-1?%°, diluidos em solucéo
diluente para anticorpos na razdo de 1:200. Os controles negativos foram
preparados substituindo-se os anticorpos primarios especificos por diluente de

anticorpo?! exclusivamente. Os cortes submetidos a imuno-histoguimica para as

17 Laminas carregadas Amitel, Amitel.

18 Vectabond®, Vector Laboratories.

19 Novolink Polymer DS

20 Anticorpo policlonal, IgG goat, Santa Cruz®
21 Novocastra®
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metaloproteinases foram novamente lavados com Tris pH 7,0 e entédo incubados
por 30 minutos com anticorpo secundario anti-goat??, diluido com diluente de
anticorpo na razdo de 1:200. Ja os submetidos a marcagdo para PCNA foram
lavados com Tris, gotejou-se o anticorpo secundario do Kit Novolink por 30 minutos,
lavados com Tris e gotejado o polimero do kit por mais 30 minutos. Posteriormente
todas as laminas foram lavadas com Tris, revelados com o cromégeno 3,3"-
diaminobenzidina (DAB) e contra-corados com hematoxilina de Harris.

Finalizada a etapa anterior, as laminas marcadas pelas MMP-1, MMP-2,
MMP-9, MMP-14, TIMP-1 e PCNA foram analisadas no microscépio biolégico
Olympus BX53®, com camera digital com 17MP(RGB), software MPC para captura
de imagens e medidas basicas. Para a avaliagdo quantitativa foram capturadas 5
imagens da borda da les@o e 5 imagens do centro da ulcera, no aumento de 40x,
gue foram analisadas no programa AvSoft-Bioview. A quantificacdo da marcacéo
imuno-histoquimica foi realizada em todas as imagens, mensurada em pixels
guadrado (unidade de area, fornecida pelo programa AvSoft-Bioview), obtendo-se
a média de cada regido (borda e centro da Ulcera). A analise qualitativa foi feita ao
microscoépio de luz, identificando a localizagdo das matriz metaloproteinases e de

seu inibidor no epitélio e/ou estroma corneal.

4.9Anélise estatistica

Para a andlise estatistica da espessura estromal foi utilizada a técnica de
analise de variancia para o modelo com dois fatores complementada com o teste
de comparacdes multiplas de Tukey. Para os demais resultados obtidos utilizou-se
a técnica da andlise de variancia ndo paramétrica para o modelo com dois fatores

complementada com o teste de Dunn (ZAR, 2009).

4.10 Camara de ética

Os procedimentos experimentais desenvolvidos seguiram as normas da
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) e foram submetidos
a Camara de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina

22 polyclonal Rabbit Anti-Goat Immunoglobulins/HRP, Dako
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Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu, protocolo numero
48/2011-CEUA.

5 RESULTADOS

5.1 Contagem de plaquetas

Os 15 animais pertencentes ao GR, apresentaram contagem de plaquetas
no sangue total variando de 262.600 a 462.075 plaquetas/uL, com média de
359.223 plaquetas/uL. No PRP, o numero de plaquetas por microlitro variou de
1.212.000 a 2.525.000, com média de 1.952.330. O aumento no numero de
plaquetas ficou entre 4,06 e 7,68 vezes, com média de 5,5 vezes.

5.2 Avaliacdo morfolégica

Apds quatro dias de tratamento, o grupo controle foi 0 que apresentou maior
quantidade de vasos no estroma, porém sem diferenca estatistica. Ja no M7, a
mediana do GC foi zero, enquanto no GP e no GR, foi respectivamente 2 e 1, porém,
ambos sem diferenca estatistica. Entretanto, no M30, o GR obteve maior

vascularizagao que o GC (p=<0,05) e foi similar ao GP (Tabela 2).

TABELA 2. Vascularizacdo corneal nos diferentes grupos e momentos,

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

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 0(0; 3) 1 (0; 3) 0 (0; 1) ab*
GR 0(0; 3) 2(0;3) 0(;2)b
GC 2(1;3) 0(0; 3) 0(0;0)a

* Letras mindsculas comparam os grupos dentro do mesmo momento, duas medianas seguidas de
uma mesma letra ndo diferem (p>0,05). GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma
Rico em Plaquetas e GC - Grupo Controle. Escores (0) ausente, (1) 1 a 3 vasos, (2) 4 a 6 vasos, (3)
7 ou mais
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O infiltrado inflamatdrio foi representado por linfécitos e neutroéfilos presentes
no estroma. Ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os diferentes
tratamentos no M4 e M7, apenas no M30, o tratamento com plasma pobre em
plaquetas proporcionou maior quantidade de células inflamatdrias infiltradas no
estroma corneal que o GC. Nao houve diferenca significativa entre os momentos

dentro do mesmo grupo (Tabela 3).

TABELA 3. Infiltrado inflamatério corneal nos diferentes grupos e momentos,

representado por mediana dos escores, seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 2(1;3) 2(1;3) 1(1;2)b*
GR 2(0;3) 1(0;2) 1(1;1)ab
GC 2(1;2) 1(0;1) 1(;1)a

* Letras mindsculas comparam os grupos dentro do mesmo momento, duas medianas seguidas de
uma mesma letra ndo diferem (p>0,05). GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma
Rico em Plaquetas e GC - Grupo Controle. Escores: (0) ausente, (1) leve, (2) moderado e (3) intenso.

FIGURA 7 — Fotomicrografia de corte histolégico da regido da borda da Ulcera de
cornea de coelho do Grupo Plasma Rico em Plaquetas, ap6s 4 dias do
procedimento cirdrgico. Observar a reepitelizacdo, a presenca de infiltrado
inflamatorio escore 2 (seta maior), e a neoformagéo vascular escore 3 (seta menor).
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Na avaliacdo morfoldgica da extensao da Ulcera de cérnea nédo foi constatada
diferenca estatistica entre os grupos e momentos de avaliacdo (Tabela 4), assim
como no edema (Tabela 5) e necrose corneal (Tabela 6).

TABELA 4. Ulcera corneal nos diferentes grupos e momentos, representada por

mediana dos escores, seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 1 (0; 3) 2(0;3) 0(0; 1)
GR 0(0; 3) 0(0; 3) 0 (0; 0)
GC 0(0; 3) 0 (0; 0) 0(0; 0)

GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC - Grupo
Controle; (p>0,05). Escores: (0) reepitelizacéo total da regido ulcerada, (1) reepitelizacdo de 3/4 a %

da Ulcera, (2) reepitelizacao inferior a 1/2 até 1/4 da Ulcera e (3) reepitelizacéo inferior a 1/4 da Ulcera

TABELA 5. Edema corneal nos diferentes grupos e momentos, representada por

mediana dos escores, seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 1(1;2) 2(1;3) 2(1;2)
GR 1(0; 3) 2 (0; 3) 1(1;1)
GC 1(1; 2 1(1; 2 0 (0; 3)

GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC - Grupo

Controle; (p>0,05). Escores: (0) ausente, (1) leve, (2) moderado e (3) intenso.
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TABELA 6. Necrose corneal nos diferentes grupos e momentos, representada por

mediana dos escores, seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagédo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 2 (0; 2) 2 (1;2) 2 (1;3)
GR 2(0;3) 2(0;3) 1(0;1)
GC 1(0; 2) 1(0; 2) 0 (0; 3)

GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC - Grupo
Controle; (p>0,05). Escores: (0) ausente, (1) leve, (2) moderado e (3) intenso.

FIGURA 8 — Fotomicrografia de corte histolégico da regido central da Ulcera de
cornea de coelho do Grupo Plasma Rico em Plaquetas, ap6s 4 dias do
procedimento cirargico. Observar a auséncia de epitélio (seta) e a necrose (cabeca

de seta) apenas da por¢éo superficial do estroma.



41

FIGURA 9 — Fotomicrografia de corte histolégico da regido da borda da Ulcera de
coérnea de coelho do Grupo Controle, apds 4 dias do procedimento cirdrgico.
Observar a reepitelizacdo, necrose escore 2 (seta menor) e edema escore 2 (seta

maior).

No ultimo momento de avaliagdo (M30) o GR apresentou maior numero de
células epiteliais presentes na borda da Ulcera de cérnea que o GP e ndo
apresentou diferencas estatisticas quando comparado ao GC; que por sua vez
obteve maior nimero de células na borda da lesdo no M7 que no M30, sendo estes
semelhantes ao primeiro dia de avaliagdo (M4) (Tabela 7). Quando analisada a
quantidade de células epiteliais no centro da lesdo, ndo observou-se diferencas

significativas entre os grupos e momentos (Tabela 8).
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TABELA 7. Numero de camadas de células epiteliais presentes na borda da leséao
corneal nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana, seguida por

valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 5 (4; 8) 8 (4; 15) 4(1;12) a
GR 6 (3; 10) 5(4;12) 6(5;8Db
GC 6 (3; 8) AB* 10 (7;11) B 5(4;8)Aab

* Letras mailsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo. Letras mindsculas comparam
0s grupos dentro do mesmo momento, duas medianas seguidas de uma mesma letra ndo diferem
(p>0,05). GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC -

Grupo Controle

TABELA 8. Numero de camadas de células epiteliais presentes no centro da leséao
corneal nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana, seguida por

valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 0(0; 2) 0(0; 4) 1(0;1)
GR 1(0; 2) 1(0; 2) 2(1;3)
GC 1 (0; 3) 4 (2; 6) 4 (1; 4)

GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC - Grupo
Controle; (p>0,05).

