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HIROTA, I. N. Uso de membrana de fibrina rica em plaquetas e leucocitos
(L-PRF) em ulceras de cdrneas profundas induzidas em coelhos. Botucatu,
2020. 52p. Tese (Doutorado em Animais Selvagens — Cirurgia) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO

A Fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (L-PRF) € um subproduto sanguineo
que se caracteriza por possuir fatores de crescimento, atuar na cicatrizacao
tecidual, e ser de facil obtencédo. Objetivou-se verificar a composicédo da L-PRF
e sua atuacdo na cicatrizacdo da cornea de coelhos, e a histomorfometria da
membrana de L-PRF e da cérnea. Foram utilizados 30 coelhos, adultos, sadios,
todos submetidos a inducdo de ulcera profunda de cornea, distribuidos
aleatoriamente em dois grupos experimentais, Grupo controle (n=14) e Grupo
membrana de PRF (n=15), neste foi instituido tratamento com membrana de L-
PRF suturada a cérnea. Os animais foram avaliados em diferentes dias do pos-
cirdrgico (M1, M4, M7 e M30), e avaliados clinicamente quanto a hiperemia
conjuntival, opacidade, vascularizacao, blefaroespasmo, teste de fluoresceina, e
tempo de absor¢do da membrana. Os resultados clinicos apresentaram-se
favoraveis, com presenca de vascularizacao e opacidade leve no grupo L-PRF;
na histomorfometria no M30, verificou-se alteracdo significativa com menor
espessura significativa do epitélio e estroma no grupo membrana, comparado ao
controle, na borda da Ulcera e centro; entretanto, considerando os vasos da
cornea, os resultados foram similares nos dois grupos experimentais. A
membrana de L-PRF do coelho é constituida basicamente por fibrina e apresenta
significativa presenca da camada leucocitaria em sua extremidade inferior. A
utilizacdo da membrana de L-PRF promove a cicatrizacdo e é viavel, promove
cicatrizacdo da cérnea e vascularizacao leve em Ulceras de cérnea profunda em
coelhos. Adicionalmente, pode ser suturada no leito da Ulcera, como uma
alternativa para tratamento de afec¢des na superficie ocular, e caracteriza-se por
ser de rapida obtencado, devido ser possivel ser preparada no ato cirurgico e
baixo custo.

Palavras-chave: cicatrizacao corneal, PRF, histomorfometria



HIROTA, I. N. Use of fibrin membrane rich in platelets and leukocytes (L-
PRF) in induced deep corneal ulcers in rabbits. Botucatu, 2020. 52p. Thesis
(Doctorate in Wild Animals - Surgery) - Faculty of Veterinary Medicine and Animal
Science, Botucatu Campus, Universidade Estadual Paulista.

SUMMARY

Platelet and leukocyte-rich fibrin (L-PRF) is a blood by-product that is
characterized by having growth factors, acting on tissue healing, and being easily
obtained. The objective was to verify the composition of L-PRF and its
performance in the healing of cornea, as well as in the transparency,
vascularization and histomorphometry of the L-PRF membrane and the cornea.
Thirty healthy adult rabbits were subjected to induction of deep corneal ulcer,
randomly distributed in two experimental groups, Control Group (n = 14) and PRF
Membrane Group (n = 15), in which treatment with L membrane was instituted. -
PRF fixed to the cornea. The animals were evaluated on different days after
surgery (M1, M4, M7 and M30), and the clinical evaluation criteria were:
conjunctival hyperemia, opacity, vascularization, blepharospasm, fluorescein
test, intraocular pressure and absorption time of the membrane. The clinical
results were favorable, with the presence of vascularization and slight opacity:
histomorphometry showed statistical difference when comparing the
measurements of stroma thickness between the groups GM and CG of the border
(p <0.0001) and the injury of the two groups (p = 0.0006), regarding the evaluation
of the corneal vessels, there was no statistical difference in the comparison of the
two groups and a low variation. It is concluded that the use of the PRF membrane
is feasible and promotes corneal transparency and mild vascularization in deep
corneal ulcers in rabbits. In addition, it can be sutured in the wound bed, making
it an alternative for treating disorders on the ocular surface, being quick to obtain
and low cost.

Keywords: corneal healing, PRF, histomorphometry
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

Ao considerar os variados tipos de desafios oftdlmicos em animais de
companhia, ou os selvagens que vem crescendo substancialmente na rotina da
medicina veterinaria, deve-se levar em consideragdes alternativas de facil
obtencdo e com custo acessivel. As Ulceras de cérnea sdo comumente
diagnosticadas na rotina da clinica oftalmoldgica veterinaria e ocorrem devido ao
trauma no epitélio corneal e consequente exposicdo estromal !. Quando
acometem mais de 50% da espessura total, sdo necessarios procedimentos de
emergéncia que visam a manutencao da integridade e funcionalidade da cornea,
estrutura avascular e transparente 2. Geralmente, este tipo de tratamento tem
custo elevado, seja pela obtencéo ou disponibilidade de materiais no mercado 3~
6. Dessa forma, novas alternativas sdo estudadas para tornar o procedimento
mais viavel e amplamente disponivel, objetivando manter a integridade ocular e
transparéncia da cornea. A selecéo da técnica cirdrgica e da anatomia do animal
a ser estudado séo desafiadores, tanto pela questédo financeira quanto funcional
7.

O coelho (Oryctolagus cuniculus) é um importante modelo experimental
utilizado, pois apresenta um processo cicatricial corneal consideravelmente
rapido e permite a avaliacdo da neovascularizacdo, mecanismo geralmente
associado a Ulceras de cérnea profundas cicatrizadas %8. A utilizacdo do modelo
experimental é muito importante, pois promove um melhor entendimento dos
mecanismos ”.

A medicina regenerativa e os diversos materiais que podem ser obtidos
por meio dos componentes sanguineos, providos de grande concentracao de
fibrinogénio e/ou fatores de crescimento e que auxiliam na cicatrizagcao tecidual
tém se destacado °.

A fibrina rica em plaguetas e leucécitos (L-PRF) é considerada um
importante material bioldgico, pois possui caracteristicas que auxiliam na
cicatrizacdo e controle da inflamacéao, cujo processo de preparo é simples e sem

necessidade de aditivos, utilizada tanto na forma de coagulo como de membrana
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10, Essa membrana é absorvivel, flexivel e elastica, e apresenta resisténcia para
ser suturada no leito da ferida 112,

Existem varias opcbOes de tratamentos que auxiliam na cicatrizacao
corneal, porém o custo elevado, o dificil acesso para uso veterinario e a
opacidade intensa no local da lesdo tornam-se limitantes. Na medicina humana,
h& um estudo piloto que utilizou a membrana de PRF associado ao coagulo de
plasma rico em plaguetas em casos de perfuracdo ocular, com resultados
favoraveis 3. Do conhecimento dos autores, em animais ndo ha estudos com
esse material biolégico para auxiliar no tratamento de Ulceras de cornea.

