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

RESUMO

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

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

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

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

B.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Variaveis clinicas analisadas nos diferentes grupos experimentais e,
momentos de avaliagao, €M QIAS. ........iv i 42
Tabela 2. Escores observados considerando a reabsor¢cdo de membrana de
PRF, reducédo da area da lesédo e teste de fluoresceina no G1 e G2, e nos
diferentes momentos de avaliaGao0. ............ooiiiiiiieiiiiiiiii e 43
Tabela 3. Escore do numero de vasos na cérnea, nos diferentes grupos,
momentos e locais de avaliacdo, representado por mediana dos escores,
seguida por valor minimo € MAXIMO. .........oiiiiiiiiiiii e e e 44
Tabela 4. Niumero de camadas de células epiteliais presentes nos diferentes
grupos, momentos e locais de avaliacao, representada por mediana dos escores,
seguida por valor minimo € MAXIMO. ........coiiiiiiiiiiii e, 44
Tabela 5. Espessura epitelial da cornea (um) nos diferentes grupos, momentos
e locais de avaliacao, representada por mediana dos escores, seguida por valor
MINIMO € MAXIMO....eiiiiitiiiiie e e e e et e e e e e e e e e e e eeesaeb s e e e eaeeeeeeeeeeesennes 45
Tabela 6. Espessura estromal (um) nos diferentes grupos, momentos e locais de
avaliacdo, representada por média, seguida por desvio padrao. ..................... 45
Tabela 7. Marcacdo imuno-histoquimica para TGF-B1 (um?) nos diferentes
grupos e locais (cérnea integra, borda, leséo), aos 4 dias pés-operatorio. ...... 46
Tabela 8. Marcagao imuno-histoquimica para FGF-2 (um?2) nos diferentes grupos

e locais (normal, borda, lesdo), aos 4 dias poés-operatorio. ...........ccceeeevevvnnnnn... 46



a-SMA
pum
pm?
ARVO
ARRIVE
BMP-2
CEUA
cm
EGF
FGF
FMVZ

M14
M30
MMP
MPRGF
ml

mm
mm?
mm/min
mmHg
mg/Kg
m/s
NGF
PDGF
PPP
PRP
PI1O

Xi

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Alfa-actina de musculo liso maduro

Micrémetro

Micrometro quadrado

Association for Research in Vision and Ophthalmology
Animal Research: Reporting of in Vivo Experients
Proteina morfogenética 6ssea 2

Comisséo de Etica no Uso de Animais

Centimetro

Fator de crescimento epidérmico

Fator de crescimento de fibroblastos

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootechia
Grupo membrana L-PRF autéloga + xenéloga
Grupo membrana L-PRF xendloga

Fator de crescimento de hepatdcitos

Fator de crescimento semelhante a insulina
Interleucina 1

Intramuscular

Intravenoso

Quilograma

Fator de crescimento queratinocitos

Fibrina rica em plaquetas

Fibrina rica em plaquetas e leucocitos

Matriz extra celular

Momento de avaliacdo pré-operatdrio

Momento de avaliacdo aos quatro dias pds-operatorio
Momento de avaliacdo aos sete dias pos-operatério
Momento de avaliacdo aos catorze dias pds-operatorio
Momento de avaliacao aos trinta dias pds-operatorio
Matriz Metaloproteinases

Membrana de fibrina rica em fatores de crescimento
Mililitro

Milimetro

Milimetro quadrado

Milimetro por minuto

Milimetro de Mercurio

Miligramas por quilograma

Metro por segundo

Fator de crescimento nervoso

Fator de crescimento derivado de plaquetas
Plasma pobre em plaquetas

Plasma Rico em Plaquetas

Presséo intraocular



PVPI
RBC
rpm
SRD
TGF
TLS
TNF-a
TSP-1
UNESP
VEGF

Polivinilpuvoidona

Glébulos vermelhos

Rotagdes por minuto

Sem Raga Definida

Fator de crescimento transformador
Teste lacrimal de Schirmer

Fator de necrose tumoral a
Trombospondina

Universidade Estadual Paulista

Fator de crescimento endotelial vascular

xii



xiii

APENDICES

Apéndice 1. Tabela demonstrando avaliacdo pré-operatdria da estesiometria,
TLS, paquimetria e P1O dos coelhos utilizados na avaliacéo clinica oftalmoldgica
pdés-operatédria (n=18), segundo sexo dos animais, representada pela média,
seguida por desvio PAArA0..........cccevuuiiiiiieeeeiee e 63

Apéndice 2. Tabela demonstrando avaliacdo pré-operatdria da estesiometria,
TLS, paquimetria e PIO, representada pela média, seguida por desvio padréao,
onde E1 € composta pelos animais utilizados exclusivamente para avaliagdo
histomorfométricas e imuno-histoquimica de M4 (n=10) e, E2, coelhos utilizados

na avaliacao clinica oftalmoldgica pds-operatoéria (n=18). ................ 63



Xiv

SUMARIO
CAPITULOD L.ttt sttt ettt sttt neene s 1
1. INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA.....cooeieeieeeeete e 2
2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt 3
2.1. Coelho como pet e modelo experimental..............cccceeeeeeviieiiiie e, 3
2.2. Cérnea e aspectos anatomofisiolOgiCOoS.............uuuvvriiiiiiieeeeeeiieeeeeiiiiinnes 4

2.2.1 Caracteristicas gerais anatomo-histologicas do olho dos coelhos ..5

2.3. Lesbes de cornea e mecanismos de reparacao corneal ....................... 7
2.3.1. Fatores de CreSCIMENTO ........cccouiiiiimiiiiiiiiii e 11

2.4. Fibrina Rica em Plaquetas e fatores de crescimento associados........ 14
2.4.1 PRF €M COCINOS .....oviiiiiiiiie e 16

3. Consideragies fINAIS........ciieiiieici et 17
4. Hipbtese(s) e objetivo(s) geral(s) e especifico(S) ......uvvvvverrieiiiiiieeiiiiiiieeeeeens 18
5. REFERENCIAS ...ttt 18
CAPITULO 2.ttt 11
MATERIAL E METODOS......c.oiiueiteeiecte et ee et ete e ete e easste e saeaneanens 35
Conformidades Eticas e Selecio dos ANIMAIS............cceeeveereeeieerseeeieenes 35
GrupOS EXPEIMENTAIS. ......ceeiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeennes 35
Preparo das membranas de L-PRF de coelho e cé@es ...........cccoeeeviinnenenn. 36
Procedimento Cirirgico € pOS-0PEeratorio ..........cccuvvvrvrirmreeeieiieiieeeeeeaeeeeaenns 36
Momentos e avaliagdes oftalmoldgiCas ..........ccccuuiviiiiiiiiiiiiiiieie e 37
Preparacdo das amostras e analises miCroSCOPICAS ...........ceveeeveerinieennnnns 39
ANAlISES MOIfOMEBLIICAS ....cooeiiieieieee e 39
IMUNO-NISTOQUIMICA ....cvvii e e e e e 40
ANAIISE ESTAtISTCA ...evvvviiiiiiieiieeee e 40
RESULTADOS ...ttt et e e e et e e et e e e ean e aeenns 41
DISCUSSAD . ...ttt ettt 46
REFERENCIAS ..ottt 52
APENDICE ...ttt ettt ettt n e ee e 57

ATESTADO ETIC A .o, 59



CAPITULO 1



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

de fatores de crescimento nos tratamentos instituidos.

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

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



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

2.2. Cérnea e aspectos anatomofisiolégicos

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

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

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

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

linfécitos, macrofagos, neutrofilos e outros componentes da matriz extracelular



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

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

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

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

2.2.1 Caracteristicas gerais anatomo-histologicas do olho dos coelhos

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

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

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



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

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

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

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

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

brancos Nova Zelandia de aproximadamente 31,93 mm.