O GR apresentou menor média de espessura estromal em todos os
momentos de avaliagdo, porém sem diferencas significativas para o GP e 0 GC. Na
comparacao entre os momentos, também néo se observou diferengas estatisticas.
(Tabela 9)
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TABELA 9. Espessura do estroma corneal (um) nos diferentes grupos e momentos,

representada por média, seguida por desvio padrao.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 343,59 (57,45) 383,86 (61,21) 351,86 (37,10)
GR 239,47 (35,38) 233,27 (40,22) 200,14 (26,91)
GC 357,07 (74,86) 411,03 (72,99) 354,40 (16,10)

GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC - Grupo
Controle; (p>0,05).

5.3 Avaliagdo imuno-histoquimica

A marcacao imuno-histoquimica para PCNA evidenciou as células epiteliais
e estromais que encontravam-se em mitose celular na ocasido da avaliagcao dos
animais. Quando analisada a marcagdo na borda da Ulcera corneal ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos e momentos de avaliagéo
(Tabela 10). Porém, quando verificado o centro da leséo, o grupo GR apresentou
proliferacao celular significativamente maior no M4 que nos demais momentos de

avaliacdo (Tabela 11).

TABELA 10. Marcacado imuno-histoquimica para PCNA (em pixels?) da borda da
lesdo corneal, nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana,

seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 5290,97 2088,79 442,32
(3297,11; 6657,41) (754,90; 3201,39) (0,00; 4144,37)
GR 1912,85 0,00 0,00
(1245,05; 2930,72) (0,00; 4011,09) (0,00; 1893,88)
GC 1492,72 1867,39 552,45

(934,85; 1669,72)  (996,75; 2218,00)  (393,50; 1956,09)

GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC - Grupo
Controle; (p>0,05).
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TABELA 11. Marcacdo imuno-histoquimica para PCNA (em pixels?) do centro da
lesdo corneal, nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana,

seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 2552,72 993,72 442,32
(648,05; 4457,38) (993,72; 993,72) (0,00; 4144,37)
GR 522,64 0,00 0,00
(0,00; 1045,28) B* (0,00; 0,00) A (0,00; 0,00) A
GC 956,79 1867,39 1338,13

(934,85; 978,72) (996,75; 2067,88)  (552,45; 1616,82)

* Letras mailsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo, duas medianas seguidas de

uma mesma letra ndo diferem (p>0,05). GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma

Rico em Plaquetas e GC - Grupo Controle

FIGURA 10 - Corte histologico submetido a imuno-histoquimica para PCNA, da
regido do centro da Ulcera de coérnea de coelho do Grupo Plasma Rico em
Plaguetas, apos 4 dias do procedimento cirdrgico. Observar os nucleos das células
epiteliais (seta) e estromais (cabeca de seta) imunomarcados para proliferacao

celular, indicando as células em processo de mitose (obj. 400x).

Nos animais tratados com PPP, a MMP1 localizou-se apenas no estroma de

borda e centro, em todos os momentos. Entretanto, tanto no GR quanto no GC, a
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MMP1 foi observada em epitélio e estroma de todas as regibes da ulcera, nos
diversos momentos.

A marcacdo imuno-histoquimica para a colagenase MMP1 na borda da
Ulcera foi significativamente maior no GP que nos demais grupos no M4; enquanto
no M30, o GP apresentou menor marcacao que o GR e ambos n&o apresentaram
diferenca em relagéo ao GC. No primeiro momento de avaliagdo do GP, notou-se
maior presenca significativa de MMP1 que no ultimo momento de avaliagéo;
enquanto os animais do GC apresentaram mais marcagao no M4 que no M7 (Tabela
12).

TABELA 12. Marcacado imuno-histoquimica para MMP1 (em pixels?) da borda da
lesdo corneal, nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana,

seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 1341,71 320,04 0,00
(865,42; 2555,41)Bb*  (54,47; 1965,70)AB (0,00; 18,18)Aa
GR 436,93 697,85 0,00
(0,00; 1468,25)a (0,00; 2352,63) (0,00; 1511,51)b
GC 486,79 0,00 0,00
(196,64; 3190,45)Ba (0,00; 0,00)A (0,00; 125,70)ABab

* Letras mailsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo. Letras mindsculas comparam
0s grupos dentro do mesmo momento, duas medianas seguidas de uma mesma letra ndo diferem
(p>0,05). GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC -
Grupo Controle

Na andlise imuno-histoquimica para MMP1 no centro da leséo, a marcacéo,
no M30, do grupo tratado com PRP foi significativamente maior que no GP e estes
dois grupos similares ao GC. O grupo tratado com PPP apresentou maior
concentragdo de MMP1 no primeiro momento de avaliagdo que no M30; enquanto
0 GC obteve maiores valores no primeiro momento que no M7, comprovados

estatisticamente (Tabela 13).
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TABELA 13. Marcacao imuno-histoquimica para MMP1 (em pixels?) do centro da
lesdo corneal, nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana,

seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 802,62 260,15 0,00
(782,67, 889,58)B*  (60,28; 3674,17)AB (0,00; 18,18)Aa
GR 220,19 564,70 0,00
(0,00; 705,21) (211,44; 762,58) (0,00; 1001,56)b
GC 429,11 0,00 0,00
(168,95; 2642,15)B (0,00; 0,00)A (0,00; 125,70)ABab

* Letras mailsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo. Letras mindsculas comparam
0s grupos dentro do mesmo momento, duas medianas seguidas de uma mesma letra ndo diferem
(p>0,05). GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC -
Grupo Controle

A B

FIGURA 11 - Corte histolégico submetido a imuno-histoquimica para MMP1, da

regido da borda (A) e do centro (B) da lesédo de cornea de coelho do Grupo Plasma
Rico, apos 4 dias do procedimento cirtrgico. Observar a discreta marcacao tanto
em epitélio quanto em estroma corneal (setas) (obj. 400x).
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Quando presente, a MMP2 foi encontrada no epitélio e estroma, da borda e
do centro, da maioria dos animais avaliados, em todos 0s grupos e momentos.

Na borda da Ulcera de cornea dos coelhos do GP, a gelatinase A (MMP2)
apresentou-se em maior concentragdo, no M7, que nos animais do grupo tratado
com PRP, e ambos ndo apresentaram diferenca estatistica do GC (Tabela 14).

TABELA 14. Marcacado imuno-histoquimica para MMP2 (em pixels?) da borda da
lesdo corneal, nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana,

seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 92,12 174,40 0,00
(3,16; 348,50) (111,43; 303,78)b* (0,00; 55,56)
GR 66,11 31,59 0,00
(42,18; 163,30) (9,97; 72,70)a (0,00; 7,97)
GC 41,95 102,08 36,35
(6,13; 50,46) (32,28; 918,41)ab (0,00; 59,45)

* Letras mindsculas comparam os grupos dentro do mesmo momento, duas medianas seguidas de
uma mesma letra ndo diferem (p>0,05). GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma

Rico em Plaquetas e GC - Grupo Controle

Na andlise estatistica da marcac¢ao imuno-histoquimica para MMP2 no centro
da leséao foram observadas diversas diferencas significativas. Os grupos GP e GR
obtiveram maior concentracdo de MMP2 que o GC no primeiro momento de
avaliacdo. Ja no M7, o GP apresentou maior mediana que o GR e GC. Quando
comparados os momentos de avaliagdo dentro do mesmo grupo, o GP apresentou
aumento de MMP2 no M7 em relagcdo ao M30, porém néo diferenciou do M4. Em
contrapartida, o GR apresentou maior quantidade de MMP2 no primeiro momento
de avaliacédo que no M30 (Tabela 15).
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TABELA 15. Marcacao imuno-histoquimica para MMP2 (em pixels?) do centro da
lesdo corneal, nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana,

seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias

GP 78,38 208,32 0,00
(68,03; 235,53)ABb*  (92,33; 1403,37)Bb (0,00; 55,56)A

GR 69,71 50,00 0,00
(45,94, 138,74)Bb (26,30; 54,60)ABa (0,00; 24,96)A

GC 37,50 26,76 12,50
(7,28; 38,80)a (7,82; 42,10)a (0,00; 36,35)

* Letras mailsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo. Letras mindsculas comparam
0s grupos dentro do mesmo momento, duas medianas seguidas de uma mesma letra ndo diferem
(p>0,05). GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC -
Grupo Controle
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FIGURA 12 - Corte histolégico submetido a imuno-histoquimica para MMP2, da
regido da borda (A) e do centro (B) da lesédo de cornea de coelho do Grupo Plasma
Pobre em Plaquetas, ap0s 7 dias do procedimento cirdrgico. Observar a marcacao
tanto em epitélio e estroma de borda; e em estroma corneal de centro (setas) (obj.
400Kx).
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A MMP9 também apresentou-se em toda a extensdo da Ulcera corneal,
localizando-se tanto em epitélio quanto em estroma, nos diferentes grupos e
momentos.

O GP apresentou maior concentracéo de gelatinase B (MMP9) na borda da
Ulcera nos dois primeiros momentos de avaliacdo que no M30, comprovado
estatisticamente (Tabela 16). Entretanto, no centro da lesdo, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos e os momentos (Tabela 17).