Sendo assim, de maneira geral, o estudo visou verificar se a membrana
de fibrina rica em plaquetas e leucocitos (L-PRF) auxilia na cicatriza¢do corneal,
por meio da avaliacdo clinica oftalmoldgica e seus efeitos na transparéncia,
vascularizacdo, e analise histomorfométrica da reparacéo das Ulceras profundas

induzidas em coelhos.
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Uso de membrana de fibrina rica em plaquetas e leucdécitos (L-PRF) em
Glceras de corneas profundas induzidas em coelhos

RESUMO

A Fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (L-PRF) € um subproduto sanguineo
que se caracteriza por possuir fatores de crescimento, atuar na cicatrizacao
tecidual, e ser de facil obtencéo. Objetivou-se verificar a composicédo da L-PRF
e sua atuacdo na cicatrizacdo da cornea de coelhos, e a histomorfometria da
membrana de L-PRF e da cérnea. Foram utilizados 30 coelhos, adultos, sadios,
todos submetidos a inducdo de Uulcera profunda de coérnea, distribuidos
aleatoriamente em dois grupos experimentais, Grupo controle (n=14) e Grupo
membrana de PRF (n=15), neste foi instituido tratamento com membrana de L-
PRF suturada a cérnea. Os animais foram avaliados em diferentes dias do pos-
cirargico (M1, M4, M7 e M30), e avaliados clinicamente quanto a hiperemia
conjuntival, opacidade, vascularizacao, blefaroespasmo, teste de fluoresceina, e
tempo de absor¢cdo da membrana. Os resultados clinicos apresentaram-se
favoraveis, com presenca de vascularizacao e opacidade leve no grupo L-PRF;
na histomorfometria no M30, verificou-se alteracdo significativa com menor
espessura significativa do epitélio e estroma no grupo membrana, comparado ao
controle, na borda da Ulcera e centro; entretanto, considerando os vasos da
cornea, o0s resultados foram similares nos dois grupos experimentais. A
membrana de L-PRF do coelho é constituida basicamente por fibrina e apresenta
significativa presenca da camada leucocitaria em sua extremidade inferior. A
utilizacdo da membrana de L-PRF promove a cicatrizagdo e é viavel, promove
cicatrizacdo da cornea e vascularizacéo leve em Ulceras de cornea profunda em
coelhos. Adicionalmente, pode ser suturada no leito da ulcera, como uma
alternativa para tratamento de afec¢des na superficie ocular, e caracteriza-se por
ser de rapida obtencdo, devido ser possivel ser preparada no ato cirargico e

baixo custo.
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HIROTA, I. N. Use of fibrin membrane rich in platelets and leukocytes (L-
PRF) in induced deep corneal ulcers in rabbits

SUMMARY

Platelet and leukocyte-rich fibrin (L-PRF) is a blood by-product that is
characterized by having growth factors, acting on tissue healing, and being easily
obtained. The objective was to verify the composition of L-PRF and its
performance in the healing of cornea, as well as in the transparency,
vascularization and histomorphometry of the L-PRF membrane and the cornea.
Thirty healthy adult rabbits were used, all subjected to the induction of deep
corneal ulcer, randomly distributed in two experimental groups, Control Group (n
= 14) and PRF Membrane Group (n = 15), in which membrane treatment was
instituted L-PRF attached to the cornea. The animals were evaluated on different
days after surgery (M1, M4, M7 and M30), and the criteria for ophthalmic clinical
evaluation  were: conjunctival hyperemia, opacity, vascularization,
blepharospasm, fluorescein test, intraocular pressure and time of absorption of
membrane. The clinical results were favorable, with the presence of vascularity
and mild opacity in the L-PRF group; on M30 histomorphometry, there was a
significant change in stroma thickness between the membrane and control group
at the ulcer border (P <0.0001) and center (P = 0.0006). However, considering
the corneal vessels, the results were similar in both experimental groups. It is
concluded that the use of the L-PRF membrane is feasible and promotes corneal
transparency and mild vascularization in deep corneal ulcers in rabbits. In
addition, it can be sutured in the ulcer bed, as an alternative for the treatment of
conditions on the ocular surface, and it is characterized by being quick to obtain
and low cost.

Keywords: corneal healing, PRF, histomorphometry



Introducao

As Ulceras de cOrnea sdo comumente diagnosticadas na rotina da clinica
oftalmoldgica veterinaria e ocorrem devido ao trauma no epitélio corneal e
consequente exposicdo estromal !. Quando acometem mais de 50% da
espessura total, sdo necessarios procedimentos de emergéncia que visam a
manutencdo da integridade e funcionalidade da coOrnea, estrutura avascular e
transparente 2. Geralmente, este tipo de tratamento tem custo elevado, seja pela
obtencdo ou disponibilidade de materiais no mercado 3. Dessa forma, novas
alternativas s@o estudadas para tornar mais viavel e amplamente disponivel,
objetivando manter a integridade ocular e transparéncia da cérnea. A selecéo da
técnica cirargica e da anatomia do animal a ser estudado séo desafiadores, tanto
pela questdo financeira quanto funcional ”.

Novas pesquisas relacionadas com medicina regenerativa e os diversos
materiais que podem ser obtidos por meio dos componentes sanguineos,
providos de grande concentracdo de fibrinogénio e/ou fatores de crescimento e
que auxiliam na cicatrizacdo tecidual tém se destacado °1*A fibrina rica em
plaguetas e leucdcitos (L-PRF) é considerada um importante material biologico,
pois auxilia na cicatrizacdo e controle da inflamacao, cujo preparo € simples e
sem necessidade de aditivos, utilizada tanto na forma de coagulo como de
membrana °. Essa membrana é absorvivel, flexivel e elastica, e apresenta
resisténcia para ser suturada no leito da ferida %12

E um biomaterial obtido por meio da coleta de sangue sem a adicéo de
anticoagulantes e centrifugacdo imediata 1°. O processo de coagulacéo inicia
durante a centrifugacao, e resulta em trés partes no tubo, uma a base de glébulos
vermelhos na parte inferior, plasma acelular como um sobrenadante (plasma
pobre em plaquetas), e o coagulo de PRF no meio. Este ultimo, rico em fibrina,
plaquetas e leucocitos 16

O PRF pode ou nao conter leucécitos, sendo denominados
respectivamente, L-PRF e fibrina rica em plaquetas pura (P-PRF). Independente
do PRF, a ativagéo das plaguetas sem a adicdo de substancias ativadoras, tem
por finalidade a obtencéo de fibrina forte °.

Trata-se de uma nova geracao de concentrados de plaquetas, rico em

fatores de crescimento, e, diferentemente de outras técnicas, ndo necessita de



manipulagdo bioquimica do sangue, e é formado pelo processo de coagulacao
natural 7. Atua intensificando a resposta regenerativa das células do proprio
paciente 1018,

O PRF possui varias citocinas: fator de crescimento transformador 3
(TGF-B), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento insulina (IGF-1),
fator de crescimento de fibroblastos (EGF) e fator de crescimento epidermal
(EGE), que resultam na modulacdo da inflamacéo e aceleracdo do processo
cicatricial 1°. Atua como uma membrana absorvivel, com caracteristica flexivel e,
elastica, resistente e com capacidade de ser suturada no leito da ferida %12,

Sua aplicabilidade clinica é extensa, e iniciou-se na odontologia na Franca
13,20-22 " Choukroun et al. (2006a) descreveram atuacdo nha cicatrizacdo:
angiogénese, controle imunoldgico, aproveitamento de células-tronco
circulantes e recobrimento da ferida por epitélio, auxiliando o processo cicatricial,
assim como relatado por Khiste; Naik Tari (2013).

Apresenta vantagens como: suporte mecanico de protecdo a leséo,
estimulo da migracao celular necessario para neovascularizagéo e sobrevivéncia
do enxerto, além da presenca de leucdcitos e citocinas capazes de promover a
autorregulacdo do processo infeccioso e inflamatério 1. O método oferece uma
opcao terapéutica interessante, considerando a eficiéncia, o baixo custo e a
seguranga do uso de tal “coagulo sanguineo otimizado” autélogo 6. Inimeros
trabalhos descrevem sua aplicacdo com resultados favoraveis como nas areas
de cirurgia plastica, ortopedia, oftalmologia, dentre outros 1321.22,

Ressalta-se que apesar das varias op¢des de tratamentos que auxiliam
na cicatrizacdo corneal, de modo geral apresentam custo elevado, dificil acesso
para uso médico veterinario e a algumas técnicas resultam em opacidade intensa
no local da lesdo. Na medicina humana, ha um estudo piloto que utiliza a
membrana de PRF associado ao coagulo de plasma rico em plaquetas em casos
de perfuracdo ocular, com resultados favoraveis 3. Do conhecimento dos
autores, em animais, ndo ha publicagcbes na literatura com esse material
biolégico para auxiliar no tratamento de ulceras de cornea.

O objetivo do trabalho foi descrever a histologia da membrana de fibrina
rica em plaquetas e leucocitos (L-PRF) e sua atuagéo na cicatrizagdo corneal,

por meio da avaliagdo clinica oftalmologica e seus efeitos na transparéncia,



vascularizacdo, e analise histomorfometria em ulceras profundas induzidas em

coelhos.