2.3. Lesdes de cdérnea e mecanismos de reparacao corneal

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

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

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

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

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

cicatrizagdo avascular, na qual ocorrem recrutamento e infiltragcdo de neutrofilos



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

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

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

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



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

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

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

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

Conforme a resposta de cicatrizacdo e reconstituicio da membrana

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

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

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

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

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

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

2.3.1. Fatores de Crescimento

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2.4. Fibrina Rica em Plaquetas e fatores de crescimento associados

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

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

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

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

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

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

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

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

2.4.1 PRF em coelhos

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

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

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

3. Consideracodes finais

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

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

oftalmologia médica e veterinaria.

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

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

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

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

citocinas, leucqcitos e outros bioativos presentes na membrana.
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Background: A membrana de fibrina rica em plaquetas e leucocitos (mL-PRF),
biomaterial de preparo rapido e simples, apresenta potencial regenerativo. Objetivou-se
analisar o uso da mL-PRF, autdloga e xendloga, em Ulceras corneais profundas em
coelhos.

Methods: Vinte-oito coelhos adultos foram submetidos ao tratamento de Ulcera corneal
com mL-PRF xendloga canina. Constituiram-se aleatoriamente dois grupos
experimentais (n=14) designados: grupo G1, tratados apenas por recobrimento de
membrana xendloga; e grupo G2, previamente com membrana autologa. AvaliacGes
oftalmoldgicas foram realizadas no M0 e M4, M7, M14 e M30 dias do p6s-operatorio,
com analise histomorfométrica corneal no M30. Cinco animais de cada grupo no M4,
foram submetidos apenas a avaliacdo histomorfométrica e imuno-histoquimica para 0s
fatores de crescimento transformador-1 (TGF-B1) e de fibroblasto (FGF-b).

Results: Os resultados das avaliagbes foram similares entre 0s grupos na maioria das
varidveis analisadas. Inflamacdo discreta e reparacdo total da lesdo verificou-se no M14
em ambos os grupos com discreta opacidade corneal. A reducdo da area da lesdo foi
superior no G1 no M7. No G2, notou-se absor¢cdo mais lenta das membranas, maiores
expressdes de TGF-B1 no epitélio, e aumento de espessura estromal, com reducédo
significativamente no M30. A espessura e numero de camadas do epitélio na regido de
lesdo foram significativamente maiores, e similar a cdrnea integra, em ambos 0s grupos.
Conclusions: O uso da membrana de L-PRF xendloga canina foi exequivel e prética,
promoveu a cicatrizacdo de Ulceras profundas sem reaces adversas, apresentando
interessante alternativa na oftalmolégica veterinaria, especialmente em animais com
restricdo na coleta de sangue. O seu uso multimodal com membrana aut6loga também é

uma alternativa terapéutica interessante.
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INTRODUCAO

A membrana de fibrina rica em plaquetas e leucdécitos (L-PRF) € um biomaterial derivado
de sangue com potencial regenerativo®; destaca-se na oftalmologia humana por fornecer
suporte mecanico e quimiotatico?®. Foram descritas expressdo de importantes fatores de
crescimento nesse biomaterial, contribuindo para a proliferagao, diferenciagéo e migragédo
celular e, portanto, para a regeneracdo da superficie ocular.*® A L-PRF apresenta
preparacdo simplificada, economicamente viavel e sem manipulacdo bioquimica de
sangue.’

Os autoenxertos corneo-conjuntivais, retalhos conjuntivais e os implantes de
membranas bioldgicas, como a amniética,®® pericardio bovino® e submucosa do intestino
delgado suina,'® sdo empregados comumente em casos graves de Ulceras de cornea.
Entretanto, na rotina oftalmoldgica veterinariall, em especial no Brazil, observa-se por
vezes auséncia da disponibilidade do biomaterial, associado a elevados custos, ou
complicacdes pds-operatorias como perda do enxerto, neovascularizacdo excessiva e
formacéo de fibrose corneal.

Um dos principios-chave na producdo do L-PRF € a coleta rapida e homogénea com
centrifugacio imediata.*** Animais de pequeno porte, com veias de pequeno calibre, em
geral, sdo desafiadores quanto a obtencdo desse padrdo, dificultando a producdo L-
PRF.121® Tais aspectos estimularam desenvolvimento do estudo com aplicacio de
membrana L-PRF de origem xenologa canina, visibilizando-se seu uso potencial na rotina
clinica oftalmol6gica em pequenos animais ou animais com restri¢do da coleta de sangue,
e inclusive nos coelhos, principal pet ndo convencional.

Na oftalmologia humana, a aplicacdo do L-PRF foi relatada no tratamento de
pterigio,?® em cirurgias plasticas conjuntivais,* descemetoceles,® e na regeneragio
escleral.® Do conhecimento dos autores, 0 uso da membrana L-PRF xendloga ainda ndo
foi descrito na oftalmologia veterinaria, bem como sao escassos na oftalmologia trabalhos
randomizados com L-PRF.

Deste modo, este trabalho teve por objetivo avaliar, por meio de exame clinico-
oftalmoldgico e anélise histomorfométrica, o processo de reparacao de Ulceras de corneas
profundas induzidas experimentalmente em coelhos, submetidos ao tratamento cirurgico
com membrana de PRF autéloga e xendloga. Adicionalmente, avaliar e comparar nos
tratamentos instituidos a expressdo de TGF-B1 e FGF-b, importantes na reparacao

corneal.
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MATERIAL E METODOS
Conformidades Eticas e Selecdo dos Animais

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista, Campus de
Botucatu — SP (FMVZ, UNESP), segundo o0 processo n° 23/2021. O trabalho seguiu as
normativas de procedimentos da Association for Research in Vision and Ophthalmology
(ARVO) e as diretrizes da Animal Research: Reporting of In Vivo Experients (ARRIVE).

Foram utilizados 28 animais da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus), adultos
Nova Zelandia brancos, 11 machos e 17 fémeas, com peso entre 3,5 e 5 Kg; provenientes
do Biotério central da UNESP, Campus Botucatu-SP. Os critérios de selecdo foram
animais saudaveis e livres de alteracfes oculares, ap6s exames clinicos e especificos.
Todos foram alocados em biotério, com sistema de exaustdo de ar, e mantidos em gaiolas
individuais, com agua potavel e ragdo comercial ad libitum.

Adicionalmente, para a coleta de sangue e preparacdo da membrana L-PRF xenologa,
foram utilizados trés cées (Canis lupus familiaris) adultos saudaveis, com peso entre 20
e 25Kg, um macho e duas fémeas, sendo um da raga American Pittbul Terrier e dois sem
raca definida (SRD). Como critério de inclusdo, foram selecionados animais doéceis,
calmos e saudaveis, verificados por um exame fisico, hemograma e perfil bioquimico

completo.

Grupos experimentais

Todos os coelhos foram submetidos a ceratectomia lamelar profunda e central no olho
direito e tratamento com membrana de L-PRF xendloga de sangue de céo, fixada na
conjuntiva bulbar. Constituiram-se aleatoriamente dois grupos experimentais designados:
grupo G1 (n=14) recebeu unicamente a membrana L-PRF xendloga canina e grupo G2
(n=14), o qual foi aplicado previamente sobre a Ulcera @ membrana L-PRF aut6loga.