TABELA 16. Marcacado imuno-histoquimica para MMP9 (em pixels?) da borda da
lesdo corneal, nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana,

seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 60,30 99,56 0,00
(43,65; 136,11)B* (89,06; 104,98)B (0,00; 3,53)A
GR 29,00 6,59 0,00
(3,20; 445,15) (0,00; 13,88) (0,00; 0,00)
GC 14,71 11,43 0,00
(13,07; 39,64) (0,00; 20,30) (0,00; 0,00)

* Letras mailsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo, duas medianas seguidas de
uma mesma letra ndo diferem (p>0,05). GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma

Rico em Plaquetas e GC - Grupo Controle
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TABELA 17. Marcacao imuno-histoquimica para MMP9 (em pixels?) do centro da
lesdo corneal, nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana,

seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 32,23 90,84 0,00
(23,69; 201,32) (11,80; 100,69) (0,00; 0,69)
GR 46,98 4,06 0,00
(10,89; 342,83) (0,00; 28,99) (0,00; 0,00)
GC 15,87 0,00 0,00
(7,57; 20,91) (0,00; 14,30) (0,00; 0,00)

* GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC - Grupo
Controle; (p>0,05).

P, B

FIGURA 13 - Corte histolégico submetido a imuno-histoquimica para MMP9, da
regido da borda (A) e do centro (B) da lesédo de cornea de coelho do Grupo Plasma
Pobre em Plaquetas, apds 7 dias do procedimento cirdrgico. Notar a intensa
marcacdo em epitélio de borda, moderada marcacdo em estroma de borda e
presenca discreta de MMP9 em estroma corneal de centro (setas) (obj. 400x).

A MMP14 estava ausente na maioria dos cortes histolégicos avaliados,
sendo encontrada apenas em trés animais do GP, um do GR e um do GC. Quando

presente localizou-se tanto em epitélio quanto em estroma, de borda e centro da
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lesdo. Na andlise estatistica ndo apresentou diferencas significativas entre os

grupos e momentos (Tabelas 18 e 19).

TABELA 18. Marcagéo imuno-histoquimica para MMP14 (em pixels?) da borda da
lesdo corneal, nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana,

seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 0,00 0,00 0,00
(0,00; 11,86) (0,00; 122,10) (0,00; 0,00)
GR 0,00 0,00 0,00
(0,00; 0,00) (0,00; 17,02) (0,00; 0,00)
GC 0,00 0,00 0,00
(0,005 15,72) (0,00; 0,00) (0,00; 0,00)

* GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC - Grupo
Controle; (p>0,05).

TABELA 19. Marcacao imuno-histoquimica para MMP14 (em pixels?) do centro da
lesdo corneal, nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana,

seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 0,00 0,00 0,00
(0,00; 50,54) (0,00; 431,18) (0,00; 0,00)
GR 0,00 0,00 0,00
(0,00; 0,00) (0,00; 4,98) (0,00; 0,00)
GC 0,00 0,00 0,00
(0,00; 17,79) (0,00; 0,00) (0,00; 0,00)

* GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC - Grupo
Controle; (p>0,05).
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A B

FIGURA 14 - Corte histoldégico submetido a imuno-histoquimica para MMP14, da

regido da borda (A) e do centro (B) da Ulcera de cérnea de coelho do Grupo Plasma
Rico em Plaquetas, apés 7 dias do procedimento cirdrgico. Notar a discreta
marcacao em epitélio de borda e estroma corneal de centro (setas) (obj. 400x).

Quando presente, o inibidor de matriz metaloproteinase TIMP1 apresentou-
se na superficie epitelial dos animais avaliados e em alguns cortes histolégicos a
sua presenca foi observada também em estroma. No M4, dois animais do GP e um
do GR apresentaram marcagao para TIMP1 no estroma tanto do centro quanto da
borda da lesdo, enquanto um animal do GC foi positivo no estroma do centro.
Porém, no M7 apenas coelhos do GP apresentaram marcagdo em estroma, num
total de quatro animais. No M30, o TIMP1 n&o foi localizado em estroma corneal.

Na avaliagdo da borda da lesdo, a concentragcdao de TIMP1 no GP foi
significativamente maior no primeiro momento de avaliacdo que no ultimo, e ndo
apresentou diferenca do M7 (Tabela 20). No centro e borda da les&o, considerando
a comparacao entre grupos, a presenca de TIMP1 foi semelhante nos diferentes
grupos e momentos (Tabela 21).
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TABELA 20. Marcacdo imuno-histoquimica para TIMP1 (em pixels?) da borda da
lesdo corneal, nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana,

seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 2438,14 818,34 510,56
(720,24, 2647,76)B* (680,44; 1661,22)AB (0,00; 562,79)A
GR 1031,47 227,78 0,00
(433,86; 2474,12) (0,00; 1732,16) (0,00; 851,09)
GC 1714,75 865,50 913,90
(832,37; 3712,29) (367,37; 1075,19) (0,00; 1543,49)

* Letras mailsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo, duas medianas seguidas de
uma mesma letra ndo diferem (p>0,05). GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma

Rico em Plaquetas e GC - Grupo Controle

TABELA 21. Marcacao imuno-histoquimica para TIMP1 (em pixels?) do centro da
lesdo corneal, nos diferentes grupos e momentos, representada por mediana,

seguida por valor minimo e maximo.

Momento de avaliagéo

Grupo (M4) 4 dias (M7) 7 dias (M30) 30 dias
GP 933,84 480,26 562,79
(147,40; 1401,07) (178,31; 2557,25) (0,00; 756,83)
GR 776,61 330,09 0,00
(730,90; 1059,08) (0,00; 1165,61) (0,00; 443,75)
GC 1902,89 1208,26 867,34
(1357,89; 2394,51) (1144,68; 2380,95) (0,00; 913,90)

* GP - Grupo Plasma Pobre em Plaquetas, GR - Grupo Plasma Rico em Plaquetas e GC - Grupo
Controle; (p>0,05).
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FIGURA 15 - Corte histologico submetido a imuno-histoquimica para TIMP1, da

regido da borda (A) e do centro (B) da Ulcera de cérnea de coelho do Grupo Plasma
Pobre em Plaquetas, ap0s 4 dias do procedimento cirdrgico. Observar a marcacao
principalmente em superficie de epitélio tanto de borda quanto de centro, e em

estroma corneal de centro (setas) (obj. 400x).

6 DISCUSSAO

A cérnea é um dos constituintes da superficie ocular, sendo responsavel pela
refracdo da luz. Por estar exposta ao meio ambiente é muito suscetivel a lesdes, e
consequentemente a Ulcera de cérnea apresenta-se como uma das doencas
oculares mais comuns. Devido a sua estrutura relativamente simples e avascular, a
resposta patologica da cérnea a qualquer leséo € limitada e, face & necessidade de
manutencgao da transparéncia, muitas afec¢cdes podem causar opacificacao e perda
de visdo (GILGER et al., 2007). Muitas pesquisas visam acelerar a reparagao
corneal, sem que cicatrizes se formem e comprometam a acuidade visual. Nesse
contexto, o colirio de plasma rico em plaquetas (PRP) surgiu como um tratamento
promissor e acessivel, por ser autélogo e de baixo custo.

O PRP é um produto derivado do sangue, que apresenta altas concentracdes
de fatores de crescimento e tem demonstrado capacidade em acelerar a
cicatrizacdo e promover a regeneracao tecidual. Estudos clinicos com o uso de PRP

em Ulceras refratarias ao tratamento convencional em humanos demonstraram a
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reducio do tempo de cicatrizagdo (ALIO et al., 2012). Entretanto, na oftalmologia
veterinéria poucos estudos clinicos e imuno-histoquimicos séo encontrados, assim
como o mecanismo de acdo do PRP no epitélio e estroma durante a reparacao
corneal ainda é pouco esclarecido. No presente trabalho, objetivou-se estudar a
acdo do PRP tanto no estroma quanto no epitélio por meio da analise morfoldgica
e imuno-histoquimica para PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) e
metaloproteinases (MMP), visando a compreensao da sua agéo sobre a proliferacéo
celular e sobre algumas MMPs responsaveis pela reparacédo e remodelamento da
cornea.

Para a obtengdo do PRP em coelhos se utilizou protocolo com duas
centrifugacgOes refrigeradas, como descrito por Donatti et al. (2013) e diferente de
Alié et al. (2012) que utilizaram apenas uma centrifugacdo, em humanos. O
incremento plaquetério obtido variou de 4,06 a 7,68 vezes, com média de 5,5 vezes,
atingindo a concentracéo necessaria para a resposta celular adequada ao PRP, que
segundo Marx (2004) inicia-se quando h& um aumento no numero basal de
plaquetas de quatro a cinco vezes. Froum et al. (2002) defenderam que o aumento
na concentracdo de plaquetas no PRP pode variar de trés a oito vezes, enquanto
Alié et al. (2012) referiram boa resposta terapéutica com concentracdes de 1,6 a 2,5
vezes a quantidade basal de plaquetas, assim como Kim et al. (2012) que obtiveram
altas concentracdes dos fatores de crescimento EGF e TGF- e boa resposta
terapéutica com incremento plaquetario de apenas 1,5 vezes.

A ceratite ulcerativa € caracterizada por lesGes erosivas superficiais ou
profundas na cérnea com perda do epitélio e exposi¢céo do estroma (GILGER et al.,
2007). Para a obtencao de ulceras de cornea profundas, foi utilizado um trépano a
vacuo de 6mm de diametro e profundidade de 0,25mm, permitindo que as lesées
de todos os animais apresentassem a mesma profundidade e extensao, o que nao
€ possivel em estudos clinicos.

Nos cortes histolégicos avaliados, todas as cérneas apresentavam o estroma
lesionado, com variacdo da sua celularidade, representada por ceratocitos,
fibrécitos e células inflamatérias, constituidas por neutréfilos e linfocitos. Alguns
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animais apresentaram predominio de neutroéfilos, outros de linfocitos e alguns de
ambos, porém ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos.