Materiais e Métodos

Animais e ambiente de experimentacao

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista (UNESP) - Botucatu, segundo o protocolo n° 158/2018-CEEA. O
trabalho seguiu as normativas de procedimentos da Association for Research in
Vision and Ophthalmology (ARVO).

Os animais foram provenientes do Biotério central da UNESP — Campus
Botucatu/SP, com idade média de 60 dias. Foram mantidos em gaiolas
individuais, em um espaco especifico para seu manejo, com ventilacdo

adequada, com agua potavel e racdo comercial ad libitum.

Animais e Grupos experimentais

Foram utilizados 30 animais da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus),
da raca Norfolk, machos e fémeas, com idade média de 2 anos e peso médio de
4.4Kg. Apdés ao exame fisico, hemograma completo e exame oftalmoldgico,
foram selecionados coelhos saudaveis e sem alteracdes oftalmoldgicas.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais, constituidos de 15 animais em cada, denominados Grupo
controle (GC) e Grupo membrana de L-PRF (GM), de acordo com o tratamento

realizado ap6s a inducao da Ulcera cirurgica.

Coleta de sangue e Preparo da membrana de PRF
Todos os animais foram sedados com cetamina (20 mg/kg/IM, Dopalen®),
midazolam (1 mg/kg/IM, Dormonid®), e morfina (1 mg/kg/IM, Dimorf®). Apos 15
minutos, os mesmos foram preparados para o procedimento, realizado a
tricotomia e canulagdo da veia auricular com cateter 24G. Em seguida, foi
coletado 2 ml de sangue da veia jugular, utilizando-se agulha 20X5,5 e seringa
de 3ml, de cada animal do GM para preparacdo da membrana de fibrina rica em

plaguetas e leucécitos.
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Com a equipe devidamente paramentada, considerando aspectos de
assepsia e antissepsia, o sangue foi transferido para tubo de vidro seco estéril,
e centrifugado imediatamente apds a coleta a 3000 rpm por 10 minutos. Ao
retirar-se o tubo da centrifuga, observou-se a formacao de um gel no interior do
tubo, que foi recuperado delicadamente com o auxilio de uma pingca. Em seguida
o coagulo foi colocado sobre uma gaze estéril, e com uma espétula pertencente
ao kit com caixa metalica para confeccdo de L-PRF, a parte vermelha foi
gentilmente removida. Este foi pressionado levemente com tripla camada de
gaze umida com solucao fisiologica 0,9% estéril. Foi transferido para caixa
metalica especifica e novamente submetido a leve compresséo com o auxilio do
tambor metélico durante poucos segundos, resultando no desenvolvimento de
membrana fina, opaca e de tamanho necessario para o recobrimento de toda da
Ulcera, no GM.

Para a avaliagdo histolégica da membrana, foram sorteados
aleatoriamente dez coelhos considerando o sexo, sendo 5 machos e 5 fémeas,
estes foram submetidos a coleta de mais uma amostra de sangue contendo 2ml,

pela veia safena, e confeccionadas segundo o protocolo acima descrito.

Procedimento cirdrgico e pos-operatério

Todos os coelhos foram anestesiados e mantidos com isoflurano
(Cristalia®), via mascara, com concentracdo alveolar minima de 1,4 vol%,
associado a anestesia topica a base de colirio de cloridrato de proximetacaina
0,5% (Anestalcon®). Foi feita a tricotomia das palpebras do olho esquerdo e,
apo0s a antissepsia, utilizando-se solucdo de polivinilpirroidona (PVPI 1:50), os
panos cirargicos adesivados estéreis foram posicionados e as palpebras fixadas
mecanicamente com o blefarostato Barraquer infantil. Para a realizacdo da
Ulcera de cornea cirurgica, o olho esquerdo foi posicionado sob 0 microscopio
cirurgico, e feito o bloqueio da capsula de tenon para centralizacdo da cornea,
com lidocaina (0.3ml), apds isso, com um trépano a vacuo (Surgistar vacum
trephine — Surgistar ™) foram padronizadaAs as Ulceras de cornea centrais com
7,25mm de diametro e 313um de profundidade. Utilizando-se um bisturi
crescente, a cérnea foi delaminada cuidadosamente. No GC, o procedimento foi
realizado até essa etapa, sendo que no GM, ato continuo, a membrana de L-

PREF foi fixada sobre a lesédo na cérnea em pontos simples separados, com nailon
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10-0. A membrana foi posicionada de forma em que a parte celular, que vamos
nominar parte inferior da membrana onde encontramos a camada leucocitaria,
ficasse posicionada sempre para a regiao temporal do olho do animal. E a parte
sem ceélulas, designada parte superior da membrana posicionada no canto
medial do olho do coelho.

Ap0s o procedimento cirargico, os coelhos foram identificados e mantidos
em gaiolas individuais com agua potével e racdo comercial ad libitum. No pos-
cirdrgico imediato e apos 24 horas, foi administrado em todos os animais, 0
antiinflamatério a base de meloxicam (0,5mg/kg/IM) (Maxicam® injetavel 2% -
Ourofino), além de morfina (2 mg/Kg/IM), quando necessario, visando maximizar
o conforto pds-operatdrio. Adicionalmente, os coelhos foram tratados
topicamente com colirio a base de tobramicina 0,3% (Tobracin® — Latinofarma),
quatro vezes ao dia, durante 10 dias. No décimo dia foi realizada a retirada dos
pontos (GM), para isso, os animais foram contidos de forma fisica e submetidos
a anestesia topica a base de colirio de cloridrato de proximetacaina 0,5%
(Anestalcon®). Na regido ocular foram feitas limpezas sempre que necessarias

com solucao fisiolégica a 0,9%.

Momentos e Avaliacdo oftalmolégica

Os coelhos foram avaliados em cinco momentos, designados MO, antes
do procedimento cirtrgico; M1- um dia apos o procedimento cirargico, M4 — apés
quatro dias do procedimento, M7- apés sete dias do procedimento e M30- trinta
dias, ap0s a cirurgia.

Os exames oftalmolégicos foram realizados apenas com contencéo fisica.
Foi realizada a biomicroscopia com lampada de fenda (Kowa SL-15®, Kowa
Optimed, Inc., Torrance, Califérnia) para avaliagdo minuciosa das estruturas e
dos reflexos pupilares. A avaliagdo da por¢cao aquosa do filme lacrimal foi feita
com o teste de Schirmer (Teste de Schirmer Ophthalmos®), no qual a tira
milimetrada foi inserida e posicionada na parte média da palpebra inferior,
permanecendo por um minuto no saco conjuntival. Em seguida, foi realizado o
teste de fluoresceina 1% (Ophthalmos®) para avaliacdo da integridade do
epitélio corneal. A tonometria (Tonovet Plus® - Icare) foi realizada para avaliagéo

da presséo intraocular. Foram feitas cinco mensuragdes consecutivas do mesmo
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olho e depois realizado a média dos valores para obtencao do valor final. No M1
foi excluido o teste de fluoresceina, bem como no M4 e M7 o teste de Schirmer,
este foi realizado novamente no M30.

Os critérios de avaliacdo clinica foram qualificados considerando os
escores para hiperemia, opacidade e vascularizacdo como: ausente (0), leve (1),
moderada (2) e intensa (3), blefaroespasmo ausente (1) ou presente (2) e teste
de fluoresceina negativo (1) ou positivo (2). No GM, foi avaliada a absorcéo da
membrana nos momentos descritos e foram classificados como: leve (1), quando
na avaliacdo com a lampada de fenda foi possivel observar que formava um
relevo, moderada (2) no momento em que ja formava um degrau nas bordas das
Ulceras, mas ainda havia a presenca de membranas na superficie da mesma e
total (3), auséncia total de membrana na superficie da lesédo. Todas as analises

foram realizadas por um Unico avaliador.