O experimento foi desenvolvido em duas etapas: na primeira etapa, 05 coelhas de cada
grupo foram submetidas a avalia¢do histomorfométricas e imuno-histoquimica aos quatro
dias do pos-operatdrio. Na segunda etapa, de forma longitudinal, 09 coelhos, de cada
grupo, foram avaliados clinico-oftalmoldgica antes do procedimento cirdrgico (MO0) e aos
quatro, sete, 14 e 30 dias apds a cirurgia designados momentos, M4, M7 M14 e M30,
respectivamente; e submetidos a avaliacdo histomorfométrica no Gltimo momento de
avaliacdo (M30).
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Preparo das membranas de L-PRF de coelho e caes

Durante o preparo do biomaterial, foram respeitadas as normas de assepsia e antissepsia.
A coleta da amostra de sangue foi realizada imediatamente ao procedimento cirdrgico.
Para isso, todos os coelhos receberam anestesia com cetamina (20 mg/kg, Dopalen, Ceva,
Paulinia, Brasil), midazolam (1 mg/kg, Dormonid, Roche, Jaguare, Brasil) e morfina (1
mg/kg, Dimorf, Cristalia, Itapira, Brasil), administrada pela via intramuscular. Foram
coletados 2 ml de sangue da veia jugular de cada coelho do G2, utilizando-se agulha
20X0,55mm (24G %4) e seringa de 3ml. Ato continuo a coleta, o sangue foi transferido
para um tubo de vidro seco estéril (sem anticoagulante), e centrifugado a 3000 rpm por
10 minutos® usando centrifuga de mesa (Sislab Basic, S&o Paulo, Brasil). O coagulo de
L-PRF, formado na parte média do tubo, foi delicadamente recuperado com o auxilio de
uma pinca tipo anatdmica; com a espatula especifica, o excesso de hemécias foi
gentilmente removido. Para confeccdo da membrana, foi realizado leve compressao do
coagulo com auxilio de tripla camada de gaze estéril umidificadas com solucéo fisiologica
0,9% esteéril, e apos a compressao em caixa especifica do Kit de PRF, objetivando sua
padronizacdo, o que resultou em membrana fina e semi-transparente (Figura 1).

Para a confecgdo da membrana de L-PRF xenologa canina, ndo foram necessérias
medidas de conten¢do quimicas durante a coleta. No momento imediatamente anterior a
cirurgia dos coelhos, foram coletados 10 ml da veia jugular, utilizando agulha 30X0,7mm
(22G1 '4”) e seringa de 20 ml. A seguir, institui-se 0 mesmo protocolo admitido para a
preparacdo da membrana L-PRF autdloga descrito anteriormente.! As preparacdes das

membranas L-PRF foram realizadas de forma simultanea ao procedimento cirurgico.

Procedimento cirargico e p6s-operatério

Apoés protocolo de anestesia a base de cetamina, midazolam e morfina, descrito
anteriormente, e anestesia tdpica com colirio de cloridrato de proximetacaina 0,5%
(Anestalcon, Alcon, Genebra, Sui¢a), todos os coelhos foram mantidos anestesiados com
isofluorano (Cristalia, Itapira, Brasil) via mascara, na taxa de concentracdo alveolar
minima de 1,4 vol%. O procedimento cirdrgico foi realizado por cirurgido Uunico.
Realizou-se a tricotomia palpebral do olho direito e, ap6s a anti-sepsia com solucao de
polivinilpirroidona (PVPI 1:50), foi utilizado pano de campo cirdrgico estéril sobre as

palpebras, e posterior aplicacdo do blefarostato Barraquer infantil.
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Sob microscopico cirdrgico, o blogueio subtenoniano foi realizado com lidocaina
(0,3ml) objetivando a centralizacdo corneal. As Ulceras foram confeccionadas
centralmente, utilizado-se um trepano a vacuo (Surgistar vacum trephine, Surgistar,
Califérnia, EUA) com regulador de profundidade, padronizado com 7,25mm de didametro
e 313um de profundidade. Utilizando-se bisturi crescente a cérnea foi delaminada
cuidadosamente (Figura 2).

Apenas nos coelhos do G2, foi feita a aplicacdo da membrana L-PRF autéloga,
posicionada previamente sobre area ulcerada,® mantendo-se a parte vermelha da
membrana posicionada em quadrante temporal-lateral, sem fixa¢do. Em todos os coelhos,
independente do grupo, foi aplicada membrana de L-PRF xenologa recobrindo toda
superficie corneal e limbo,®> com sua parte vermelha em quadrante temporal-lateral, e
fixada na conjuntiva bulbar cerca de oito pontos simples interrompidos de nailon 10.0
(Figura 2).

No transoperatorio e apds 24 e 48 horas, foi administrado em todos os coelhos, anti-
inflamatério a base de meloxicam (0,5mg/Kg/IM/SID; Maxicam® injetavel 2%,
Ourofino, Cravinhos, Brasil) e morfina (2mg/Kg/IM/SID; Dimorf, Cristalia, Itapira,
Brasil) nas primeiras 24 horas e, conforme necessidade, visando maximizar analgesia
pos-operatoria. Todos os coelhos foram tratados topicamente com colirio a base de
tobramicina 0,3% (Tobracin®, Latinofarma, Cristalia, Cotia, Brasil), quatro vezes ao dia,
durante 10 dias.

Os animais foram mantidos com colar elizabetano durante o periodo de quatro dias
pds-operatorio,** higienizados diariamente. Durante este periodo, os animais foram
observados, pelo mesmo avaliador, atentando-se a presenca da membrana L-PRF e
qualquer evidéncia de infeccdo ou dor. Sempre que necessario, 0s olhos foram
higienizados com solucdo fisioldgica a 0,9%. No quarto dia pés-operatorio, foram
retirados 0s pontos conjuntivais remanescentes, sob anestesia ocular topica, e o colar

protetor.

Momentos e avalia¢des oftalmoldgicas

Todos os animais foram avaliados pelo mesmo examinador: antes do procedimento
cirargico (MO) e aos quatro, sete, quatorze e trinta dias apds a cirurgia designados
momentos, M4, M7, M14 e M30, respectivamente.

O exame oftalmoldgico foi realizado em todos os momentos sob contencdo fisica. Foi
realizada biomicroscopia com lampada de fenda (Kowa SL-15, Kowa Optimed, Inc.,
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Torrance, Califérnia) para avaliacdo dos reflexos pupilares e das estruturas oculares.
Foram analisados a hiperemia conjuntival, opacidade e vascularizacdo corneal e
blefaroespasmo e, utilizados escores quali-quantificados subjetivamente, como: ausente
(0), leve (1), moderada (2) e severo (3).

O grau de opacidade corneal foi classificado em escore de 0 a 3, sendo: ausente (0),
cornea totalmente transparente; leve (1), opacidade nebular discreta, visibilizada por
iluminacdo com biomicroscopia; moderada (2), opacidade macular semi-densa, porém
sem afetar a visibilizacdo de camara anterior; e intenso (3), com formagéo de leucoma
branco denso, dificultando ou impossibilitando visibilizacdo de camara anterior. A
neoformacdo vascular foi avaliada com lampada de fenda e 0s vasos presentes
quantificados em escores (0) ausente, (1) 1 a 3 vasos, (2) 4 a 6 vasos, (3) 7 ou mais.

No MO0 e M30, a estesiometria (estesiometro Cochet-Bonnet, Luneau Ophthalmologie,
Franca) e o teste lacrimal de Schirmer foram realizados, aplicando-se toques suave na
regiao central da cornea com o monofilamentoso de nailon do equipamento, com diametro
de 0,12 mm e comprimento ajustavel variando de 0,5 cm a 6 cm; foi iniciado com o maior
comprimento, o qual foi reduzido a cada 0,5 cm até obter resposta positiva ao estimulo,
ou seja, ato de piscar. Para o teste lacrimal de Schirmer (Ophthalmos, Rohto®, S&o Paulo,
Brasil), a tira foi introduzida no saco conjuntival, na parte média da palpebra inferior,
durante um minuto, com leitura imediata.

Em todos os momentos foi realizada a pressdo intraocular (P10) utilizando-se
Tonometria de rebote (Tonovet Plus, Icare®, Carolina do Norte, EUA), no modo coelho.
Foram efetuadas cinco medidas consecutivas, considerando um erro maximo de 5%, e o
resultado final representado pela média. O teste com tiras de fluoresceina (Ophthalmos,
Rohto®, Sao Paulo, Brasil) foi realizado para avaliagdo da integridade do epitélio corneal
pela coloracdo da area alterada. Os escores utilizados foram: teste de fluoresceina com
escore negativo (0) na auséncia de coloracdo ou positivo (1).