Quando ocorre a perda do epitélio, a por¢do aquosa do filme lacrimal penetra
no estroma, promovendo tumefacdo, até que nova camada de epitélio recubra a
area lesada e o equilibrio de fluido seja restaurado (MAGGS et al., 2013), o0 que
justifica a presenca de edema estromal em todas corneas em que a Ulcera estava
presente.

Em defeitos estromais profundos, além do edema corneal, ocorre infiltracéo
de neutrofilos provenientes do filme lacrimal, e, posteriormente, vascularizacéo
(GILGER et al., 2007), como pbde ser verificado na maioria os animais do presente
estudo. Também foi observado necrose em areas do estroma de alguns animais,
entretanto ndo foram verificadas diferencas estatisticas quanto ao edema e necrose
da cérnea entre os tratamentos. J4 o infiltrado inflamatério foi maior nos animais
tratados com PPP que no GC apds 30 dias da inducdo da ulcera de cornea.
Segundo Gan et al. (1999), a presenca de leucdcitos, especialmente na fase inicial
do processo de reparacdo, pode favorecer a proliferagdo celular, diminuindo o
tempo de cicatrizacdo da Ulcera. Entretanto, no GP observou-se aumento da
quantidade de leucocitos em relagcdo ao GC no processo final da cicatrizagéo, o que
pode denotar retardo na cicatrizagdo corneal, porém a diferenca, embora
significativa, foi pequena ja que os dois grupos apresentaram medianas iguais, e a
reparacao tecidual ndo foi comprometida, como verificado na andlise estatistica do
tamanho da ulcera.

No ultimo momento de avaliacdo, os animais que receberam colirio de
plasma rico em plaquetas apresentaram mais vascularizagdo estromal que o0s
animais que receberam apenas colirio lubrificante. Provavelmente o aumento na
guantidade de vasos presentes no estroma ocorreu pelo efeito dos fatores de
crescimento presentes no PRP, dentre eles o VEGF (FRECHETTE et al., 2005;
WANG,; AVILA, 2007) que é o principal mediador do processo de vascularizacao,
favorecendo a cicatrizacdo da cornea (SUN et al., 2013).

As bordas de todas as Ulceras estavam reativas, apresentando aumento de

células epiteliais, que se encontravam desorganizadas e migrando em direcdo ao
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centro da Ulcera, o que corrobora o descrito por Gilger et al. (2007), que relataram
grande capacidade regenerativa do epitélio, ja que apés ser lesionado, suas células
epiteliais perdem seus hemidesmossomos, entram em mitose e deslizam em
direcao ao centro da leséo, preenchendo o defeito.

No ultimo momento de avaliagdo os animais do GR apresentaram maior
guantidade de células epiteliais na borda da ulcera que o GP, evidenciando o efeito
dos fatores de crescimento presentes nas plaguetas que séo liberados logo apos a
sua ativacao e agem de forma imediata e prolongada, promovendo efeito duradouro
da sua acdo (ALIO et al., 2012). No PRP s&o descritos trés isdbmeros do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFaa, PDGFBB, PDGFaf), dois fatores de
crescimento transformador-p (TGFB1 e TGFB2), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF) (MARX, 2004; WANG; AVILA, 2007), fator de
crescimento dos fibroblastos (FGF), (FLORYAN; BERGHOFF, 2004) e fator
plaquetario 4 (PF-4) (SANCHEZ et al.,, 2003; ALIO et al., 2007a), que sio
fundamentais no processo de cicatrizagao corneal (REINACH; POKORNY, 2008).
A acéo imediata desses fatores pode ser observada no centro da les&o dos animais
tratados com PRP, em que se verificou maior expressao de PCNA no M4 que nos
demais momentos. O PCNA é uma proteina expressa durante a mitose celular
(MILLER et al., 2010) e sua imunomarcacdo tem sido utilizada em diversas
pesquisas de proliferacdo celular em cérneas humanas e de animais (GAN et al.,
1999).

O numero de células epiteliais no centro da ulcera foi semelhante nos
diferentes grupos, assim como a extensao da Ulcera e a espessura estromal.
Embora, o GR tenha apresentado melhor proliferagdo celular na borda que o GP,
considerando os momentos, a migracao celular em dire¢cdo ao centro da leséo foi
similar entre 0s grupos, ja que tanto a extensao quanto a profundidade da Ulcera,
assim como a reepitelizagéao central nao diferiram entre os diferentes tratamentos.

Quando a cornea é lesionada, multiplos sistemas séo ativados, produzindo
uma série de processos celulares complexos e coordenados que resultam na sua

completa reparacdo. Esta envolve uma série de proteinases e seus inibidores,
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fatores de crescimento e citocinas (OLLIVIER et al., 2007). Uma das principais
proteinases presentes na cornea sdo as matriz metaloproteinases (MMPs) (GILGER
et al., 2007), que tém sido relacionadas a ulceras corneais (SIVAK; FINI, 2002) e
tém a sua expressao e atuacao influenciadas por fatores de crescimento secretados
pelas plaguetas (GILGER et al., 2007; WANG; AVILA, 2007), encontrados em maior
concentracdo no plasma rico em plaquetas (ALIO et al., 2007a). No presente estudo,
por meio de imuno-histoquimica, péde-se observar a presenca das MMPs 1, 2,9 e
14, além de um dos seus inibidores, TIMP1, durante o processo de reparagdo das
Ulceras corneais induzidas.

As MMPs foram localizadas na maioria dos cortes histolégicos em que a
Ulcera nao continha células epiteliais no centro e também em animais que
apresentavam a coOrnea totalmente reepitelizada, confirmando o seu papel
fundamental no processo de reparacdo tecidual, principalmente na sintese e
remodelacdo estromal, corroborando Ollivier et al. (2007) que descreveram a
importancia das MMPs na reparacao corneal.

A MMPL1 foi a matriz metaloproteinase que apresentou os maiores indices de
marcacdo imuno-histoquimica, tendo a sua presenca apenas no estroma dos
animais do GP enquanto nos demais grupos pbéde ser observada tanto no epitélio
guanto no estroma, indicando que o tratamento com PPP provavelmente influenciou
a sua acao no epitélio, inibindo-a, ja que substancias como citocinas e fatores de
crescimento presentes no plasma (ALIO et al., 2012) podem induzir ou inibir a
producéo de MMPs (SIVAK; FINI, 2002).

No primeiro momento de avaliagdo os animais tratados com plasma pobre
em plaquetas apresentaram maior expressdo de MMP1 que os do GR e GC, com
diminuic&o significativa da sua presenca apos 30 dias da inducdo da ulcera. O GC
também apresentou maior quantidade dessa colagenase no M4 que no M7. Ja o
PRP foi o Unico tratamento capaz de proporcionar niveis de MMP1 similares durante
todo o processo de cicatrizacdo, o que pode favorecer a reparacgao tecidual, pois o
reparo da matriz extracelular requer um balangco coordenado de sintese,

degradacéao e remodelacdo estromal, enquanto a alta expressao de proteinases
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provoca degradacdo patoldgica do coladgeno estromal e das proteoglicanas
(OLLIVIER et al., 2007).

A MMP2 é umas das principais enzimas envolvidas na degradacdo e
remodelacdo do coldgeno estromal, estando presente em cérneas saudaveis e
ulceradas (GILGER et al., 2007). No primeiro momento de avaliacdo a marcacao
para MMP2 no centro da lesao foi significativamente maior nos grupos GP e GR
gue no controle, indicando um efeito positivo do plasma rico e pobre em plaquetas
na expressdo de MMP2. No segundo momento, apenas o GP manteve altas
guantidades significativas dessa enzima tanto na borda quanto no centro, quando
comparado ao GR, e na regido central quando comparado ao GC. No centro da
les&o, os animais tratados com PPP também apresentaram maior marcagéo no M7
gue no M30, enquanto o0 GR demonstrou maior marcagcao no M4 que no M30. Os
resultados obtidos indicam que tanto o PRP quanto o PPP promovem estimulo na
producdo e liberagdo de MMP2 nos primeiros dias da reparagéo corneal, acelerando
a degradacdo do coldgeno estromal danificado. Porém com a evolugdo da
cicatrizacdo, os niveis de MMP2 diminuiram primeiro nas cérneas que receberam o
plasma rico em plaguetas, sugerindo que a fase de desbridamento da lesao foi mais
rapida no GR que no GP.

A MMP9 é tdo importante quanto a MMP2 na reparacdo corneal, entretanto
s6 pode ser visualizada em cérneas ulceradas (GILGER et al., 2007). Assim como
Ollivier (2004) em equinos e Kallberg et al. (2004) em cées, também observou-se a
presenca de MMP2 e 9 tanto no epitélio quanto no estroma corneal dos coelhos
submetidos ao estudo.

