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RESUMO

O plasma rico em plaquetas (PRP), homdlogo, tem sido indicado por promover a reparacao
dos tecidos. Seu uso terapéutico, descrito em trabalhos na oftalmologia humana, caracteriza-
se pela presenca dos fatores de crescimento derivados das plaquetas os quais estimulam as
células mesenquimais e epiteliais locais a migrarem, dividir e aumentar a formagdo de matriz
celular e colageno. Sua aplicacdo clinica na oftalmologia veterindria, mais especificamente
em coelhos é pouco conhecida. Este trabalho teve por objetivo avaliar, clinica e
macroscopicamente, a utilizagdo do plasma rico em plaquetas (PRP), em aplicagdes em olhos,
na forma topica e subconjuntival, em Ulceras experimentais de cornea de coelhos. Foram
avaliados 45 coelhos, ceratectomizados em procedimento cirlrgico, distribuidos em trés
grupos experimentais. Constituiram o grupo 1 (G1), olhos tratados com Plasma Rico em
Plaguetas homologo com aplicagbes  subconjuntivais, grupo 2 (G2) olhos tratados com
Plasma Rico em Plaquetas homologo com aplicacdes topicas, grupo controle (GC), animais
ceratectomizados que ndo receberam tratamentos. Os grupos foram avaliados, por meio de
avaliacdo clinica, macroscopica e analise por paquimetria da espessura da cOrnea nos
momentos 24 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias. O PRP na forma tdpica ou
subconjuntival atingiu bons resultados para tratamento clinico da Ulcera experimental de
cérnea em coelhos, pois atua na diminuicdo dos sinais inflamatorios, dor ocular e auxilia

potencialmente na cicatrizacdo do defeito epitelial.

Palavras-chaves: plasma rico em plaquetas, ceratectomia, cornea e coelhos.



ABSTRACT

The platelet rich plasma has been used to assist in tissue repair. Its theurapeutical use
described in human ophtalmology papers is characterized by the presence of growth factors
derivative from platelets, which stimulate the migration and division of local mesenchymal
and epithelial cells, as well as the increase of cellular matrix and collagenous formation. The
plasma’s clinical usage in veterinary ophtalmology, specifically in rabbits, is hardly known.
This paper intends to evaluate, clinically and macroscopically, the application of platelet rich
plasma in a topic and subconjunctival way in corneal experimental ulcers in rabbits. Eyes of
54 rabbits, cirurgically keractomized, were evaluated in three experimental groups. The first
group (Gl)  conteined rabbits with eyes treated with platelet rich plasma by the
subconjunctival way. The second group (G2) contained rabbits with eyes treated with platelet
rich plasma by the topic manner. A third group acted as a control group (GC), in which
keractomized animals  did not receive treatment. Clinical alterations were evaluated and
changes in central thickness of the cornea were analyzed through pachymetry at the periods of
24 hours, 72 hours, 7 days, 14 days, 21 days and 28 days. The platelet rich plasma in the topic
manner aided corneal experimental ulcers repair, reducing epithelization time, while the group
treated in the subconjunctival way presented results similar to the control group in this
subject. Both were well tolerated, and increase in the inflammatory reaction in the ocular
surface had not been observed. Although usage of platelet rich plasma by the topic manner,
after the epithelization of the corneal ulcer, stimulated corneal vascularization, having effect
on its transparence, indicating that treatments in this manner must be halted after the

conclusion of corneal cicatrization.

Key-words: platelet rich plasma, keratectomy, cornea and rabbits.
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1 INTRODUCAO

Os mecanismos protetores da superficie ocular sdo diversos, sendo que parte destes ndo sao
especificos, conhecidos também como paraimunoldgicos. Estes ndo possuem membria
imunoldgica, agindo independentemente da origem do agente agressor, e sdo dependentes de
propriedades anatbmicas e fisioldgicas de estruturas anexas como pélpebras, filme lacrimal e
a superficie da mucosa conjuntival, além da acdo de substancias com atividade proteolitica.
Outros mecanismos sdo mais complexos e especificos, possuindo memoria imunologica;
sendo, portanto, dependentes da resposta imune propriamente dita. Desta forma, é previsivel
que qualquer material estranho aplicado sobre a superficie ocular estimule uma resposta
inflamatdria. Recentes pesquisas tém revelado que antigenos da superficie ocular sdo
processados por agregados linfoides especializados no interior da conjuntiva, mais
especificamente no tecido linféide associado & conjuntiva, ou nas células de Langherans,
encontradas no limbo. Estes sdo assimilados pelo epitélio conjuntival e, posteriormente,
transportados no interior de células fagociticas, diretamente para a substancia prépria da
conjuntiva, onde ocorre um processamento imunologico local. ApoOs esta etapa, 0 antigeno
capturado é encaminhado para um linfonodo regional, através de células mononucleares
circulantes ou via canais linfaticos adjacentes. Linfocitos estimulados migram, entdo, para a
conjuntiva (células T) e glandulas lacrimais (células B) onde participam das reacfes imunes
mediadas por células e producdo local de imunoglobulinas, respectivamente. (SAMPAIO, et
al. 2013).

Cerca de 90% dos medicamentos disponiveis sdo produzidos na forma de colirios
sendo administrados pela via tdpica. [...] a aplicacdo topica do medicamento diretamente na
cornea e conjuntiva é ideal, devido a sua simplicidade, eficicia e seguranca. Ja para o
tratamento de doencas intraoculares, as diversas barreiras que o farmaco deve ultrapassar
dificultam a obtencdo de doses terapéuticas no tecido alvo, especialmente na retina e no
vitreo. Estima-se que a absorcdo intraocular na camara anterior seja entre 1 e 5% da dose
administrada (FORRESTER et al., 2002 apud MELLO FILHO et al., 2010).