A evolucdo da area da lesdo foi avaliada no MO0, imediatamente apds a realizacdo de
Glcera cirurgica experimental e nos M7, M14 e M30. Devido a presenca de membrana
corada por fluoresceina, interferindo na analise da &rea de lesdo no M4, este resultado foi
excluido da analise. Para tal, foi realizada aplicagdo de fluoresceina e fotodocumentagéo
com uso de uma camera fotogréfica digital (Canon®, Tdquio, Japdo), obedecendo a
distancia de 10 cm e sempre com meétrica para referéncia. Em seguida, as imagens foram
analisadas utilizado o software ImageJ (National Institute of Health -NIH) e a area da

lesdo corada foi calculada em mm? (Figura 3) pelo mesmo observador.
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Em MO e M30 também foram realizados os exames para avaliar a espessura corneal
central, com auxilio de paquimetro ultrassdnico (SP-100, Tomey, Japao) calibrado com
velocidade do som para cornea em 1640m/s; por meio de suaves toques na cérnea com a
probe do paquimetro, foram aferidas oito medidas consecutivas e obtida automaticamente
a média e o desvio padréo.

A evolucédo da absorcdo da membrana de L-PRF em relagédo a superficie corneal, foi
realizada em todos os momentos de avaliacdo pds-operatorios, por fotodocumentacgéo e
classificada utilizando-se os escores: leve (1), auséncia de cobertura corneal pela
membrana em 40%; moderada (2), auséncia de cobertura entre 40 a 80%; e intensa (3),

auséncia total da membrana ou acima 80%.

Preparacdo das amostras e analises microscopicas

A eutanasia dos coelhos foi realizada utilizando-se protocolo de anestesia IM descrito
anteriormente, seguido da aplicacdo de tiopental (20mg/kg/lIV) e cloreto de potassio
19,1% (2ml/kg/IV, Equiplex, Goias, Brasil). Os olhos tratados foram enucleados e
fixados em formaldeido tamponado a 10% durante 72 horas e, posteriormente, mantidos
em alcool 70%. As amostras foram seccionadas de forma longitudinal em sua porgéo
média e submetidas a inclusdo em parafina. Se¢des com espessura de 4um foram cortadas,
montadas em laminas histoldgicas e/ou eletrostaticas e, desparafinizadas e processadas

para os diferentes métodos de andlise.

Para analise morfométrica da cdrnea, as laminas foram coradas pelo método de
hematoxicilina e eosina (HE) e para a imunomarcacao anti-TGF-B1 (fator de crescimento
transformador-f1-Abcam ab66043) e FGF-b (fator de crescimento de fibroblasto- Abcam
-ab8880) foram utilizadas laminas eletrostaticas. Todas as amostras foram analisadas no
microscopio Olympus BX 57® associado a Camera Olympus DP73® e associado ao
Software cellSens Standard 1.12 copyright 2009-2014- Olympus Corporation, sempre
pelo mesmo histologista.

Analises Morfométricas

Foram padronizadas trés regides: cornea integra, onde ndo houve inducdo de leséo; a
borda da lesé&o e o centro da leséo induzida. Trés pontos em cada regido foram analisados
e quantificados o numero de camadas de células epiteliais, bem como mensuradas a

espessura do epitélio e estroma; a média dos resultados foi considerada o valor final.



40

Adicionalmente, a analise semi-quantitativa dos vasos sanguineos foi realizada nas trés
regides, utilizando os escores: (0) auséncia de vasos; (1) presenca de um até trés vasos

por campo; (2) quatro a seis vasos por campo; e (3) sete ou mais vasos por campo.

Imuno-histoquimica

As laminas foram desaparafinizadas e submetidas a recuperacdo antigénica utilizando
tampao citrato de sddio pH6,0 e panela de pressdo Pascal 25 psi a 125°C; posteriormente,
foram utilizados o bloqueador proteina com BSA1% e 10 % de peroxido de hidrogénio
para bloqueio de peroxidade enddgena imunomarcacdo separadamente para TGF-f1 e
FGF-b processada para revelacdo com sistema de deteccdo livre de Biotina com
cromogeno 3,3’diaminobenzidina utilizando kit SPRING ADS. Como controle da
imunomarcacdo foi omitido o anticorpo primario e realizado todo o processamento
conjuntamente com as demais laminas, resultados todos. Para analise, foram avaliadas
cinco imagens por campo, sempre pelo mesmo histologista, utilizando objetiva de 40x
em microscopio Olympus BX 57® acoplado a cdmera Olympus DP73® associado ao
Software cellSens Standard 1.12 copyright 2009-2014 (Olympus Corporation®) para
captura de imagens, fazendo uma por campo de area 362.960,7um? e perfazendo uma area
de andlise total por regido de 1.814.800um?. As imagens obtidas foram analisadas no
software AvSoft-Bioview ¢ os resultados foram obtidos em pm?, obtendo-se a média de

cada regido (cornea integra, borda e centro da leséo).

Analise Estatistica

A avaliagdo da distribuicdo quanto a normalidade, média e desvio padrdo para amostras
independentes foram calculadas, segundo sexo, no MO, pelo teste t de Student.™®

Para as varidveis com aderéncia a distribuicdo normal de probabilidades utilizou-se a
técnica da andlise de variancia para 0 modelo de medidas repetidas em dois grupos
independentes, complementada com o teste de comparac6es multiplas de Bonferroni.t®

Para as variaveis com auséncia da aderéncia a distribuicdo normal de probabilidades,
considerou-se procedimento ndo-paramétrico para o modelo de medidas repetidas em
grupos independentes complementada com o teste de comparagdo mdiltiplas de Dunn.®

O nivel de 5% de significancia foi adotado em todas as analises.
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RESULTADOS
Animais

O G1 foi constituido por cinco machos e nove fémeas e, 0 G2, seis machos e oito
fémeas. Na analise pré-operatdria ndo foram verificadas diferencas nas variaveis TLS e
PIO quanto ao grupo e sexo. Ademais, considerando o grupo experimental geral, a
estesiometria apresentou distribuicdo homogénea (Apéndices 1 e 2).

Uma complicacdo foi registrada em um coelho do G2, no 10° dia de pds-operatorio,
relacionada a automutilacdo. Notou-se blefaroespasmo e hiperemia intensos, secrecao,

prurido, vascularizacdo corneal e opacidade intensa (Apéndice 3). Em decorréncia da

necessidade de mudancas no protocolo experimental, o animal foi excluido.

Avaliagdo Clinica Oftalmoldgica

Nas primeiras 24 horas, os animais de ambos 0s grupos apresentaram leve secrecao
serosanguinolenta (Apéndice 3); seguido por mucoide a esbranquicada nos dias
subsequentes do pos-operatorio, conforme absor¢cdo da membrana (Figura 4).

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados clinicos-oftalmologicos. O
comportamento entre 0 G1 e G2 foi similar, com excecdo da hiperemia conjuntival que
no G1 permaneceu leve no M14 e M30, e ausente no G2.

O blefaroespasmo e opacidade apresentaram aumento nos momentos pds-operatérios
iniciais e reducdo conforme evolugdo do tratamento (p>0.05%). Quanto a P1O verificou-
se reducdo significativa no M4 e M7 nos dois grupos, e retorno a normalidade em M14 e
M30. Considerando a paquimetria, estesiometria e TLS foram observadas reducédo dos
valores de MO para M30, com significancia dessas varidveis no G2 (Tabela 1).