A gelatinase B (MMP9) é a primeira MMP a ser sintetizada e secretada por
células epiteliais apés lesédo corneal, sendo detectado um rapido aumento logo ap6s
a leséo e declinio ap6s poucas semanas (SIVAK; FINI, 2002), como observado no
presente estudo, em que apds 4 dias da indugcdo da Ulcera todos os animais
expressaram a MMP9, enquanto no M7 alguns ndo apresentaram marcagao e no
M30 a maioria foi negativa para essa enzima. No GP esse padrdo de expressao
ficou bastante evidente, pois 0s animais do M4 e M7 apresentaram quantidades

significativamente maiores de MMP9 que os do M30. A expressao de MMP9 é
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associada a degradacdo da membrana basal e 0 seu desaparecimento coincide
com a reabsor¢do da matriz proviséria e com a restauragdo dos complexos de
adesdo (MATSUBARA et al., 1991a; MATSUBARA et al., 1991hb)

As matriz metaloproteinases tipo membrana (MT-MMPSs) estdo associadas
as membranas celulares e tém fungbes importantes na sinalizagdo celular e
protedlises pericelulares. A MT1-MMP (MMP14) é a melhor caracterizada, e uma
das responsaveis pela ativacdo da MMP2 (FILLMORE et al., 2001). Ye et al. (2000)
defenderam a presenca de MMP14 tanto em cérneas saudaveis quanto em
ulceradas de ratos, e Sakimoto et al. (2004) relataram o aumento de MMP14 em
cérneas humanas ulceradas. Entretanto no presente estudo com coelhos, a MMP14
nao foi expressa na maioria dos animais, ndo apresentando resultados significativos
independente do tratamento, indicando uma possivel menor importancia na
cicatrizagédo corneal e na ativagdo da MMP2 em coelhos.

Os inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) estdo presentes no meio
extracelular e ttm a capacidade de ligarem-se ao sitio ativo das MMPs, inativando-
as (BREW et al., 2000). Além da fungéo de inibir as MMPs, tém papel importante no
crescimento celular, diferenciacdo e apoptose (SIVAK; FINI, 2002), como foi
observado nos animais de todos os grupos, em que o TIMP1 apresentou-se na
grande maioria dos cortes histoldgicos avaliados, localizando-se principalmente na
superficie do epitélio e, em alguns animais com Uulcera, também no estroma,
comprovando a sua fungdo na homeostase corneal, assim como sua importancia
no controle da atividade proteolitica das MMPs, favorecendo a reparacgdo corneal e
a manutencao de corneas saudaveis.

O grupo tratado com plasma pobre em plaquetas apresentou maior
expressao de TIMP-1 no M4 que no M30. Esse aumento ocorreu pela necessidade
do controle da atividade das MMPs 1, 2 e 9 que estavam em maior quantidade no
primeiro momento de avaliagdo que no ultimo, permitindo a reparacao corneal sem
gue ocorresse a degradacao excessiva do estroma corneal.

O PRP é o unico produto disponivel que contém altos niveis de diversos
fatores de crescimento e vitaminas que favorecem a cicatrizagéo corneal (ALIO et

al., 2007a). O uso do PRP, assim como do PPP, no tratamento de Ulceras corneais
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influenciou a expressdo de matriz metaloproteinases, quando comparado aos
animais que receberam apenas colirio lubrificante. Essa diferenca se deu
possivelmente pela acdo dos fatores de crescimento e proteinas bioativas do
sangue encontradas no PPP e, em maior quantidade, no PRP (ALIO et al., 2012).
Sabe-se que as matriz metaloproteinases sao fundamentais no processo de
reparacao corneal, entretanto um desequilibrio na quantidade de MMPs produzidas
e a sua inibicdo pode provocar Ulceras persistentes (OLLIVIER et al., 2007). No
presente estudo, ndo foram observadas diferencas significativas na extensao e
profundidade da ulcera entre os grupos, ndo sendo possivel estabelecer se essa
alteracao na expressao de MMPs provocadas pelo tratamento com PPP e PRP foi
benéfica ou prejudicial & cicatrizagdo corneal. Sendo assim, mais estudos sdo
necessarios e devem ser estimulados para a compreensao da acdo do PRP sobre
as células e constituintes da matriz extracelular durante o processo de reparagéo

tecidual.

7 CONCLUSOES

Nas condi¢cOes experimentais em que o projeto foi desenvolvido, pode se
concluir que:

- No periodo final de avaliacéo, o tratamento a base de colirio de plasma rico
em plaquetas (PRP) promove aumento na vasculariza¢do corneal e no numero de
células epiteliais na regido da borda da Ulcera, em comparacdo aos tratamentos
utilizando-se lubrificantes e plasma pobre em plaquetas(PPP), respectivamente. O
tratamento a base de PPP induz a maior infiltrado inflamatorio que a utilizagdo de
lubrificantes.

- O PRP estimula a proliferacao celular na fase inicial do tratamento (4 dias),
guando comparado aos outros momentos de avaliacdo, diferente dos demais
tratamentos.

- As matriz metaloproteinases 1, 2, 9 e 14 sdo observadas no epitélio e
estroma de Ulceras de cornea em processo de cicatrizagdo, exceto nos animais
tratados com PPP que expressaram a MMP1 apenas no estroma. O inibidor de

matriz metaloproteinases (TIMP1) é verificado principalmente na superficie epitelial.
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- O tratamento a base de PPP induz a maior expressao de MMP1 na borda
da ulcera, no periodo inicial de tratamento (4 dias) em relacdo aos demais
tratamentos. Entretanto, no ultimo momento (30 dias), o tratamento a base de PRP
induziu a maior expressao no centro e na borda que o PPP.

- Considerando a expressédo de MMP2 no centro da leséo, a qual tem funcéo
de manutencdo da cornea saudéavel, sendo localmente ativada para degradar
moléculas de colageno danificadas, no periodo inicial (4 dias), verifica-se indices
maiores nos animais que recebem colirio de PRP e PPP, enquanto apés 7 dias os
animais que receberam colirio a base de PRP e lubrificante apresentaram menor
expressao que os que receberam o PPP.

- O colirio de plasma pobre em plaguetas promove aumento de MMP1 na
borda e centro, MMP2 no centro e MMP9 na borda, além de TIMP1 na borda no
primeiro momento de avaliagdo em relagéo ao ultimo momento.

- O uso de colirios de plasma rico e pobre em plaquetas influencia a
expressdo de matriz metaloproteinases envolvidas no processo de reparagao
corneal. Entretanto, mais estudos devem ser estimulados para o entendimento da
acao do plasma rico em plaguetas sobre os componentes da matriz extracelular,

assim como sobre as células epiteliais e estromais da cérnea.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do plasma rico (PRP) e pobre (PPP) em
plaquetas na proliferacdo celular e expresséo de matriz metaloproteinases (MMPSs), durante
a reparagdo de Ulceras corneais profundas. Foram utilizadas 45 coelhas, distribuidas em 3
grupos (G) experimentais (n=15), designados como grupos PRP (GR), PPP (GP) e Controle
(GC), de acordo com o tratamento. Todos os animais foram submetidos a inducdo cirirgica
unilateral de Glcera corneal. No GR e GP, o sangue aut6logo foi centrifugado, utilizando-se
protocolo padronizado, e foram confeccionados os colirios de PRP e PPP, instilados cinco
vezes ao dia. No GC, foi utilizado colirio lubrificante. Cada grupo foi sudvidido (n=5),
segundo 0 momento final de avaliacdo, sendo 4(M4), 7(M7) e 30 dias (M30). As corneas dos
animais foram processadas para avaliagdo morfoldgica e imuno-histoquimica para PCNA,
MMP1, MMP2, MMP9, MT1-MMP e TIMP1. No M4, os niveis de MMP2 foram maiores
no GP e GR, sendo que no M7, esse comportamento foi observado apenas no GP. No M30,
no GR verificou-se maior nimero de células epiteliais e marcagdo para MMP1 que o GP. No
GR, a proliferagéo celular foi maior no M4 que nos demais momentos e a marcacdo para
MMP2 foi maior no M4 que no M30. O PRP estimula a proliferacéo celular na fase inicial
(M4) do tratamento quando comparado aos demais momentos, diferente dos demais
tratamentos. O uso de colirios de plasma rico e pobre em plaquetas influencia a expressédo de
matriz metaloproteinases envolvidas no processo de reparacdo corneal.

Palavras-chave: Plasma pobre em plaquetas, MMP, PRP, Cicatrizacdo, Corneal

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of platelet-rich (PRP) and poor (PPP) in
cell proliferation and matrix metalloproteinases (MMPs) expression during the repair of deep
corneal ulcers. Forty-five female rabbits were distributed in 3 experimental groups (G) (n =
15), referred as PRP groups (GR), PPP (GP) and Control (GC), in accordance with the
treatment. All animals underwent surgical induction of unilateral corneal ulcer. In GR and

GP, autologous blood was centrifuged using a standardized protocol, and the made eyedrops
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of PRP and PPP, instilled five times a day. In GC, was used lubricant eyedrops. Each group
was subdivided (n = 5), according to the final time point, 4 (M4), 7 (M7) and 30 days (M30).
The corneas of the animals were processed for morphological and immunohistochemical
analysis for PCNA, MMP1, MMP2, MMP9, MT1-MMP and TIMP1. In M4, the levels of
MMP2 were higher in GP and GR, and in the M7, this behavior was only observed in the
GP. In M30, in the GR was found more epithelial cells and MMP1 expression than the GP.
In GR, cell proliferation was higher in M4 than at others time points and MMP2 expression
was higher in M4 than in M30. The PRP stimulates cell proliferation in the early phase (M4)
of treatment when compared to others time points, different from other treatments. The use
of eyedrops of platelet-rich and poor plasma influences the expression of matrix
metalloproteinases involved in the corneal repair process.

Keywords: Platelet-poor plasma, MMP, PRP, Healing, Corneal

INTRODUCAO

Quando a cornea é lesionada multiplos sistemas séo ativados, produzindo uma série
de processos celulares complexos e coordenados que resultam na sua completa reparacéo.
Estes envolvem vérias proteinases e seus inibidores, fatores de crescimento e citocinas
(Ollivier et al., 2007). As principais proteinases presentes na cOrnea sdo as matriz
metaloproteinases (MMPS) e as proteinases serinas (Gilger et al., 2007).