Histomorfometria da Cornea

No periodo final de avaliacdo (M30), todos os animais foram sedados
utilizando-se o mesmo protocolo descrito para a coleta de sangue; ato continuo
foram eutanasiados utilizando-se tiopental (20mg/kg/IV) associado a cloreto de
potassio 19,1% (2ml/kg/1V). A seguir, os coelhos foram submetidos a enucleacao
do olho esquerdo operado. Os olhos foram fixados em formaldeido tamponado
a 10%. Apos 72 horas, as cérneas foram isoladas e transferidas para élcool 70%
e submetidas ao processamento histologico de rotina, incluidos na parafina e
realizado cortes de 4 micrometros. As laminas foram coradas pelos métodos de

hematoxilina/eosina (HE) e tricrdomico de Masson.

Analise morfométrica

A analise morfométrica da cérnea foi feita utilizando-se microscépio
Olympus BX 57® associado a Camera Olympus DP73® e associado ao Software
cellSens Standard 1.12 copyright 2009-2014- Olympus Corporation, e foi
avaliada por histopatologista sem o conhecimento do tratamento. A espessura
das células epiteliais da regido de cornea central normal, borda e regido central
da ulcera no quadrante temporal foram mensuradas, bem como a espessura
estromal nessas regides foram mensuradas, foram obtidos trés pontos em cada

regiao, e sua meédia considerada o resultado final.
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Adicionalmente, foi avaliada a quantidade de vasos na cOrnea na regiao
da Ulcera epitelizada dos coelhos, por meio de andlise semi-quantitativa,
considerando 10 campos/animal. A classificacdo adotada foi de 0 — ausente, 1-
presenca de um até trés vasos por campo, 2- de quatro a seis vasos por campo

e score 3- sete ou mais vasos por campo.

Analise histolégica da Membrana de L-PRF

As 10 membranas confeccionadas foram fixadas em solucéo de formalina
a 10% durante o periodo de 72 horas, em seguida foram mantidas em alcool
70%. A seguir, foram seccionadas de forma longitudinal em sua porcdo média e
submetidas a rotina histolégica padrdo com inclusdo em parafina. Foram
realizados cortes de 4um, envolvendo todo seu comprimento, ou seja, parte
inferior e superior. Todas as laminas foram coradas pelo método de
Hematoxicilina/eosina (HE), e analisadas por microscépio optico.

A descricdo histomorfométrica da membrana de L-PRF foi realizada por
modelo semi-quantitativo, incluindo 10 campos de cada extremidade superior e
inferior, e o resultado final considerado a média/mediana destes. Para a
avaliacao celular, foi realizada a contagem totalizando 100 células por campo
envolvendo leucécitos e heméacias, e a avaliada a relacdo entre essas células.
Ato continuo foi analisada por escores a proporcao de fibrina, e sua relacdo com
leucécitos e hemacias, bem como entre essas células tanto na parte superior
quanto inferior da membrana. Utilizou-se o0s escores para a relacéo
fibrina/células: 1- discreto, quando havia presenca de células em até 25% da
matriz de fibrina, 2- moderado, quando predominava até 50% a presenca de
células na fibrina, e 3- intenso, quando observava-se celularidade acima de 75%
na matriz de fibrina.

Para a relacao dos leucécitos e hemacia na matriz de fibrina, adotou-se: 0-
Auséncia de leucocitos e heméacias, 1- Discreta presenca de leucécitos (25%)
em relacdo a hemacias, 2- Moderada presenca de leucocitos (26 a 75 %) em
relacdo as hemacias e 3 -intensa presenca de leucocitos (mais de 75 a 100%)

em relacdo a hemécias.
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Anélise estatistica

As varidveis tiveram sua distribuicdo avaliada por analises graficas
(histograma e QQ Plot) e testes de normalidade (Shapiro-Wilk). Para as
paramétricas, foi utilizado o teste T para verificar a diferenca entre machos e
fémeas, e olhos direitos e esquerdos, e a andlise de variancia (ANOVA) seguida
de Tukey para verificar diferencas entre os resultados ao longo dos dias de
avaliacdo e das duas técnicas cirurgicas utilizadas. Para a espessura da cornea
foi realizado o t-test seguido por Welch correction. Nas variaveis nao
paramétricas foi utilizado o teste de Mann-Whitney considerando machos e
fémeas, olhos direitos e esquerdos, as técnicas cirdrgicas empregadas, e as
membranas. O teste ndo paramétrico Wilcoxon “matched-pairs signed rank test”
foi utilizado na morfometria das membranas. O teste de paramétrica nos
diferentes dias. Foram consideradas diferencas estatisticas quando p<0,05. As
andlises foram feitas com auxilio do Statistical Analysis Software — SAS versao
9.3 23 e do Graphpad Prism 6.0 24,

Resultados

Animais

O GM foi constituido por sete femeas e oito machos e, GC, cinco fémeas
e dez machos, houve o 6bito de uma fémea no transcirdrgico. As variaveis pré-
operatorias foram avaliadas considerando o sexo e o olho (direito e esquerdo)
dentro de cada grupo experimental, ndo sendo verificadas diferencas, exceto
para a Variavel PIO, cujos os machos (16,7mmHg) apresentaram valores
menores que as fémeas (18,3mmHg) (P=0,0309), no entanto todos dentro da
normalidade. Com a distribuicdo homogénea entre os grupos essa diferenca nao

interferiu nos resultados (Apéndice 1 e 2).

Avaliagao Clinica Oftalmologica e analise histomorfométrica

Durante os procedimentos cirlrgicos para a obtencdo da membrana, a
coleta do sangue da jugular foi laboriosa, exigindo habilidade técnica; as duas
membranas ndo puderam ser coletadas e produzidas no mesmo momento
devido ao processo de coagulacdo ser rapido, dessa forma optou-se em um

segundo momento a coleta do sangue pela veia safena, aproveitando o
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posicionamento cirdrgico, essa foi uma op¢do mais tranquila de acesso. Todos
0s procedimentos envolvendo a cirurgia foram realizados de forma simultanea,
para maximizar a eficiéncia dos processos e reduzir o tempo da anestesia de
cada animal.

Considerando as variaveis clinicas oftalmologicas ndo houve diferenga
estatisticas na producdo lacrimal pelo teste de Schirmer (tabela 1) na
comparacdo entre as técnicas e momentos (P>0,05). Entretanto na
vascularizacéo da coérnea (tabela 1), apesar de auséncia de diferenca entre os
momentos, verificou-se maior vascularizacdo no GM, no periodo final de
avaliagcdo. Nos primeiros dias foi possivel observar secre¢cdo mucosa com o

aspecto opaco da membrana de intensidade leve, apenas no grupo GM.
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Tabela 1 - Avaliagéo clinica oftalmolégica nos coelhos dos grupos membrana

(GM) e grupo controle (GC), nos diferentes momentos (MO, M1, M4, M7, M30

dias) de avaliacao.

Variavel Grupo MO M1 M4 M7 M30 valor P
Schirmer GM 9,6 (1,2) - - - 8,5(1,1) 0,8716
GC 13 (1,2) - - - 11,6 (1,3)  0,0677
Valor P 0,0069 - - - 0,426
Vascularizacéo GM 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-3) 1 (0-3) 0,0001
GC 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-0) 0,406
Valor P 1 0,3773 1 0,0505 0,0045
PIO GM  16,5(0,5A 115(0,6)B 12,5(0,6)A 13,7 (0,6)AB 14,4 (0,6)AB <0,0001
GC 18 (0,99A 12,2(0,5)B 14,2 (0,5)AB 12,3(0,8)B 16 (0,6)AB  <0,0001
Valor P 0,9989 1 0,9961 1 0,9536
Fluoresceina GM 1(1-1)A - 2 (1-2)B 2 (1-2)B 1(1-2)AB  <0,0001
GC 1(1-DA - 2 (2-2)B 2 (1-2)B 1(1-2)AB  <0,0001
Valor P 1 - 0,334 0,2609 0,8216
Hiperemia GM 0 (0-0)A 2 (1-3)BD 1(1-2)BC 1 (0-2)CA 0 (0-2)DA  <0,0001
GC 0(0-0)A 1(1-3)BD  1(0-2)BD 0 (0-3)AC 0(0-1)AD  <0,0001
Valor P 1 0,0115 0,4832 0,142 1
Opacidade GM 0 (0-0)A 2 (1-3)B 2 (1-3)B 1(1-3)B 1(1-3)B  <0,0001
GC 0 (0-0)A 2(1-3)B  1(0-2ABC 1 (1-2)BC 2(1-3)C  <0,0001
Valor P 1 0,1293 0,012 0,3706 0,0076
Blefaroespasmo GM 1(1-1)A 2(2-2)B 2 (1-2)BC 1 (1-2)AC 1(1-1)A <0,0001
GC 1(1-1) 1 (1-2) 1(1-2) 1(1-2) 1 (1-1) 0,7306
Valor P 1 0,0023 0,118 0,9332 1

Valores P<0,05 indicam diferenca estatistica. Letras diferentes (A, B, C) indicam diferenca
estatistica (P<0,05) para os dias dentro da mesma técnica.