Os resultados referentes a reabsor¢do de membrana, reducdo da area da lesdo e teste
fluoresceina foram apresentados na Tabela 2. Independentemente do tratamento, no teste
de fluoresceina, a partir de M14 constatou-se a reparacdo total da lesdo nos grupos.
Verificou-se, no M7, que o G1 apresentou intensa absor¢do de membrana xendloga e
maior reducdo da area da lesdo em compara¢do ao G2 (p<0,01), reducéo da area ulcerada

também foi significativamente menor no M4,
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Tabela 1. Variaveis clinicas analisadas nos diferentes grupos experimentais e, momentos de avaliacdo, em
dias.
Momentos de Avaliacdo

Variavel G MO M4 M7 M14 M30 p-value”

Gl 0(0;0)a" 2(1;2b  1(0;L)ab 0(0;1a 0(0;0a  p<0,05

Blefaroespasmo*
G2 0(;0a 15(1;3)b 1(1;2)0b 0(0;0)a 0(0;0a p<0,05

Gl 0(0;0)a 2(1;3)b 2(1;2b 1(0;2ab 1(0;1)ab p<0,05
G2 0(0;0a 15(1;3)c 1(1;2bc 0(0;1ab 0(0;0)a p<0,05
p-value“ p<0,05 p<0,05

Hiperemia*

Gl 0(0;0a 2(2;3b 2(1;3b 1(1;3)ab 1(1;3)ab p<0,05

Opacidade*
G2 0(0;0)a 2(2;3)b 2(1;2b 1(1;1)ab 1(0;2)ab p<0,05

GI 0(0;0) 0(0;0) 0(0;0) 0(0;1) 000;1)

Vascularizacdo*
G2 0(0;0) 0(0;0) 00;1) 0(;0) 0(;0)

Gl 16+218b 11,67+158a 1156+133a 14+166b 1511+1,97b p<0,01
PIO**

mmHg G2 14,88+1,25b 11,5+1,6a  11,5+1,69a 14’2551191 14,25+1,17b  p<0,01
Estesiometria** G1 3,83+1,32 2,33+1,03
cm G2 3,69+0,92 2,00 £0,80 p<0,05
TLS** Gl 11,44+2,88 12,33 + 4,03
mm/min G2 12,75+2,32 8,88 £ 3,18 p<0,05
Paquimetria** Gl 402,22 +21,70 360,11 £ 71,95
um G2 404,25+ 32,55 331,38 £ 64,70 p<0,05

*Mediana (valor minimo; valor méximo). **Média * desvio padrdo. a, p<0,05 indicam diferenca estatistica. B, Letras minusculas
(a, b) indicam diferenca estatistica entre os momentos dentro do mesmo grupo (p<0,05). Escores: (0) ausente, (1) leve, (2)
moderado, (3) intenso. M- Momentos de avaliagdo: (MO) pré-operatério, (M4) quarto, (M7) sétimo, (M14) 14° e (M30) 30° dia p6s
operatorio; G- Grupo; PIO- pressao intraocular; TLS- teste lacrimal de Schirmer.
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Tabela 2. Escores observados considerando a reabsor¢do de membrana de PRF, reducédo da area da lesédo e
teste de fluoresceina no G1 e G2, e nos diferentes momentos de avaliacéo.

Momentos de Avaliacdo

Variavel G MO M4 M7 M14 M30 b
value?
Abs. Gl 2(1:3)a° 3@2;3ab 3(3:3b 3(@3:;3)b p<0,05
Membrana G2 2(1:3) a 2(2:2a 3(2;3)ab 3(@3;3)b p<0,05
p-value® p<0,05
42,12 6,89 0 0
i Gl p<0,01
Area (41,25 ; 44,48) C (2,99 ;16,13)ab (0:8,95)a (0;15,34) a
mm? 42,64 22,33 0 0
G2 p<0,01
(41,28 ; 44,14) C (7,70;2807) b (0;7,32)a (0;11,32) a
p-value® p<0,05
Gl 0(:0)a 1@1:10)b 11:;1)b 0@©;1ab 0(;1ab p<0,05
Fluoresceina
G2 0(:;0a 1@:0b 11:;1)b 0@©;1ab 0(;1ab p<0,05

Mediana (valor minimo; valor maximo). Escores para teste de Fluoresceina: 0- negativo; 1- positivo. Escores taxa absorcdo de
membrana: 1- leve; 2- moderado; 3-total. G- Grupo. M- Momentos de avalia¢do: (MO) pré-operatdrio, (M4) quarto, (M7) sétimo,
(M14) 14° e (M30) 30° dia pos operatorio. “p<0,05 indicam diferenca estatistica. PLetras mindsculas (a, b) indicam diferenca
estatistica entre 0s momentos dentro do mesmo grupo (p<0,05).

Avaliacdo Histomorfométrica

Em todas as cdrneas dos coelhos, nos diferentes grupos analisados, foi observada
estrutura histoldgica tipica com constituicdo de epitélio corneal, estroma, membrana de
Descemet e endotélio. Ambos no M4 e M30, na regido de cdrnea integra notou-se
presenca de tecido epitelial estratificado ndo queratinizado e estroma constituido por
fibrilas colagenas paralelas em lamelas com vasos no seu interior (Figura 5A, 5B, 6A e
6B) nos grupos tratados.

Na regido da lesdo induzida, verificou-se auséncia do epitélio na grande maioria e
presenca de estroma com células inflamatodrias evidentes e vasos sanguineos discretos, de
pequeno calibre no M4 (Figura 5C e 5F); em ambos 0s grupos; nesta mesma regido no
M30, o epitélio estava reconstituido e o estroma sem células inflamatorias, porém ainda
foi visivel a presenca de poucos vasos sanguineos (Figura 6C e 6F).

Na borda da lesdo, notou-se a diferenciacdo do epitélio corneal com aumento da

espessura, em comparagdo com a regido integra nos dois grupos experimentais e
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momentos M4 e M30 (Figura 5B, 5E, 6B e 6E); no estroma ndo houve diferenciacdo na
deposicédo lamelar das fibrilas colagenas.

N&o houve diferenca quanto a vascularizagdo na comparagédo entre 0s grupos, apenas
no G1, verificou-se vascularizacao leve, com vasos de pequeno calibre na regido de borda

da leséo, superior no M4 em comparagdo ao G2 (tabela 3).

Tabela 3. Escore do numero de vasos na cornea, nos diferentes grupos, momentos e locais
de avaliacdo, representado por mediana dos escores, seguida por valor minimo e maximo.

Local de Avaliagdo

M G Cérnea integra Borda da lesdo Centro da lesdo
M4 Gl 0(0;0aAaq 1(0;3)bAa 1(0;3)aAa
G2 0(0;0)aAa 0(0;2)aAa 10;2)aAa
M30 Gl 0(;0aAa 0(0;0)aAa 00;)aAa
G2 0(0;0)aAa 0(0;0)aAa 0(0;0aAa

Mediana (valor minimo; valor maximo). Letras minudsculas comparam os grupos dentro do mesmo
momento e local de avaliagcdo. Letras maitsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo e local
de avaliacdo. Letras gregas comparam locais de avaliacdo dentro do mesmo grupo e momento. Duas
medidas seguidas de letras diferentes diferem (p<0,05). Grupos: (G1) membrana xendloga, (G2)
membrana aut6loga + xendloga. Momentos (M): quarto (M4) e 30° (M30) dia pds-operatério. Escores (0)
ausente, (1) 1 a 3 vasos por campo, (2) 4 a 6 vasos, (3) 7 ou mais.

Quando analisado o nimero de camadas de células epiteliais (Tabela 4) e espessura do
epitélio (Tabela 5), ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos.
Considerando o M30, no centro da lesdo, em ambos 0s grupos, o nimero de camadas
epiteliais e espessura do epitélio foram significativamente maiores; bem como em cérnea
integra notou-se maior nimero de camadas epiteliais no G2 e espessura do epitélio no G1
(p<0,05). A regido de borda da lesdo apresentou maiores nimeros de camadas de células
epiteliais e espessura do epitélio, em relacdo a area de lesdo, em todos os grupos (tabelas

4 e 5) em ambos 0s momentos de avaliagéo (p<0,05).

Tabela 4. Numero de camadas de células epiteliais presentes nos diferentes grupos,
momentos e locais de avaliacdo, representada por mediana dos escores, seguida por valor
minimo e maximo.