As MMPs sdo uma familia de enzimas proteoliticas que tém a funcdo de manutencéo
e remodelamento da arquitetura tecidual. Elas atuam sobre componentes da matriz
extracelular, secretam citocinas e moléculas da superficie ocular, e tém sido relacionadas a
uma série de processos fisiologicos e doengas, como Ulceras corneais (Sivak e Fini, 2002). A
Sua expressdo e atuacdo na cornea pode ser influenciada por fatores de crescimento (Gilger
et al., 2007), secretados pelas plaquetas (Wang e Avila, 2007), que encontram-se em maior
concentracdo no plasma rico em plaquetas (PRP) (Alio et al., 2007).

O PRP tem sido utilizado no tratamento de diversas doencas, destacando-se como
adjuvante no tratamento de fraturas 6sseas, implantes dentarios e Ulceras de pele (Ali6 et al.,
2007). Na oftalmologia, os estudos sdo mais recentes e direcionados para o tratamento de
Ulceras corneais. O uso do PRP, sob a forma de colirio em humanos, demonstrou melhora na

regeneracgdo epitelial e reducdo do tempo de cicatrizacdo corneal de Ulceras refratarias ao
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tratamento convencional (Geremicca et al., 2010). Devido ao aumento na concentracéo de
fatores de crescimento no PRP, ocorre um aumento no indice de proliferacdo celular e
consequente aceleracdo da reparacdo tecidual (Liu et al., 2006). Donatti et al. (2013)
realizaram o tratamento com colirio de PRP de Ulceras corneais em coelhos, e observaram
maior epitelizacdo no periodo inicial da reparagdo, além da aceleracdo da cicatrizacéo e
menor opacidade corneal ap6s o término do tratamento.

Os fatores de crescimento produzidos pelas plaquetas provavelmente influenciam a
concentracdo e atividade de MMPs na cArnea assim como a proliferagdo celular, porém, na
literatura consultada, ndo foram encontrados estudos avaliando e comparando a expressao de
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) e de MMPs e seus inibidores, frente ao
tratamento de Ulceras corneais com colirio de PRP, justificando o desenvolvimento deste
trabalho. O objetivo deste trabalho é identificar a influéncia do PRP por avaliacdo dos
aspectos histoldgicos, proliferacdo celular (PCNA) e expressdo de matriz metaloproteinas
em Ulcera corneal; bem como, estudar comparativamente frente ao tratamento com plasma

pobre em plaquetas (PPP).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 45 fémeas da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus) pertencentes
ao grupo genético Botucatu, com idade variando entre 300 e 400 dias e peso entre 3,5¢e 4,5
Kg, saudaveis e sem alteragBes oculares, selecionadas apds exames clinicos e oftalmoldgicos.

Os procedimentos experimentais desenvolvidos seguiram as normas da Association
for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) e foram submetidos a Camara de Etica
em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP —
Campus de Botucatu. Protocolo nimero 48/2011-CEUA.

Os animais foram anestesiados com quetamina (Ketamin®, Cristélia) (20 mg/Kg),
associada a xilazina (Anasedan®, Vetbrands) (1mg/kg) e a morfina (Dimorf®, Cristalia)
(0,5mg/Kg), todos por via intramuscular (IM). A anestesia topica ocular foi realizada por
meio do colirio de cloridrato de proximetacaina 0,5% (Anestalcon®, Alcon).

Para obtenc&o dos colirios de PRP e PPP foi utilizado o protocolo descrito por Donatti
et al. (2013), baseado na obtencdo do sangue via artéria central da orelha e duas etapas de
centrifugacdo a 22°C. Os colirios foram acondicionados a temperatura de 4°C durante 7 dias.
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O incremento plaquetéario foi analisado utilizando-se contagem em c&mara de Newbauer
(Donatti et al., 2013).

A seguir, os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico unilateral,
realizado com auxilio de microscopio cirdrgico, apds antissepsia com solucdo de
polivinilpirrolidona 1:50 e colocacgdo de panos fenestrados oftalmicos estéreis.

Para a inducdo experimental da Ulcera de cdrnea, realizou-se incisao cirargica circular
na regido corneal central, com auxilio de trépano a vacuo (Hessburg-Barron Vacuum
Trephine, JEDMED) de 6 milimetros de didmetro e com profundidade de 0,25 milimetros,
seguido da delaminacdo da mesma utilizando-se bisturi crescente angulado (Bisturi crescente
angulado, Alcon).

Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em 3 grupos experimentais (n=15),
designados Grupo Plasma Rico em Plaquetas (GR), Grupo Plasma Pobre em Plaquetas (GP)
e Grupo Controle (GC). No pos-cirurgico imediato e apds 24 horas, foi administrado o
antiinflamat6rio meloxicam (Movatec®, Boehringer Ingelheim) (0,2 mg/kg) IM, e morfina
(2 mg/Kg) IM, visando maximizar o conforto pés-operatorio.

No GR e GP, os coelhos foram tratados com colirio autélogo de PRP e PPP,
respectivamente; no GC foi instilado colirio substituto da lagrima (Lacribell, Latinofarma);
todos os colirios foram instilados cinco vezes ao dia, durante sete dias.

Cada grupo foi dividido em trés subgrupos (n=5), de acordo com os periodos finais
de avaliacdo, ou seja, M4 (4 dias), M7 (7 dias) e M30 (30 dias) de pds-operatdrio. No final
do periodo de avaliacdo, os animais foram eutanasiados, por meio de anestesia com
acepromazina (Acepran®, Univet) (1,5mg/Kg) e quetamina (20 mg/Kg) ambos IM, seguida
pela administracdo intravenosa de tiopental (Thiopentax®, Cristalia) (25 mg/kg) e de cloreto
de potassio 19,1% (Cloreto de potassio 19,1%, Halexlstar) (2 ml/Kg), sendo entdo realizada
a enucleacéo.

Os bulbos oculares foram fixados em formaldeido 10% (Formol, Rioquimica),
durante 48 horas e a seguir, as corneas foram fixadas em solucéo de alcool 70% (Rialcool
70, Rioquimica) e, submetidas ao processamento histolégico de rotina com inclusdo em
parafina, cortadas por microtomia (4 um) e, coradas pelo método de hematoxilina/eosina
(HE) (Corantes Merck). A analise descritiva do material foi feita em microscopio de luz. As
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laminas foram numeradas de 1 a 45 e avaliadas por patologistas veterinarios sem o
conhecimento do tratamento.

O namero de camadas de células epiteliais da regido central e da borda da ulcera foi
contado. A regido da ulcera foi fotografada e a espessura estromal medida em trés pontos da
regido central da mesma, obtendo-se a média das trés mensuragdes; para tal procedimento
foi utilizado o software de captura de imagens Opton® acoplado ao microscépio Nikon E-
200®.

A presenca de neoformacdo vascular também foi avaliada e 0s vasos presentes no
estroma quantificados em escores, sendo (0) ausente, (1) 1 a 3 vasos, (2) 4 a 6 vasos, (3) 7
ou mais. Infiltrado inflamatério, necrose tecidual e edema corneal foram avaliados e
qualiquantificados em: (0) ausente; (1) leve; (2) moderado e (3) intenso. A extensdo interna
da Ulcera foi classificada de acordo com a reepitelizacéo corneal, sendo classificadas em (0)
reepitelizacdo total da regido ulcerada, (1) reepitelizacdo de 3/4 a %, (2) reepitelizacdo
inferior a 1/2 até 1/4 e (3) reepitelizacdo inferior a 1/4 da Ulcera.

Para a imuno-histoquimica, utilizou-se cortes histoldégicos de 3um espessura, em
ldminas carregadas (laminas carregadas, Amitel) tratadas com solucdo adesiva (Vectabond®,
Vector Laboratories). Estas foram colocadas em estufa a 60°C por 72 horas. Posteriormente,
as amostras foram desparafinizadas, reidratadas e submetidas a imunomarcagdo para PCNA,
MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-14 e TIMP-1 (Anticorpos policlonal, goat IgG, Santa Cruz)
por meio do kit de detec¢cdo baseado na tecnologia de polimeros (Novolink Polymer DS).

As laminas imunomarcadas analisadas no microscopio biolégico Olympus BX53®,
com camera digital com 17MP(RGB), software MPC para captura de imagens e medidas
béasicas. Para a avaliacdo quantitativa foram capturadas 5 imagens da borda da lesédo e 5
imagens do centro da Ulcera, no aumento de 40x, que foram analisadas no programa AvSoft-
Bioview. A quantificacdo da marcacdo imuno-histoquimica foi realizada em todas as
imagens, mensurada em pixels quadrado (unidade de area, fornecida pelo programa AvSoft-
Bioview), obtendo-se a média de cada regido (borda e centro da Ulcera). A analise qualitativa
foi feita ao microscdpio de luz, identificando a localizagdo das MMPs e do TIMP no epitélio
e/ou estroma corneal.

Para a analise estatistica da espessura estromal foi utilizada a técnica de andlise de

variancia para o modelo com dois fatores complementada com o teste de comparagdes
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maltiplas de Tukey. Para os demais resultados obtidos se utilizou a técnica da analise de
variancia ndo paramétrica para o modelo com dois fatores complementada com o teste de
Dunn (Zar, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos clinicos com o uso de PRP em Ulceras refratérias ao tratamento convencional
em humanos demonstraram a reducdo do tempo de cicatrizacdo (Ali6 et al., 2012).
Entretanto, na oftalmologia veterinaria poucos estudos clinicos e imuno-histoquimicos sao
encontrados utilizando o PRP, assim como o seu mecanismo de a¢do no epitélio e estroma
durante a reparacao corneal ainda é pouco esclarecido.