Considerando a maioria das variaveis clinicas, foi possivel observar
diferencas entre os momentos avaliados, porém sem alteracéo significativa entre

os tratamentos. Na tonometria (Tabela 1) e o teste de fluoresceina (Tabela 1),
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observou-se redugdo da PIO e coloragdo por fluresceina, seguida pela
normalizac&o do processo de evolucao.

Quanto a hiperemia conjuntival (Tabela 1) também ndo houve diferenca
entre 0s grupos, a hiperemia evoluiu com aumento nos momentos iniciais e
reducdo no momento final de avaliagdo, sendo esse comportamento
numericamente superior no GM; entretanto, entre todos os animais do GM um
animal manifestou hiperemia em todos os momentos. Em relacdo ao
blefaroespasmo, verificou-se aumento da presenca desta variavel no M1 em
relacdo ao GM (P=0.023), bem como evolugdo com auséncia desta variavel no
GC. A absorcdo da membrana no GM, no M4 j& foi possivel observar em todos
0S animais.

Houve diferenca entre os tratamentos considerando a opacidade corneal
(Tabela 1), com caracteristica moderada no GM e leve no GC no M4 (P=0,012)
e inversdo desse comportamento no momento final de avaliagéo (P=0.0076). Na
comparacao entre os momentos, em ambos 0s grupos, verificou-se aumento da
opacidade em relacdo ao MO, devido a lesdo da cérnea induzida.

Na avaliacdo histopatolégica foi possivel verificar a cornea composta
pelas principais camadas: epitélio, estroma, membrana de Descemet e endotélio
(Figura 8). O epitélio corneal apresentou-se estratificado escamoso nao
queratinizado, com células poliédricas e colunares e a membrana basal. O
estroma manteve a caracteristica de camada mais espessa da coOrnea
constituindo a maior parte da espessura total, inclusive na regido da Ulcera
cicatrizada, apresentando ceratdcitos, e raras células inflamatorias. As lamelas
de coldgeno apresentaram-se organizadas e paralelas entre si em ambos os
grupos, especialmente na coloragéo de tricromico de Masson. A membrana de
Descemet, foi facilmente localizada entre o estroma posterior e o endotélio, bem
como o endotélio corneal composto por camada Unica de células basofilicas.
Destaca-se a preservagao desta camada em ambos 0s grupos experimentais.

Observou-se auséncia de diferenca morfolégica na regido do estroma de
cornea normal entre os grupos (P=0.307); edemaciamento, no grupo sem
membrana tanto na regido da uUlcera quanto na borda; bem como um
espessamento do epitélio na borda da Ulcera e menor espessura do epitélio na
regido da Ulcera em ambos os grupos (P<0.0001), porém continuidade uniforme

maior do epitélio na regido da ulcera no grupo tratado com L-PRF (Tabela 3). Na
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avaliacdo do coladgeno total, ndo foram observadas diferengas entre os grupos,
considerando as analises microscopicas nas coloracbes HE e tricrbmico de
Masson.

A histomorfometria da espessura do estroma nas trés regides diferentes,
estdo apresentadas na Tabela 2. Verificou-se menor espessura na regiao da
borda (P<0.0001) e na regiao da ulcera (P=0.0006) do grupo tratado com PRF
em relacdo ao néo tratado no M30. No epitélio mesmo comportamento foi
observado, ou seja, 0 epitélio mostrou-se mais fino na borda (P<0.0001) e na
lesdo (P<0.0022) (Tabela 3).

Tabela 2 Avaliacbes histomorfométricas da espessura do estroma, média e
desvio padrao, de corneas de coelhos, nos grupos tratados com membrana de

L-PRF e sem membrana (controle).

Localizacdo da Sem

~ Membrana Valor P
mensuracao membrana
Cornea ngégdugao de  3075244.05 345.85+4.51 P=0.307
Coérnea integra 259.14+3.61 315.38+7.57 P<0.0001***
Area de lesdo 301.63+6.15 343.53+8.35 P=0.0006***

* Diferenca significativa P<0,05

Tabela 3 Avaliagcdes histomorfométricas da espessura do epitélio, média e
desvio padrao, de cérneas de coelhos, nos grupos tratados com membrana de

L-PRF e sem membrana (controle).

Localizacao da Sem
~ Membrana Valor p
mensuracao membrana
Corneasem inducdode ., 44,036  24.77+0.35 P=0.5222
lesdo
Cdrneaintegra 40.23+1.17 41.33+2.23 P<0.0001***

Area de lesdo 13.82+0.405 13.97+0.306 P<0.0022***
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Em relacdo aos vasos da cOrnea, a presenca foi discreta (1 a 3/campo) e
nao houve diferenca quando comparado os 2 grupos (GM e GC) no M30
(P=0.4632) (Apendice 3).

Na histologia da membrana de L-PRF, verificou-se predominio de matriz
de fibrina nas laminas, sendo esse notério também na extremidade superior, com
escassa presenca de leucécitos e hemacias. Entretanto, na extremidade inferior
observou-se concentracdo de células, denominada camada leucocitaria,
apresentando leucaocitos e raras hemacias entremeadas na matriz de fibrina. Nao
foi possivel distinguir morfologicamente as plaguetas na histologia, mas pela
densidade da célula é provavel que esteja entremeada com os leucécitos. Em
coelhos, ressalta-se que esses animais ndo apresentam neutréfilos, e sim
heterdfilos.

Nas andlises semi-quantitativas das células e fibrina nas membranas de
L-PRF, ndo houve diferenca entre membranas confeccionadas de coelhos
machos e fémeas (P>0,05) (Apéndice 4).

Adicionalmente, ndo houve diferenca (P>0,05) na comparacao entre a
relagéo fibrina/ leucocitos e a fibrina/ hemacias na regido inferior, bem como
nestas variaveis na regiao superior, como demonstrado na (Apéndice 5). Ja
considerando a comparac¢ao entre a regido inferior e superior da membrana, na
relacdo a fibrina e os leucécitos (Tabela 4) verificou-se maior (P=0.0060)
quantidade de fibrina na regido superior em relacdo ao numero de leucécitos.
Entretanto, nas rela¢des fibrina e hemacias, nas regides superior e inferior, ndo
houve diferenca (P=0.1686). Porém, na comparacdo entre os leucdécitos e
hemacias nas regides inferior e superior, observou-se diferenca significativa
(P<0.001***), por apresentar maior numero de células na inferior (Tabela 4).

Na comparacgdo da relagdo entre leucocitos e hemacias, evidenciou-se,
com maior niumero de leucécitos em relacdo a fibrina na parte inferior da
membrana, quando comparado a parte superior, confirmando o o visibilizado na
Figura 11. (Tabela 4).

O numero de leucdcitos e hemacias, nas regides inferior da membrana,
foram de 77,90+58 e 22,10+5,8 células, respectivamente (P=0.0060%*)
(Apéndice 7).
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Tabela 4 - Comparacéo da relacao entre fibrina e células (leucdcitos e hemacias)

nas membranas de L-PRF nas regides inferior e superior.