Local de Avaliacdo

M G Cornea integra Borda da leséo Centro da leséo

M4 Gl 35(2,7;4)aAap 6,5(6;75) aApB 00;2aAaq
G2 3(2,5;35)aAap 6(55;10)aAB 0(;0aAa

M30 Gl 4(3;45)aAa 6,5(5;95) aApB 3(2;45)aBua

G2 35(3;45) aBa 8,3(5;10,5)aApB 2,8(0;3,5)aBa
Mediana (valor minimo; valor maximo). Letras mindsculas comparam 0s grupos dentro do mesmo
momento e local de avaliagdo. Letras mailsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo e local
de avaliagdo. Letras gregas comparam locais de avaliacdo dentro do mesmo grupo e momento. Duas
medidas seguidas de letras diferentes diferem (p<0,05). Grupos: (G1) membrana xenodloga, (G2)
membrana autéloga + xen6loga. Momentos (M): quarto (M4) e 30° (M30) dia p6s-operatorio.
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Quanto a espessura estromal (Tabela 6) também ndo se observou diferenga entre
grupos, exceto na regido de cornea integra no M4, cuja espessura foi superior no G2
(p<0,05); Na comparacdo entre momentos, verificou-se no G2, diminuicao significativa
(p<0,05) na espessura estromal nas regides de cdrnea integra e bordas da lesdo. Na
comparacao entre as diferentes regiGes analisada, também n&o foi observada diferenca
em nenhum dos momentos de avaliagdo (p>0,05).

Tabela 5. Espessura epitelial da cornea (um) nos diferentes grupos, momentos e locais de
avaliacdo, representada por mediana dos escores, seguida por valor minimo e maximo.

Local de Avaliacdo

M G Cornea integra Borda da lesao Centro da lesao

Gl 17,7(151;215)aAp 494 (39,1;744)aBy 0(0;7,7)aAa

M4 G2 185(17.7:232)aAp 47,2 (42.4:62.8) a Ay 0(0;0)aAua

Gl 23,6(157;27,3)aBap 345(23;422)aAp 17,8(98;24,1)aBa

M
30 62 247(18,1:289) aAap 41,3 (29.1:59.6)aAp 128 (0; 255) a B o

Mediana (valor minimo; valor méximo). Letras mindsculas comparam 0s grupos dentro do mesmo
momento e local de avaliagdo. Letras maidsculas comparam 0s momentos dentro do mesmo grupo e local
de avaliacdo. Letras gregas comparam locais de avaliacdo dentro do mesmo grupo e momento. Duas
medidas seguidas de letras diferentes diferem (p<0,05). Grupos: (G1) membrana xenéloga, (G2) membrana
autéloga + xenologa. Momentos (M): quarto (M4) e 30° (M30) dia pés-operatério.

Tabela 6. Espessura estromal (um) nos diferentes grupos, momentos e locais de avaliacao,
representada por media, seguida por desvio padrao.
Local de Avaliacdo
M G Cérnea integra Borda da leséo Centro da leséo

Gl 276,8 (30,9)a A a 317,2(73,9) aAa 331,6 (97,6) a A a
G2 334 (18,9)b B a 326,6 (48,3)aBa 2913 (718)aAa
Gl 262,3 (22,7)a A a 261,5 (48,4) a A a 2812 (61,1)aAa
G2 238,9 (47,6) a A a 230,2 (495)a A« 257,1(59,1)aAa
Média (desvio padrdo). Letras mindsculas comparam o0s grupos dentro do mesmo momento e local de
avaliacéo. Letras maitsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo e local de avaliacéo. Letras
gregas comparam locais de avaliacdo dentro do mesmo grupo e momento. Duas medidas seguidas de

letras diferentes diferem (p<0,05). Grupos: (G1) membrana xenéloga, (G2) membrana autéloga +
xenodloga. Momentos (M): quarto (M4) e 30° (M30) dia pos-operatério.

M4

M30

Avaliacao imuno-histoquimica

Imunomarcacdo nuclear do epitélio corneal, no M4, foi observada para o fator de
crescimento TGF-B1 (Figura 7), com aspecto similar entre 0s grupos experimentais
(p>0,05). Foi observado maiores expressbes em coérnea integra (p<0,05), quando
comparado ao centro da lesdo, com resultados significativos no G2, em comparacao com

a area de leséo (Tabela 7).
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A imunomarcacdo para FGF-2 mostrou-se evidente nos nucleos das células epiteliais
(Figura 8) nas trés regides estudadas, também sem diferenca significativa entre 0s grupos

G1 e G2 e regides avaliadas (Tabela 8).

Tabela 7. Marcag¢do imuno-histoquimica para TGF-B1 (um?) nos diferentes grupos e
locais (cOrnea integra, borda, lesdo), aos 4 dias pos-operatorio.

Local
G Cdrnea integra Borda Lesdo p-value-
Gl 6994,25 (6437,53) 1548,35 (783,99) 1148,69 (944,31) p>0,05

G2  3875,64 (1299,06) B 2197,15 (1253,07) AB  1361,16 (545,94) A p<0,05

p-value p>0,05 p>0,05 p>0,05

Média + desvio padrdo. p<0,05 indicam diferenca estatistica. Letras mailsculas (A, B) indicam diferenca
estatistica (p<0,05) entre os diferentes locais de avaliagdo em um mesmo grupo. Grupos: (G1) membrana
xenologa, (G2) membrana autéloga + xendloga.

Tabela 8. Marcagdo imuno-histoquimica para FGF-2 (um?2) nos diferentes grupos e locais
(normal, borda, lesdo), aos 4 dias pds-operatorio.

Local
G Cornea integra Borda da lesédo Centro da leséo p-value-
Gl 4207,8 21247 2288,6 p>0,05
(3590,9; 15880,2) (0; 18010,1) (1871,5; 3935,4)
G2 9340,5 34554 17225 p>0,05
(1564,1; 12115,3) (2271,7; 3506,9) (1276,7; 4387,2)
p-value p>0,05 p>0,05 p>0,05

Mediana (valor minimo; valor maximo). p<0,05 indicam diferenca estatistica. Grupos: (G1) membrana xen6loga,
(G2) membrana aut6loga + xendloga.

DISCUSSAO

O tratamento de Ulceras profundas em coelhos com membrana L-PRF xendloga canina,
suturado na conjuntiva bulbar, promoveu a reparacdo das lesdes, sendo inovadora sua
aplicacdo xenologa ou associada a autdloga na cérnea. Destaca-se a presenca apenas de
inflamacdo leve e reepitelizacdo completa aos 14 dias p6s-operatorios, em ambos 0s
grupos, sem observacoes de reacdes adversas.

Adicionalmente, a terapia multimodal, com associacdo de membrana de L-PRF
autologa, na lesdo favoreceu discreto prolongamento da permanéncia das membranas e
possivel disponibilizacdo adjunta de fatores de crescimento autélogos. Ressalta-se ainda
que a aplicacdo multimodal pode ser instituida em animais de porte pequeno, com

restricdo na coleta de volumes grandes de sangue. O estudo corrobora com outros autores
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quanto a viabilidade e facilidade de sua producdo e utilizacdo na oftalmologia
veterinaria.l’

Considerando a hiperemia conjuntival e os resultados da P10, verificou-se inflamagéo
moderada até aproximadamente os sete dias de pds-operatério com melhora progressiva
significativa, compativel com o processo de reparagdo descrito no tratamento de PRF em
coelhos.*817 A partir da reepetilizacdo completa do epitélio aos 14 dias pds-operatorio,
independente do tratamento, verificou-se tendéncia a hiperemia discreta no G1 e a
auséncia no G2, sugerindo a possibilidade de efeito um pouco mais prolongado dos
fatores de crescimento da membrana no G2, embora a area de redugéo da lesdo tenha sido
maior no G1. Na reconstrucdo escleral, Dereli Can et al.® também descreveram
inflamacdo conjuntival discreta em coelhos durante o primeiro més apos reconstrucdo
escleral com a aplicacéo de PRF, similar ao observado neste estudo no G1.

A dor inferida pelo blefaroespasmo, principalmente nos primeiros momentos de
avaliacdo, com evolucéo favoravel, corrobora ao descrito em pacientes humanos® com
descemetocele tratados por técnica cirargica similar de membrana de L-PRF autdloga,
com reducAo significativa desta aos 10 dias pos-operatorio.®

Hirotal, utilizando o mesmo protocolo de Ulceras deste estudo e tratamento com L-
PRF autol6go suturado a cornea, descreveu leve blefaroespasmo e vascularizacdo no
periodo final de avaliacdo aos 30 dias, sugerindo influéncia dos pontos de sutura corneais.
Os resultados deste estudo vém ao encontro dessa afirmacéo e destaca a importancia da
remocao precoce dos pontos ap6s quatro dias. Neste estudo, essas alteracGes ndo foram
observadas apds 14 dias, corroborando a Can et al.®, sugerindo sutura dos pontos na
conjuntiva, para minimiza-los.