Para a obtencdo do PRP em coelhos utilizou-se protocolo com duas centrifugagdes
refrigeradas, como descrito por Donatti et al. (2013) e diferente de Alié et al. (2012) que
utilizam apenas uma centrifugacdo, em humanos. A contagem de plaquetas no sangue total
variou de 262.600 a 462.075 plaquetas/uL, com média de 359.223 plaquetas/uL. No PRP, o
namero de plaquetas por microlitro variou de 1.212.000 a 2.525.000, média de 1.952.330. O
incremento plaquetério obtido variou de 4,06 a 7,68 vezes, com média de 5,5 vezes, atingindo
a concentragdo necessaria para a resposta celular adequada ao PRP, que segundo Marx (2004)
inicia-se quando hd aumento no ndmero basal de plaquetas de quatro a cinco vezes.
Entretanto, Ali6 et al. (2012) referem boa resposta terapéutica com aumento na concentragdo
de plaguetas de 1,6 a 2,5; assim como Kim et al. (2012) com incremento plaquetario de
apenas 1,5 vezes.

Em defeitos estromais profundos, além do edema corneal, ocorre infiltracdo de
neutréfilos e linfocitos provenientes do filme lacrimal, e posteriormente vascularizagéo
(Gilger et al., 2007), como pdde ser verificado na maioria os animais do presente estudo.
Também foi observado necrose em areas do estroma de alguns animais, entretanto ndo foram
verificadas diferencas estatisticas quanto ao edema e necrose da cornea entre os tratamentos.
Ja o infiltrado inflamatdrio foi maior nos animais tratados com PPP que no GC ap6s 30 dias
da inducdo da Ulcera de cdrnea. Segundo Gan et al. (1999), a presenca de leucocitos na fase
inicial do processo de reparacdo, pode favorecer a proliferagéo celular, diminuindo o tempo
de cicatrizagdo da Ulcera. Entretanto, no GP observou-se aumento de leucdcitos em relagdo

ao GC no processo final da cicatrizagdo, o que pode denotar retardo na cicatrizacdo frente
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aos demais tratamento, porém a reparacdo corneal ndo foi comprometida, como verificado
na analise estatistica do tamanho da Ulcera.

No ultimo momento de avaliacdo, os animais tratados com colirio de plasma rico em
plaquetas apresentaram mais vascularizagdo estromal que os animais que receberam apenas
colirio lubrificante. Provavelmente essa diferenga ocorreu pelo efeito dos fatores de
crescimento presentes no PRP, dentre eles o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) (Wang e Avila, 2007) que é o principal mediador do processo de vascularizagéo,
favorecendo a cicatrizagdo da cornea (Sun et al., 2013).

No altimo momento de avaliacdo os animais do GR apresentaram maior quantidade
de células epiteliais na borda da Ulcera que o GP, evidenciando o efeito dos fatores de
crescimento presentes nas plaquetas que sdo liberados logo apds a sua ativacdo e agem de
forma imediata e prolongada, promovendo efeito duradouro da sua acdo (Ali6 et al., 2012).
No PRP séo descritos o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), dois fatores de
crescimento transformador- (TGFB1 e TGFB2), VEGF, fator de crescimento epidermal
(EGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) (Wang e Avila, 2007), fator de
crescimento dos fibroblastos (FGF), (Floryan e Berghoff, 2004) e fator plaquetario 4 (PF-4)
(Ali6 et al., 2007), que sdo fundamentais no processo de cicatrizacdo corneal (Reinach e
Pokorny, 2008). A agédo imediata desses fatores pode ser observada no centro da leséo dos
animais do GR, em que se verificou maior expressdo de PCNA no M4 que nos demais
momentos. O PCNA é uma proteina expressa durante a mitose celular (Miller et al., 2010),
sendo um valioso marcador de proliferagdo celular em cérneas humanas e de animais (Gan
et al., 1999).

Os animais do GC obtiveram maior nimero de células na borda da lesdo no M7 que
no M30, sendo estes semelhantes ao primeiro dia de avaliacdo (M4). O nimero de células
epiteliais no centro da Ulcera foi semelhante nos diferentes grupos, assim como a extensao
da Ulcera. Embora, o GR tenha apresentado melhor proliferacdo celular na borda que o GP,
considerando 0s momentos, a migragao celular em direcdo ao centro da leséo foi similar entre
0S grupos, ja que tanto a extensdo quanto a profundidade da Ulcera, assim como a
reepitelizacdo central ndo diferiram entre os diferentes tratamentos. A média da espessura
estromal entre os grupos e momentos variou de 200,14um a 411,03, porém sem diferencas

significativas.
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A MMP1 foi a matriz metaloproteinase que apresentou 0s maiores indices de
marcacdo imuno-histoquimica (Fig. 1), tendo a sua presenca apenas no estroma dos animais
do GP enquanto nos demais grupos péde ser observada tanto no epitélio quanto no estroma,
indicando que o tratamento com PPP provavelmente inibiu a sua acdo no epitélio, ja que
substancias como citocinas e fatores de crescimento presentes no plasma (Alio et al., 2012)
podem induzir ou inibir a producdo de MMPs (Sivak e Fini, 2002).

No M4, os animais tratados com plasma pobre em plagquetas apresentaram maior
expressdo de MMP1 na borda da lesdo que os do GR e GC, enquanto ap6s 30 dias 0s animais
do GR tiveram mais marcacdo para MMP1, na borda e no centro, que os do GP, sendo
similares ao GC. O tratamento com PPP proporcionou maior expressao de MMP1 no M4 em
relacdo ao M30, enquanto que no GC a quantidade dessa enzima foi maior no M4 que no
M7. Ja o PRP foi o Unico tratamento capaz de proporcionar niveis de MMP1 similares
durante todo o processo de cicatrizagéo (Fig. 3).
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Figura 1. Gréfico representando as medianas da marcac¢éo imuno-histoquimica para MMP1
(em pixels?) na borda (A) e no centro (B) da Ulcera de cornea no GP (Grupo Plasma Pobre
em Plaquetas, GR (Grupo Plasma Rico em Plaguetas) e GC (Grupo Controle) de acordo com

0 momento de avaliagdo (em dias).

A MMP2 é umas das principais enzimas envolvidas na degradagéo e remodelacéo do
colageno estromal, estando presente em cdrneas saudaveis e ulceradas (Gilger et al., 2007).
No primeiro momento de avaliagdo a marcacdo para MMP2 no centro da lesédo foi

significativamente maior nos grupos GP e GR que no controle, indicando um efeito positivo
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do plasma rico e pobre em plagquetas na expresséo de MMP2. No segundo momento, apenas
o0 GP manteve altas quantidades significativas dessa enzima tanto na borda quanto no centro
(Fig. 3), quando comparado ao GR, e na regido central quando comparado ao GC. No centro
da lesdo, os animais tratados com PPP também apresentaram maior marcagdo no M7 que no
M30, enquanto o0 GR demonstrou maior marcagéo no M4 que no M30 (Fig. 2). Os resultados
obtidos indicam que tanto o PRP quanto o PPP promovem estimulo na producdo e liberagdo
de MMP2 nos primeiros dias da reparacdo corneal, acelerando a degradagdo do colageno
estromal danificado. Porém, com a evolugéo da cicatrizagdo, os niveis de MMP2 diminuiram
primeiro nas corneas que receberam o PRP, sugerindo que a fase de desbridamento da lesdo
foi mais répida no GR que no GP.
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Figura 2. Gréfico representando as medianas da marcag¢éo imuno-histoquimica para MMP2
(em pixels?) na borda (A) e no centro (B) da Ulcera de cornea no GP (Grupo Plasma Pobre
em Plaquetas, GR (Grupo Plasma Rico em Plaguetas) e GC (Grupo Controle) de acordo com

0 momento de avaliagdo (em dias).

A MMP9 é tdo importante quanto a MMP2 na reparacgdo corneal, entretanto sé pode
ser visualizada em cdrneas ulceradas (Gilger et al., 2007). Assim como Ollivier (2004) em
equinos, também observou-se a presenca de MMP2 e 9 em toda a extensdo da leséo, tanto no
epitélio quanto no estroma corneal dos coelhos submetidos ao estudo.

A MMP9 ¢ a primeira MMP a ser sintetizada e secretada por células epiteliais apds
lesdo corneal, sendo detectado um rapido aumento logo ap6s a lesdo e declinio ap6s poucas
semanas (Sivak e Fini, 2002), como observado no presente estudo, em que apds 4 dias da
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indugdo da ulcera todos os animais expressaram a MMP9, enquanto no M7 alguns nédo
apresentaram marcacao e no M30 a maioria foi negativa para essa enzima. No GP esse padréo
de expresséo ficou bastante evidente, pois os animais do M4 e M7 apresentaram quantidades
significativamente maiores de MMP9 que os do M30 (Fig. 3). A expressdao de MMP9 é
associada a degradacdo da membrana basal e o seu desaparecimento coincide com a
reabsorcdo da matriz proviséria e com a restauracdo dos complexos de adesdo (Matsubara et
al., 1991).

As matriz metaloproteinases tipo membrana (MT-MMPs) estdo associadas as
membranas celulares e tém funcbes importantes na sinalizagdo celular e protedlises
pericelulares. A MT1-MMP (MMP14) é a melhor caracterizada, e uma das responsaveis pela
ativacdo da MMP2 (Fillmore et al., 2001). Sakimoto et al. (2004) relataram o aumento de
MMP14 em corneas humanas ulceradas, enquanto Ye et al. (2000) defendem a sua presenca
em corneas saudaveis e ulceradas de ratos. Entretanto no presente estudo com coelhos, a
MMP14 ndo foi expressa na maioria dos animais (Fig. 3), ndo apresentando resultados
significativos independente do tratamento, indicando uma possivel menor importancia na
cicatrizagdo corneal e na ativagdo da MMP2 em coelhos.