Regiéo L- _ _
Inferior Superior P value Teste
PRF
Fibrina X Fibrina X
Leucdcitos Leucdcitos
_ Wilcoxon
Mediana 2 3
_ ) P=0.0060** matched-
Min-Max (1-3) (3-3) )
pairs test
Fibrina X Fibrina X
Hemacias Hemacias
Mediana 3 3 Mann-
_ ] P=0.1686 _
Min-Max (2-3) (3-3) Whitney test
Leucocito X | Leucécitos X
Hemacias Hemacias
Mediana 3 0 Mann-
_ ] p<0.001*** _
Min- Max (2-3) (0-0) Whitney test
Discussao

O estudo da membrana rica em fibrina foi realizado em Ulceras profundas
em coelhos, e indicou a viabilidade de sua utilizacdo e disponibilidade para a
aplicacdo em Uulceras de cérnea profundas na oftalmologia veterinaria, com
resultados favoraveis, além de sua producdo ser um processo simples e de
rapida obtencao.

Na maioria dos estudos analisados, a utilizacdo do tubo de vidro seco foi
prevalente, similar a este trabalho, e em um estudo especifico comparando a
utilizacao do tubo seco de vidro e de plastico, os autores concluiram que nao ha
interferéncia na formacdo do coagulo do PRF e nem na compressdo da
membrana, mas deve-se ter cautela pois pode haver interferéncia nos fatores de
crescimento %°

Para a confeccdo da membrana de fibrina rica em plaqueta, apesar de

diversos relatos na literatura 2>-28, o protocolo instituido apresentou desempenho
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satisfatorio utilizando a centrifugagéo de 3000 rpm em 10 minutos, corroborando
ao descrito na literatura 2°.

Além disso, centrifuga utilizada em nosso estudo é a centrifuga simples
que é utilizada em laboratérios comuns, pelo fato de ser mais acessivel na rotina
do cirurgido, e ndo houve interferéncia na producdo da membrana, quando
comparada com alguns estudos que referem que a producéo do L-PRF deve ser
realizada com centrifuga especifica, relatando que afeta a producéo final do PRF
em varios aspectos 3°

Destaca-se, entretanto o menor volume que utilizado (2ml) devido ao
tamanho do coelho. Fernandes et al. (2019) confeccionaram a membrana em
aves utilizando 0,5 ml, e ressaltaram seu potencial para utilizacdo em casos com
pouca disponibilidade de sangue.

Os principais estudos relacionados com a confec¢cdo da membrana de
PRF sdo em seres humanos ou em cées, nestes a confeccdo da membrana é
realizada com um volume maior de sangue (9 a 10 ml) 31-33, sendo assim, torna-
se viavel a utilizacdo da chapa metdlica da caixa metdlica do Kit de PRF 1134
pois nos cantos da chapa, ela apresenta um limitador para fazer a pressao
necessaria no coagulo, sendo assim a chapa metélica ndo fez presséo suficiente
para a confeccdo completa da membrana, em nossa metodologia devido
apresentar um volume consideravelmente reduzido de sangue, sendo
necessario a compressao complementar do coagulo do PRF com auxilio de gaze
umedecida com solucéo fisiologica a 0,9%, similar ao relatado na odontologia
humana 2931,

Foi instituido o colirio tépico a base de tobramicina, devido a possiveis
riscos de contaminacdo, seguindo protocolos ja utilizados com PRP 3°. Apesar
de ser referido ao PRF capacidade de promover a auto regulacéo do processo
infeccioso e inflamatério ! por se tratar de pesquisa com viés para a aplicacédo
clinica, optou-se pela inclusdo do mesmo.

Considerando as variaveis clinicas oftalmoldgicas, em sua maioria nao
foram observadas diferencas significativas entre tratamento, sugerindo que a
presenca da membrana de PRF ndo promoveu qualquer tipo de reacdo adversa
e indica potencial para aplicagdo em ulceras mais complicadas.

O comportamento da cicatrizacdo da ulcera pelo teste de fluoresceina foi

similar nos momentos avaliados. Reforcando que o PRF é uma alternativa de
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tratamento para Ulceras cérneas profundas em animais, assim como descrito por
Alié et. al. (2013) em seu trabalho em perfuracdo de cornea nos seres humanos,
associado com coagulo de plasma rico em plaguetas. 3. Porém, diferentemente,
notou-se que os coelhos do GM apresentaram blefaroespasmo, mesmo com o
teste de fluoresceina negativo, varidvel ndo relatada por Ali6 et al. (2013).
Acredita-se que a presencga deste sinal clinico, e hiperemia numericamente
maior no GM, esteja provavelmente associado a presenca de fios de sutura na
cornea nao sepultados, bem como Ali6 et al. (2013) realizaram os pontos na
conjuntiva, minimizando este efeito. A remocéo precoce destes pontos e/ou o
sepultamento dos pontos deve ser indicada em estudos futuros e na clinica
oftalmoldgica. Esta foi uma limitacdo na conducéo da parte clinica experimental.

A presenca da membrana foi possivel observar no periodo de
aproximadamente 4 dias, similar ao apresentado por Ali6 et al., (2013). Além
disso, a membrana apresentava resisténcia suficiente para sutura em leito
cirlrgico, como demonstrado também em Vvarios outros estudos 122234,
Madurantakam et al. (2015), em um estudo especifico de resisténcia da
membrana em relagdo as suturas, apresentaram bons resultados.

A vascularizacéo corneal foi presente no GM no periodo final de avaliagdo
em comparacdo ao controle, e também foi descrita no trabalho de Alio et
al.(2013), embora esta comparacao apresente outros fatores intercorrentes tais
como a aplicacdo em casos clinicos associados a perfuracdo, bem como a
utilizagéo conjunta do PRP. Os fatores de crescimento presentes na membrana
de L-PRF podem ter contribuido para a neovasculariza¢céo, e essa tendéncia ja
foi observada aos sete dias de pds-operatorério, os pontos ndo sepultados
também devem ser considerados, além disso, a membrana foi posicionada
sempre com a parte celular para a regidao temporal para justamente observar se
haveria diferenca entre as regides. Visibilizando-se a resposta da inflamacéo e
cicatrizagcdo de Ulceras mais profundas, a vascularizacdo possui papel
importante na cicatrizacdo corneal, embora ndo deva ser excessiva devido a
levarem alteracdo na arquitetura da cérnea, opacificacéo e reducéo da visdo ¥.

Menor opacidade também foi observada nos coelhos tratados com
membrana de PRF aos 30 dias, sugere-se que os fatores presentes na
membrana também possam ter contribuido para esse resultado. Khiste eTari

(2013) e Fujioka-Kobayashi et al.(2017) descreveram os principais fatores de
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crescimento no L-PRF como o fator de crescimento transformador $ (TGF-B),
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento insulina (IGF-1), fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento epidermal (EGF).
Adicionalmente, no estudo com cultura celular do limbo, os autores concluiram
gue em termos de crescimento, migragao e viabilidade celular, o uso o PRF foi
superior em relacdo ao método tradicional que utiliza cultura de membrana
aminidtica.

Na avaliacéo histopatolégica tanto no HE como no tricromico de Masson,
ndo foi observada diferenca entre os grupos em relacdo ao colageno total,
desestimulando um estudo imunohistoquimico de metaloproteinases ou fatores
de crescimento; a espécie estudada e o tempo tardio desta avaliacdo, também
contribuiram, pois, a cornea desses animais ja apresentavam sinais de
modulacdo. Em enxertos de conjutivoplastia associados com a membrana de L-
PRF, foi observada a modulacédo inflamatéria no periodo final aos 28 dias,
atribuida a acdo dos leucécitos e das citocinas na rede de fibrina presente na
membrana de L-PRF 2?2, assim como encontrado neste trabalho, os autores
ainda reforgca que a utilizagdo da membrana em desordens oculares
inflamatorias apresentam grandes beneficios.