Hirotal” verificou a absor¢do da membrana autéloga, suturada na cornea, em quatro
dias e Can et al.® observaram que a membrana PRF se dissolveu lentamente durante um
periodo de 10 dias sob a lente de contato terapéutica para o tratamento de descemetoceles.
No presente estudo, a dissolucdo total da membrana foi observada entre M7 e M14,
préximo ao descrito por Can et al.,> e mais acentuada no G1. Notou-se secre¢io mucosa
com o0 aspecto esbranquicado da membrana na superficie ocular, no inicio do pos-
operatorio, corroborando a Hirota.'’

Traumas e cirurgias podem levar a diminuicdo da sensibilidade corneal, pela alteracao
da inervacdo e, por conseguinte, da producdo de lagrima.*® Os valores de estesiometria
observados no estudo corroboram aos descritos por Xia et al.!® também com estesiémetro

de Cochet-Bonnet em coelhos, de aproximadamente 3,19cm; estes foram similares entre
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0s grupos experimentais. No G2, entre 0s momentos, verificou-se menor sensibilidade
corneal e producdo lacrimal. Xia et al.X® descreveram recuperacio da sensibilidade
corneal, apos crosslinking utilizando riboflavina e irradiacéo ultravioleta, aos 180 dias do
po6s-operatorio, indicando que o tipo de lesdo e tratamento influencia na regeneracdo dos
nervos.

A reducdo da area da lesdo foi superior no G1 no periodo inicial (M4 e M7). Merlini
et al.? instituiram o tratamento de Glceras estromais superficiais e indolentes em cées
com plasma rico em plaquetas (PRP), sob a forma de colirio e tampao, e observaram a
reducdo da &rea da lesdo de 95,3% e 100% respectivamente no quinto dia de tratamento.
Similaridade foi observada no G1 com reducdo de 83,6% no 7° dia pos-operatorio;
levando em consideracdo a profundidade da Ulcera instituida em nosso estudo (313um),
os resultados foram favoraveis. A reepitelizagdo total foi similar nos dois grupos
experimentais pelo teste de fluoresceina, e negativou a partir da segunda semana.

Ademais, no periodo final de avaliacdo, opacidade discreta nos dois grupos observada,
corroborram aos achados de Hirota.!” a qual comparou o grupo controle, e grupo PRF,
sugerindo a influéncia dos fatores de crescimento presentes na membrana PRF. Estudo
utilizando o PRP também em Ulceras profundas em coelhos, relatou-se cicatrizagbes com
opacidade leve superior ao grupo controle.® Foi constatado que o PRP aumenta a
concentracdo de fatores de crescimento na cicatrizacdo, ocorrendo um aumento no indice
de proliferagdo celular e consequente aceleracdo da reparagéo tecidual 32?2 vantagem
também atribuida ao PRF.*2

O inicio de processo de reparacdo corneal foi observado histologicamente no M4 com
a diferenciacdo das células epiteliais e aumento da espessura nas bordas da lesdo, similar
ao observado por Perches et al.,?? com o tratamento de PRP e plasma pobre em plaquetas
(PPP) em plaquetas em Ulceras corneais profundas em coelho. A atuacdo atribuida foi
relacionada a presenca dos fatores de crescimento presentes nas plaquetas, liberados logo
apos a sua ativacio e agem de forma imediata e prolongada.?

Na avaliacao histopatoldgica inicial (M4), foi observado maior espessura estromal em
regido de cornea integra e borda no G2. Aumento do estroma corneal também foi
observado em regido de Ulcera profunda em coelhos tratados com tampdo de PRP
revestido por membrana amniética, sendo observado edema na regido.® Em M30, foi
possivel verificar diminuicdo numeérica da espessura estromal, apesar da auséncia de
diferenca significativa entre grupos ou regiao de avaliacdo, possivelmente relacionado a

maior remodelamento. Talvez a maior permanéncia das membranas no G2, na fase inicial,
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possa ter contribuido com esse aumento de espessura estromal em regido de cornea
integra.

O processo de reparagdo na Ulcera de cérnea, em ambos 0s grupos, com presenca de
leucdcitos na regido da lesdo aos quatro dias e moderada absor¢cdo da membrana, e no
M30, com epitélio reconstituido, sugerem atuacéo de outro beneficio relacionado ao PRF,
relacionado a incorporacéo de leucdcitos na matriz de fibrina, proporcionando capacidade
de regulagdo imunoldgica e inflamatdria.?*

A auséncia de vascularizacdo observada na avaliagdo clinica oftalmoldgica em ambos
os tratamentos, foram confirmadas aos achados histomorfométricos no M4 e M30, sendo
gue 0s poucos vasos presentes apresentavam pequeno calibre. Apesar de sua importancia
na cicatrizacdo especialmente associados a complicacbes como Ulceras em melting,
descemetocele, a vascularizagdo corneal pode contribuir para fibrose corneal,>% esta néo
foi observada neste estudo, podendo ser indicativo positivo no uso da terapéutica nos
desses desafios oftalmologicos.

Nesse estudo optou-se pela anélise do TGF-B1 e FGF, apesar de diversos fatores de
crescimento demonstrados in vitro no PRF,? os selecionados sdo de grande relevancia
para a regeneracéo da superficie ocular. Can et al.* investigaram o efeito da L-PRF na
plastica conjuntival, e descreveram expressdes significativas do TGF- no periodo pos-
operatdrio, mais especificamente no 3° e 7° dia.* Imunorreatividades significativas de
TGF-p e FGF foram observadas em reconstrucao escleral de coelhos tratadas com L-PRF
do 7° com aumento até o 58° dia pds-operatério.® De modo similar no estudo, imuno-
marcacOes para TGF-B1 e FGF-2 foram observadas, no inicio do processo de cicatrizagéo,
em todas as regifes da cdrnea analisadas aos quatro dias pds-operatorio.

Apesar de valores de expressGes numéricas superiores de TGF-B1 e FGF-2 em borda
e regido integra no G2, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos. A
imunomarcacao foi observada em regido de cornea integra, sugerindo producao talvez a
producdo pelo proprio epitélio? ou talvez absorcao destes por essa regido.

Foi demonstrado que o FGF-2 ¢é eficaz na promogédo da cicatrizacdo de Ulceras
epiteliais herpéticas, seja por seus efeitos proliferativos nas células epiteliais ou
indiretamente por ocupar os locais na superficie celular de sulfato heparan, necessarios
para a fixacdo do virus.?® Os resultados deste estudo, referente a expressio de FGF-2 no
momento inicial do pos-operatorio, incentivam estudos do uso da membrana de PRF em

casos de ulceras cronicas e/ou sequestro corneal felino.®
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Neste estudo, a cicatrizacdo epitelial e opacidade discreta foram observadas ao longo
dos 14 dias pds-operatorios, indicando a homeostase de TGF-B1 no processo de reparagdo
corneal dos tratamentos instituidos. O TGF-B1 associado a condi¢des desfavoraveis de
secrecdo acentuada ou continua promove a diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos, acarretando em fibrose corneal, diminuigdo da transparéncia e retardo a
reepitelizagdo.3>*2 Por outro lado, a inibicdo total de TGF-B1 reduz ou impossibilita a
reparacdo estromal por diminuir a transformacdo de ceratdcitos em fibroblastos e,
consecutivamente, produgdo de matriz extracelular, sendo importante o seu equilibrio
durante o processo de reparagdo corneal 3233

Na oftalmologia humana, o uso do coagulo de plasma rico em plaquetas (E-PRP) como
tampdo e da membrana de PRF autdloga sobre descemetoceles e perfuragdes, atuaram
como suporte mecanico em casos complicados de descemetoceles e perfuracdes.®®%
Também foi encontrado, na medicina veterinaria, 0 uso de membranas bioldgicas em
multiplas camadas para tratamento de lesdes profundas da cornea em cées e gatos, afim
de aumentar o suporte mecanico, sem a necessidade de associar a um enxerto de pediculo
conjuntival que pode resultar em perda de transparéncia.®

As particularidades de cada tratamento instituido quanto a absor¢do de membrana e
reducdo de area da lesdo encontradas neste estudo, sugerem distintas indicacdes, com 0
tratamento multimodal (G2) para condi¢des corneais com menor espessura. Estimulam-
se mais estudos em casos de descemetoceles e perfuragdes.