Os inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) estdo presentes no meio extracelular e tém
a capacidade de ligarem-se ao sitio ativo das MMPs, inativando-as (Brew et al., 2000). Além
da funcéo de inibir as MMPs, tém papel importante no crescimento celular, diferenciagéo e
apoptose (Sivak e Fini, 2002), como foi observado nos animais de todos 0s grupos, em que
0 TIMP1 apresentou-se na grande maioria dos cortes histologicos avaliados, localizando-se
principalmente na superficie do epitélio (Fig. 3) e em alguns animais com Ulcera, também no
estroma, comprovando a sua fun¢do na homeostase corneal, assim como sua importancia no

controle da atividade proteolitica das MMPs.
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Figura 3. Cortes histologicos submetidos a imunohistoquimica. Amostras positivas para
marcacdo imuno-histoquimica sdo observadas, sob o microscopio de luz, com coloragdo
marrom (setas). A) PCNA: regido do centro da Ulcera de cornea de coelho do Grupo Plasma
Rico em Plaquetas (GR), ap6s 4 dias do procedimento cirdrgico (M4). B) MMP1: regido da
borda da lesdo de cornea de coelho do GR M4. C) MMP14 negativo: regido da borda da
Ulcera de coelho do GR, apés 7 dias de tratamento (M7). D) MMP2: regido do centro da lesdo
de cdrnea de coelho do Grupo Plasma Pobre em Plaquetas (GP) (M7). E) MMP9: regido da
borda da les&o de cornea de coelho do GP M7. F) TIMPL1.: regido da borda da Glcera de cornea
de coelho do GP M4.

O GP apresentou maior expressdo de TIMP-1 no M4 que no M30. Esse aumento
ocorreu pela necessidade do controle da atividade das MMPs 1, 2 e 9 que estavam em maior
quantidade no primeiro momento de avaliagdo que no Gltimo no GP, permitindo a reparacdo
corneal sem que ocorresse a degradagéo excessiva do estroma corneal.

O PRP ¢ o Unico produto disponivel que contém altos niveis de diversos fatores de
crescimento e vitaminas que favorecem a cicatrizagdo corneal (Ali6 et al., 2007). O uso do
PRP, assim como do PPP, no tratamento de Ulceras corneais influenciou a expressdo de
matriz metaloproteinases, quando comparado aos animais que receberam apenas colirio
lubrificante. Essa diferenca se deu possivelmente pela acdo dos fatores de crescimento e

proteinas bioativas do sangue encontradas no PPP e, em maior quantidade, no PRP (Ali6 et
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al., 2012). Sabe-se que as matriz metaloproteinases sdo fundamentais no processo de
reparacdo corneal, entretanto um desequilibrio na quantidade de MMPs produzidas e a sua
inibicdo pode provocar Ulceras persistentes (Ollivier et al., 2007). No presente estudo, ndo
foram observadas diferengas significativas na extensdo e profundidade da ulcera entre 0s
grupos, ndo sendo possivel estabelecer se essa alteracdo na expressao de MMPs provocadas
pelo tratamento com PPP e PRP foi benéfica ou prejudicial a cicatrizagdo corneal. Sendo
assim, mais estudos sdo necessarios e devem ser estimulados para a compreensdo da acao do
PRP sobre as células epiteliais e estromais, e constituintes da matriz extracelular durante o

processo de reparacao tecidual.

CONCLUSOES

No periodo final de avaliagdo, o tratamento & base de colirio de plasma rico em
plaguetas promove aumento na vascularizagdo corneal e nimero de células epiteliais na
regido da borda da Ulcera, em comparacdo aos tratamentos utilizando-se lubrificantes e
plasma pobre em plaquetas, respectivamente. O PPP induz a maior infiltrado inflamatdrio
que a utilizagdo de lubrificantes.

O PRP estimula a proliferacdo celular na fase inicial do tratamento (4 dias) quando
comparado aos outros momentos de avaliagéo, diferente dos demais tratamentos.

O uso de colirios de plasmarico e pobre em plaquetas influencia a expressao de matriz
metaloproteinases envolvidas no processo de reparagdo corneal, na maioria das vezes

aumentando a sua expressao.
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Autores e Filiagcdo. Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com
identificac&o da instituicdo a que pertencem. O autor para correspondéncia e seu e-
mail devem ser indicados com asterisco.

Nota: 1. o texto do artigo em Word deve conter o nome dos autores e filiacdo. 2. o
texto do artigo em pdf NAO deve conter o nome dos autores e filiac&o.

Resumo e Abstract. Deve ser o0 mesmo apresentado no cadastro contendo até
2000 digitos incluindo os espacos, em um so paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo
acrescentar revisao de literatura. Incluir os principais resultados numéricos, citando-
os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma informacéo.
Atencéo especial as conclusdes.

Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

Introdugdo. Explanagdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o
problema, sua pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter
poucas referéncias, suficientes para balizé-la.

Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja
publicados. Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos geneticamente
modificados devera constar, obrigatoriamente, o numero do protocolo de aprovagéo
do Comité de Bioética e/ou de Biosseguranga, quando for o caso.

Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar
linhas horizontais na separacéo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da
tabela recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em

algarismo arébico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida como
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Tab seguida de ponto e do numero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando se referir
a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espagcamento simples
e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito é 8). A legenda da
Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu entendimento. As tabelas
devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto preferencialmente apdés a
Sua primeira citagao.

Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a
palavra Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.:
Figura 1.) e é referida no texto como Fig seguida de ponto e do niumero de ordem
(ex.: Fig.1), mesmo se referir a mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de
inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem também ser enviadas no
formato jpg com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo préprio
de submisséo na tela de registro do artigo. As figuras devem ser, obrigatoriamente,
inseridas no corpo do texto preferencialmente apos a sua primeira citagao.

Nota:

Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda,
informac&o sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a correspondente
referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discusséo. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As sec¢bes
Resultados e Discusséo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor,
sem prejudicar qualquer das partes e sem subitens).

Conclusdes. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa
executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura,
discussao, repeticdo de resultados e especulagoes.

Agradecimentos. Nao obrigatorio. Devem ser concisamente expressados.
Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-
se preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais,
indexadas. Livros e teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto,
somente quando indispensaveis. Sdo adotadas as normas gerais ABNT, adaptadas

para o ABMVZ conforme exemplos:
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Como referenciar:

1. Citagdes no texto

- Alindicacédo da fonte entre parénteses sucede a citacao para evitar interrup¢ao

na sequéncia do texto, conforme exemplos:

autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou Anuério...

(1987/88)

dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronolégica
ascendente e alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

- Citacao de citagédo. Todo esfor¢co deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situa¢Bes excepcionais pode-se reproduzir a informacao ja
citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento nao
consultado com o ano de publicagcdo, seguido da expressédo citado por e o
sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas Referéncias, deve-se
incluir apenas a fonte consultada.

- Comunicacao pessoal. Ndo fazem parte das Referéncias. Na citacdo coloca-
se 0 sobrenome do autor, a data da comunicacdo, nome da Instituicdo a qual o autor

é vinculado.

2. Periddicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et
al.):
ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to
alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general
del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.
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3. Publicagcdo avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3
autores et al.):
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacterioldgicos de ostras, mariscos
e mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14.,
1974, Sao Paulo. Anais... Sado Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, HW. (Ed).
Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of
Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de
carne em bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) — Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo

Horizonte.

4. Documentos eletrénicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores
citar 3 autores et al.):
QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of
American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.
org/critcal6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized.
Miami Herald, 1994. Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/ MiamiHerld-
Summit-RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.
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Nota:

Artigos que néo estejam rigorosamente dentro das normas acima nao serao aceitos
para avaliagao.

O Sistema reconhece, automaticamente, como “Desisténcia do Autor” artigos em
diligéncia e/ou “Aguardando liberag&o do autor”, que ndo tenha sido respondido no

prazo dado pelo Sistema.

Taxas de submissé&o e de publicagcéo

Taxa de submisséo. A taxa de submissdo de R$50,00 devera ser paga por meio
de boleto bancério emitido pelo sistema eletrénico de submissédo de artigos. Ao
solicitar o boleto bancario, o autor informara os dados para emissdo da nota fiscal.
Somente artigos com taxa paga de submisséo serdo avaliados. Caso a taxa nao
seja quitada em até 30 dias sera considerado como desisténcia do autor.

Taxa de publicacdo. A taxa de publicacdo de R$95,00, por pagina impressa em
preto e R$280,00 por pagina impressa em cores sera cobrada do autor indicado
para correspondéncia, por ocasiao da prova final do artigo. A taxa de publicacéo
devera ser paga por meio de boleto bancéario emitido pelo sistema eletrénico de
submissao de artigos. Ao solicitar o boleto bancario, o autor informard os dados
para emissdo da nota fiscal.

Recursos e diligéncias:

No caso de o autor encaminhar resposta a diligéncias solicitadas pelo ABMVZ, ou
documento de recurso, o mesmo devera constar como a(s) primeira(s) pagina(s) do
texto do artigo somente na versao em Word.

No caso de artigo ndo aceito, se o0 autor julgar pertinente encaminhar recurso, o

mesmo deve ser feito pelo e-mail abmvz.artigo@abmvz.org.br.