Considerando a vascularizagéo, em estudos in-vitro descreve que o PRF
induz ao processo de angiogénese, por meio do processo de proliferacao
endotelial, migracdo e formacdo do tubo vascular, além de demonstrar a
capacidade angiogénica 3839,

Deve-se considerar que vascularizacdo moderada a intensa da cérnea
ndo € interessante, pois interfere na sua transparéncia, os resultados
satisfatérios obtidos em nosso estudo, principalmente na avaliacdo
histomofométrica indicam uma vascularizacdo leve e boa transparéncia, o que
pode ser justificado pela presenca dos leucocitos, células que foram mais
prevalentes na avaliacdo da membrana de L-PRF, e que s&o responséaveis por
essa modulacéo, a confirmacéo desta modulagéo inflamatoria no periodo acima
de 28 dias foi descrita por Can et al. (2016a). Além de apresentar uma boa
epitelizacdo da Ulcera de cornea.

Em relacao a histologia da membrana de L-PRF, as plaquetas dos coelhos

nao foram possiveis de serem identificadas nas laminas de histologia, o que
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difere do estudo descritivo de Dohan et al., (2006), em seres humanos, que
descreve que as plaquetas estédo presentes na camada leucociaria da membrana
(“buff coat”) entremeados com as hemacias. A camada leucocitaria apresentou-
se de forma bem distinta da camada da matriz de fibrina e na parte inferior,
assim como o relatado por Dohan et al. (2006); entretanto diferente do estudo
em aves,neste em algumas areas da parte superior da membrana foi possivel
observar tanto os leucécitos isolados quanto os trombdcitos 22.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

A membrana de L-PRF constitui-se basicamente de fibrina e de camada
leucocitaria na sua extremidade inferior, similar a descrita em seres humanos.

A membrana de L-PRF auxilia na reparacdo de ulceras profundas na
cornea de coelhos, resultando em maior transparéncia e vascularizacao leve no
periodo final de cicatrizacédo (30 dias).

Na avaliagdo histomorfométrica observou-se maior modulacdo na
reparacao tecidual, apresentando menor espessura do estroma e epitélio, e
maior regularidade deste.

A membrana de L-PRF é uma opcdo viavel para aplicacdo procedimentos
cirurgicos, de facil e rapida obtencédo, e pode ser suturada no leito da lesdo da

cornea.
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Caracteristicas do Coelho

O coelho pertence a familia Leporidade e a ordem Lagomorpha “°. Esta
presente em quase todos 0s continentes e seu tamanho pode variar de acordo
com a raga *!. Alteracbes oculares nesses animais, sdo frequentemente
diagnosticadas, e atendidas na rotina da oftalmologia veterinaria 42. E
considerado um 6timo modelo experimental pelo facil manuseio e observacéao,
permite trabalhos com namero adequado de individuos, além de padronizacéo
do grupo de estudo, e manutencdo de baixo custo 4243, Adicionalmente,
afeccdes oftalmologicas em coelhos, podem ser encontrados em qualquer
segmento do bulbo do olho. Entretanto, devido sua caracteristica anatémica,
bulbo do olho lateralizado e proeminente, a estrutura mais acometida é a cornea,

pois aumenta o risco de traumas 4244,

Anatomia

Cérnea

A coérnea € a estrutura mais externa do bulbo ocular, comp&e a tanica
fibrosa, juntamente com a esclera *. Sua funcdo é promover suporte tecténico
para o conteudo intraocular, auxiliar na refracéo e transmisséo da luz por conta
de sua curvatura e transparéncia, além atuar como uma barreira impermeével
entre o olho e 0 meio ambiente (Ledbetter; Gilger, 2013; Samuelson, 2013).

As principais caracteristicas relacionadas a transparéncia sdo: baixa
densidade celular, estado de desidratacao relativa, arranjo regular e organizado
das lamelas de colageno, axdnios amielinicos, e auséncia de vasos e
melandcitos 6. E composta por quatro camadas principais: epitélio, estroma,
membrana de descemet e endotélio (Muller et al., 2001; Maggs, 2013) .

O epitélio corneal é estratificado, escamoso e ndo queratinizado, com
células escamosas, poliédricas e colunares, sendo que esta ultima é aderida aos

hemidesmossomos 1.
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O estroma é a camada mais espessa da cdrnea, representa 90% da
espessura total, composto por colageno, agua, glicosaminosglicano; ceratocitos
e fibras nervosas amielinicas predominantemente na porcdo anterior, raros
linfécitos, macrofagos, neutrofilos e outros componentes da matrix extracelular.
Suas lamelas de colageno séo organizadas e paralelas entre si ( Miiller et al.,
2003; Maggs, 2013).

A membrana de descemet é a membrana basal do endotélio, localizada
entre o estroma posterior e o0 endotélio, caracteriza-se por ser produzida por toda
vida; dessa forma quanto mais idoso 0 animal, mais espessa sera a sua cornea
1,49_

O endotélio corneal € composto por uma Unica camada de células
poligonais, possui baixa capacidade de replicacéo, e fica em contato direto com
o humor aquoso, sendo responsavel pela manutencdo do estado de
desidratacéo relativa do estroma pelas de bombas de ions. Na maioria dos
animais adultos, o endotélio possui uma limitada habilidade de se proliferar em
resposta a uma lesédo 19,

A espessura da cornea central pode variar de acordo com a espécie e
com o tipo de aparelho utilizado. A espessura corneal média do coelho foi de
378,94um com o paguimetro ultrassénico e de 356,11 um com o refletdmetro
optico de baixa coeréncia °2.

A cOrnea é um dos tecidos mais densamente inervados do corpo, com
presenca de uma rica quantidade de nervos sensoriais e autbnomos, sua
integridade é de suma importancia pois apresenta papel direto na cicatrizacao

corneal 8.

Cicatrizacdo da Cornea

A Ulcera de cornea, € uma das alteracdes mais comuns encontradas na
oftalmologia veterinaria e é definida pela perda da superficie epitelial, com
exposicdo do estroma e, pode ocorrer, devido a presenca de disfungbes
palpebrais, corpo estranho, alteragdes no filme lacrimal, traumas, ou até mesmo
pela presenca de agentes infecciosos 2.

O processo de resposta a uma lesédo epitelial envolve varios eventos,
multiplos sistemas sédo ativados, com uma série de processos celulares para

resultar na cicatrizacdo °%:como a migracdo celular, proliferacdo, adesdo e
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diferenciacdo em camadas de células estratificadas, além de envolverem fatores
de crescimento e citocinas, liberados pelas glandulas lacrimais (Ollivier et al.,
2007; Ljubimov and Saghizadeh, 2015). A cOrnea é capaz de rapidamente
responder a uma leséo, cobrindo o defeito por migracdo celular da regidao do
limbo, e adesdo a membrana basal pelo hemidesmossomos e, todo esse
processo ocorre no periodo de 4 a 7 dias 0.

Nas lesbes mais superficiais do estroma, ocorre ativacdo dos ceratocitos
de modo avascular, que séo capazes de sintetizar colageno ao redor da matriz
extracelular e, nas lesdes mais profundas, o processo de quimiotaxia ativa a
recrutacdo de neutroéfilos por meio da migracao pelos vasos limbais, cerca de 48
horas apds o incicio da lesdo, os macrofagos sao ativados e migram para a
leséo, promovendo a remocao dos debris celulares 1.Além disso, a presenca de
microorganismos, células inflamatérias e fibroblastos ativados produzem e
realizam a liberacdo de enzimas proteoliticas e o desequilibrio dessas producdes
podem levar a complicacdes graves como as Ulceras em meltting 2

Uma lesdo no endotélio é capaz de estimular a producéo de colageno pela

matriz, resultando na duplicacdo da membrana de descemet 0.