O pequeno calibre das veias de coelhos e outros animais de pequeno porte pode tornar
desafiador a coleta homogénea e rapida, no volume necessario de sangue e sua imediata
transferéncia para a centrifugagdo, conforme feito nos humanos.* Dereli Can et al.® e
Castilho et al.* desenvolveram membrana de PRF de qualidade em coelhos e gatos Maine
Coon, com 5 ml e 3ml de volume de sangue, respectivamente. Portanto, neste estudo foi
factivel a coleta de 2 ml de sangue, para producdo e obtencdo de L-PRF autélogo de
qualidade com arquitetura estavel, corroborando a Dohan Ehrenfest et al.3* To et al.
produziram o biomaterial em cées da raca Beagle sem dificuldades, com uma amostra de
10ml de sangue, similar ao desenvolvido neste estudo, em cdes com peso ao redor de 20
kg, na confeccdo da membrana xendloga de céo.

Os autores®3* também enfatizam o preparo simples e rapido adequado durante o
procedimento cirdrgico, concluiram ser uma técnica segura e econémica, pratica com

relacdo a outros biomateriais a base de plaquetas, que requerem ativacédo por cloreto de
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calcio ou trombina,?®3 dificultando sua aplicabilidade clinica rotineira na oftalmologia
veterinaria.

Alio et al.?® descreveram em casos clinicos, a combinacéo entre coagulo de plasma
rico em plaquetas (E-PRP) e membrana de fibrina autéloga. Nesse estudo, o coagulo de
E-PRP foi colocado como um tampéo na regido perfurada da cornea e ato continuo a
membrana de PRF autdloga, fixada & conjuntiva.?® Os resultados foram promissores,
porém as desvantagens do E-PRF foi o processamento mais elaborado, necessidade de
trombina aut6loga e cloreto de calcio nas preparagdes,®®®’ diferente da membrana de L-
PRF autéloga aplicada neste estudo, corroborando aos descrito por Hirota.!” Cakmak et.
al.? descreveram as vantagens do L-PRF, frente ao autoenxerto conjuntival, relatando
menor inflamacao e tempo cirdrgico na técnica de PRF, apesar da eficacia de ambas.
Similitude do uso da membrana L-PRF foi relatada em conjuntivoplastia® e reconstrucoes
esclerais.®

Sanchez-Avila et al.*” descreveram a membrana de fibrina rica em fatores de
crescimento (MPRGF), e sua acdo coadjuvante em cirurgias de superficie ocular em
humanos.®” Foram relatados minima inflamagdo e fibrose pds-operatdria, portanto,
inflamacdo similar a este estudo, e sobressaindo-se aos enxertos conjuntivais e como
alternativa & membrana amniética ou outras membranas biolégicas.®” Entretanto, o
preparo do mPRGF é mais longo (40 a 60 minutos) e requer ativacdo de plaquetas pela
adicdo de cloreto de calcio,* diferente do processo utilizado no estudo.

A complicacéo, descrita em um animal no G2, foi atribuida a automutilizagao, prurido
e dor secundario ao processo inflamatdrio. Uma limitacdo necessaria da parte clinica
experimental foi remocdo prematura do colar Elizabetano, aos quatro dias, visando o bem
estar animal e possibilitando a cecotrofia fisioldgica da espécie.* Recomenda-se a
manutencdo mais prolongada do uso do colar sempre que possivel e especificamente em
coelhos pets talvez intervalos assistidos sem colar seja uma estratégia interessante de
manejo.

A producdo da membrana L-PRF xendloga canina foi préatica e rapida, o desafio maior
foi na coleta de sangue do coelho, exigindo habilidade técnica. Contudo, os 2ml coletados
do coelho permitiram a producdo de uma membrana L-PRF que recobriu de forma
eficiente a Ulcera induzida e ndo prolongou o tempo cirdrgico; assim como, os 10ml de
sangue xendlogo de céo recobriu toda superficie corneal permitindo pontos na conjuntiva

bulbar. A confeccdo da membrana de forma simultdnea ao procedimento cirirgico
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maximizou a eficiéncia dos processos e otimizou o tempo da anestesia de cada animal e
das membranas ex-sito.

O uso cirurgico de L-PRF xendloga canina e sua associa¢do ao autélogo no tratamento
de Ulceras de cérnea profundas em coelhos foi inovador neste estudo; a eficacia das
técnicas quanto a reparacdo com restauragdo a transparéncia corneal foi observada
clinicamente, em ambos os tratamentos realizados. A histomorfometria e imuno-
histoquimica contribuiram para os resultados afirmativos da avaliacdo clinica,
demonstrando a expressdo dos fatores de crescimento TGF-f1 e FGF-2, importantes na
cicatrizacdo corneal destacando o interessante potencial regenerativo da membrana L-
PRF.

A suposicdo de que a utilizacao de dupla membrana, xendloga e autéloga, contribuisse
na reducdo de reacdes adversas e diferenciacdo no aporte de FCs ndo foi comprovada;
entretanto, reagdes adversas ndo foram observadas no tratamento apenas com membrana
L-PRF xenologa canina, apontando para a aplicabilidade dessa técnica mais simples na
clinica e mantendo resultados favoraveis. Dentre as limitagdes encontradas neste estudo,
ressalta-se o estudo da cérnea contralateral, para compreender melhor a expressao de
TGF- B1 em regido de cérnea sem lesdo ou tratamento.

Concluiu-se que a técnica cirdrgica do L-PRF, considerando execucdo simples, rapida
e necessidade de poucos equipamentos, favorece aspectos econdémicos em sua
aplicabilidade, apresentando-se como interessante alternativa no tratamento de Ulceras de

corneas profundas na pratica oftalmoldgica, inclusive em animais de pequeno porte.
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Apéndice 1. Avaliacdo pré-operatéria da estesiometria, TLS, paquimetria e PIO dos
coelhos utilizados na avaliacdo clinica oftalmoldgica pos-operatoria (n=18), segundo
sexo dos animais, representada pela média, seguida por desvio padrao.

Exame Macho Fémea p-value
Estesiometria (cm) 3,09 +0,86 4,71 +£0,57 p<0,01
TLS (mm/min) 12 £ 2,53 11,86 £ 2,91 p>0,05
Paquimetria (um) 402 + 21,39 408 + 33,87 p>0,05
P1O (mmHg) 14,91+ 1,64 16,29+1,8 p>0,05

TLS, teste lacrimal de Schirmer; PIO, pressdo intraocular. * p<0,05 indicam diferenca estatistica. Teste t
de Student para amostras independentes (ZAR, 2009).

Apéndice 2. Avaliagdo pre-operatéria da estesiometria, TLS, paquimetria e PIO,
representada pela média, seguida por desvio padrdo, onde E1 é composta pelos animais
utilizados exclusivamente para avaliagdo histomorfométricas e imuno-histoquimica de
M4 (n=10) e, E2, coelhos utilizados na avaliacdo clinica oftalmologica pos-operatoria
(n=18).

Exame El E2 p-value
Estesiometria (cm) 3,8+0,86 3,72+11 p>0,05
TLS (mm/min) 14,1+ 3,78 11,94 + 2,60 p>0,05
Paquimetria (um) 435,4 + 28,43 404,33 £ 26,14 p<0,01
PIO (mmHg) 16,3+2 15,44 +1,79 p>0,05

TLS, teste lacrimal de Schirmer; PIO, pressdo intraocular. * p<0,05 indicam diferenca estatistica. Teste t
de Student para amostras independentes (ZAR, 2009).
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