Fibrina Rica em Plaquetas (L-PRF)

O PRF é um biomaterial obtido por meio da colheita de sangue sem a
adicdo de anticoagulantes e sua centrifugacdo imediata 1°. A coagulacdo comeca
durante a centrifugacao, e trés partes aparecem no tubo, uma base de glébulos
vermelhos na parte inferior, plasma acelular como um sobrenadante (plasma
pobre em plaquetas), e o coagulo de PRF no meio. Este ultimo, rico em fibrina,
plaquetas e leucocitos 16,

O PRF pode ou néo conter leucdcitos, sendo denominados
respectivamente, L-PRF e fibrina rica em plaquetas pura (P-PRF). Independente
do PRF, a ativacdo das plaquetas acontece sem a adicdo de substancias
ativadoras, com a finalidade de se conseguir uma estrutura de fibrina forte 5.

Trata-se de uma nova geracdo de concentrados de plaquetas e, ao
contrario de outras técnicas, ndo ha manipulacdo bioquimica do sangue, e &

formado pelo processo de coagulacéo natural 7.
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E um material rico em plaquetas, fatores de crescimento e que
apresentam um concentrado imunolégico que possibilita a osteoconducéo e
intensificam a resposta regenerativa das células do préprio paciente 1018,

O PRF possui varias citocinas: fator de crescimento transformador 3
(TGF-B), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento insulina (IGF-1),
fator de crescimento de fibroblastos (EGF) e fator de crescimento epidermal
(EGE), que resultam na modulacédo da inflamacéo e aceleracdo do processo
cicatricial *°.

Atua como uma membrana absorvivel, com caracteristica flexivel e,
elastica, resistente e com capacidade de ser suturada no leito da ferida (Khiste;
Naik Tari, 2013; Madurantakam et al., 2015).

Sua aplicabilidade clinica € extensa, e iniciou-se na odontologia na Franca
( Choukroun et al., 2006b; Alio et al., 2013; Crisci et al., 2015; Can et al., 2016a).
O aproveitamento clinico com o uso da PRF é arquitetado em quatro episodios
imprescindiveis para a cicatrizagdo: angiogénese, controle imunoldogico,
aproveitamento de células-tronco circulantes e recobrimento de ferida por
epitélio 1.

Além disso, apresenta inUmeras vantagens, como suporte mecéanico de
protecdo a lesdo, estimulo da migracdo celular, necessario para
neovascularizacédo e sobrevivéncia do enxerto, além da presenca de leucdcitos
e citocinas capazes de promover a auto regulacdo do processo infeccioso e
inflamatdrio (Khiste; Naik Tari, 2013). E um método oferece uma opc&o
terapéutica interessante, considerando a eficiéncia, o baixo custo e a seguranca
do uso de “coagulo sanguineo otimizado” autélogo 1°.

Atualmente ha inumeros trabalhos descrevendo sua aplicacdo com resultados

favoraveis como nas cirurgias plasticas, ortopedias, oftalmologia, dentre outros
13,21,22
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APENDICE

Apéndice 1 - Medidas de resumo numérico para as variaveis da avaliacdo pré-

operatoria e comparacao entre fémeas e machos

Exame Medida Fémeas Machos valor p

T Schirmer média (erro padrio) 10,8 (1,2) 11,8 (0,6) 0,4668

PIO média (erro padrao) 18,3 (0,6) 16,7 (0,3) 0,0309
Fluoresceina mediana (min - max) 1(1-1) 1(1-1) 1
Hiperemia mediana (min - max) 0 (0-0) 0 (0-0) 1

Valores p<0,05 indicam diferenga estatistica

Apéndice 2 - Comparacao entre os lados direito (controle) e esquerdo (tratado)
em diversos exames oftalmoldgicos para as duas técnicas cirargicas (com e sem

membrana) utilizadas ao longo dos dias observados.
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Técnica 1 Técnica 2
Direito Esquerdo Valorp | Direito Esquerdo Valor p
Dia 0
T Schirmer | 9,6 (1) 9,6 (1,2) 1 13,9(1) 13(1,2) 0,5935
17,6 17,3
PIO (0.6) 16,5(0,5) 0,1569 (0.6) 18 (0,9) 0,5049
Fluoresceina | 1 (1-1) 1(1-1) 1 1(1-1) 1(1-1) 1
Hiperemia 0 (0-0) 0 (0-0) 1 0 (0-0) 0 (0-0) 1
Dia 1
17,3 17,1
PIO (0.6) 11,5 (0,6) <0,0001 0.7) 12,2 (0,5) <0,0001
Hiperemia 0 (0-0) 2(1-3) <0,0001 | 0(0-0) 1(1-3) <0,0001
Dia 4
16,8 16,3
PIO (0.6) 12,6 (0,6) <0,0001 (0.6) 14,2 (0,5) 0,0122

Fluoresceina | 1 (1-1) 2(1-2) <0,00011] 1(1-1) 2 (2-2) <0,0001
Hiperemia 0 (0-0) 1(1-2) <0,0001 | 0 (0-0) 1(0-2) <0,0001

Dia 7
16,9 17,6
PIO 04 13708 <00001| 5 123(08) <0,0001

Fluoresceina| 1 (1-1) 2(1-2) 0,0007 | 1(1-1) 2(1-2) 0,0001
Hiperemia 0 (0-0) 1(0-2) <0,0001| O0(0-0) 0,5(0-3) 0,0066

Dia 30
T Schirmer |8,9(1,2) 85(1,1) 0,8074 (i’g) 11,6 (1,3) 0,2632
15,3 15,6
PIO 05 14408 02022 | P 16(06) 05978

Fluoresceina | 1(1-1) 1(1-2) 00243 | 1(1-1) 1(0-2)  0,0451
Hiperemia | 0(0-0) 0(0-2) 0,3584 | 0(0-0) 0(0-1)  0,3613

Variaveis paramétricas -T Schirmer e P1O s&o indicadas com média (erro padrédo)
Variaveis nao paramétricas (Fluoresceina e Hiperemia) séo indicadas com mediana (min — max)
Valores p < 0,05 indicam diferenga estatistica entre os olhos direito e esquerdo

Apéndice 3 - Andlise semi-quantitativa dos vasos da cornea de coelhos, nos

grupos com membrana de L-PRF e sem membrana (controle).

Membrana Sem membrana
Mediana 1 1 P=0.4632
Range 1 1
NUmero de 120 140
campos

* teste estatistico Mann Whitney test; Escores: 0 — ausente, 1- presenca de um até trés vasos por campo,
2- de quatro a seis vasos por campo e score 3- sete ou mais vasos por campo.

Apéndice 4 — Comparacdo da membrana de L-PRF entre fémeas (F) e machos

(M).

F M
Fibrina X 2 3 p=0.1461

Leucdcitos (1-3) (2-3)
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Fibrina X 3 3 p=0.1770
Hemacias (2-3) (3)

Leucocitos X 3 3 p=0.1770
Hemacias (2-3) (3)

Apéndice 5 -Relacdo entre fibrina e células (leucdcitos e hemacias) nas

membranas de L-PRF nas regides inferior e superior.

Fibrina / Fibrina /
Leucbécito Hemaceas P value Teste
Inferior Inferior
Mediana 2 3 Mann
_ ] P=0.1265 _
Min- Max (1-3) (2-3) Whitney test
Fibrina / Fibrina /
Leucécitos Hemacias
Superior Superior
Wilcoxon
Mediana 3 3 matched-
_ ] P=1.0000 o
Min-Max (3-3) (3-3) pairs signed
rank test

Apéndice 6 - Relacdo entre leucocitos e hemaceas nas membranas de L-PRF
na regiao inferior e superior

Leucdcito X | Leucécitos
. ) Mann-
Heméacias X Hemécias p<0.001*** .
_ _ Whitney test
Inferior Superior
Mediana 3 0
Min- Max (2-3) (0-0)

Apéndice 7 - Relagao percentual média entre leucocitos e hemacias nas
membranas de L-PRF (contagem de 100 células em 10 campos de cada regido).

Leucbécitos Hemécias
inferior inferior
Média 77.90 22.10 _ - Mann-
DP 5.8 5.8 P=0.0060 Whitney test
Leucbécitos Hemécias
Superior superior
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Mediana
Min-max

(0-0)

(0-0)

p=1.00

Wilcoxon
matched
pairs signed
rank test