Uma das particularidades da pratica oftalmologica sdo as vias alternativas de
administracdo de medicamentos, entre elas a via de administragdo periocular, seja
subconjuntival, subtenoniana ou retrobulbar. Essas vias ndo enfrentam as barreiras exercidas
pelo epitélio da cérnea e da conjuntiva e, portanto, apresentam algumas vantagens sobre as

vias sistémica e tdpica no que diz respeito a obtencdo de concentracdes adequadas no meio
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intraocular (GEROSKI, EDELHAUSER 2001 apud MELLO FILHO et al., 2010). Comparada
as injecbes intravitreas, a administracdo periocular anterior € mais segura por Sser menos
invasiva. Ela pode apresentar absor¢do imediata ou sustentada ao longo do tempo, conforme a
formula do medicamento utilizado (OKABE et al. 2003 apud MELLO FILHO et al., 2010).
Diversos grupos utiizam a via de administragdo transescleral de medicamentos como
primeira escolha para que se obtenham concentracGes terapéuticas na cavidade vitrea, na
retina e cordide (AMBATI; ADAMIS, 2002 apud MELLO FILHO, 2010).

O PRP é um grande concentrado de plaquetas em um pequeno volume de plasma,
obtido através da centrifugacdo do sangue total via gradiente de densidade. Além de
apresentar alta concentracdo de plaquetas, contém fatores de crescimento que sdo ativamente
secretados pelas plaquetas para iniciar o processo de cicatrizacdo (MARX, 2004b).

O PRP possui propriedades osteoindutoras e tem sido utilizado desde a década de 90
como fonte autbgena de fatores de crescimento combinado aos diferentes enxertos e
substitutos 0sseos no intuito de estimular a regeneracdo 6Ossea, aumentando a velocidade de
formacdo Gssea e sua qualidade. E geralmente utilizado no homem para reconstrucdes dsseas
maxilofaciais, levantamento de seios maxilares, defeitos 0sseos alveolares, bolsas
periodontais e em implantodontia, com a finalidade de melhorar a osteointegracdo dos
implantes  dentarios. Em animais, a aplicacdo experimental do PRP em procedimentos
maxilofaciais e peri-implantes dentarios apresentam resultados controversos, sugerindo a
possibilidade do processo de regeneracdo Gssea no modelo animal diferir do processo no
homem (SILVA et al., 2007).

Trabalhos demonstram que o PRP pode ser utilizado para repor os fatores de
crescimentos (FC) e estimular a cicatrizacdo em enxertos de pele em feridas cronicas
(VENDRAMIN; FRANCO; FRANCO, 2010).

Atualmente o PRP tem sido amplamente utilizado em medicina esportiva para acelerar
0 processo de reparacao tecidual em lesdes tendineas e ligamentos, no intuito de proporcionar
um retorno mais rapido as atividades esportivas (ALMEIDA, 2011).

O preparado rico em plaquetas oferece um potencial adicional para o tratamento de
lesbes graves da superficie ocular e se torna uma nova opgdo de tratamento com um efeito
superior na proliferacdo celular (ENKELA et al, 2001). Segundo Alio et al. (2007a), as
plaquetas permanecem intactas e podem aderir-se & superficie ocular atuando de forma
bioldgica e bioquimica.

Os fatores de crescimento presentes no PRP suprimem a liberacdo de citocinas pré-

inflamatdrias mediadas pelos mondcitos, controlando assim a resposta inflamatoria local e
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promovendo a regeneracdo tecidual (EL-SHARKA et al., 2007). Segundo Wang et al. (2006),
a reparacdo dos tecidos moles pode ser acelerada de duas a trés vezes em relacdo ao processo
de reparacdo fisiologica normal, quando presentes os fatores de crescimento derivados do
PRP.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Pesquisar os efeitos da aplicacdo do plasma rico em plaguetas, pelas vias topica e
subconjuntival, sobre a cicatrizagdo de Ulceras superficiais da cdrnea, utilizando o coelho

como modelo experimental.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar as manifestacGes clinicas da aplicacdo do plasma rico em plaquetas
homologo, pelas vias topica e subconjuntival, durante a cicatrizagdo de cdrneas de coelhos,
mediante a avaliacdo dos seguintes parametros: fotofobia/blefarospasmo, hiperemia
conjuntival, quemose, secrecdo ocular e neovascularizagao.

Registrar através de fotografias e classificar as alteragdes clinicas, observando o0s
resultados do processo de cicatrizacdo de Ulceras experimentais da cornea em animais tratados
com plasma rico em plaquetas aplicado pelas vias topica e subconjuntival.

Mensurar, através da paquimetria ultrassénica, a variagdo da espessura das corneas
durante todos os intervalos de observacdo em animais submetidos a ceratectomia superficial e

tratados com plasma rico em plaquetas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ANATOMOFISIOLOGIA DA SUPERFICIE OCULAR

Como partes integrantes do arcabouco do bulbo ocular, cornea e esclera formam,
juntas, a tdnica fibrosa do olho, dando-lhe forma e sustentacdo fisica. Estas duas estruturas
unem-se no limbo, sendo que a cornea diferencia-se da esclera por se localizar na porgéo
anterior do olho e ser naturalmente transparente, o que faz desta 0 maior meio de refringéncia
dos raios luminosos incidentes na superficie ocular, com cerca de 80% de refracdo total
(SCROGGS; KLINTWORTH, 1992; SCHOENAU; PIPPI, 1993; GELATT, 1999).

A transparéncia corneana, aliada ao seu alto poder de refracdo, € um atributo
importante para a perfeita formacdo da imagem pelo aparelho visual, estando isto relacionado
a algumas caracteristicas que diferenciam a cdrnea de outros tecidos, entre os quais pode-se
destacar: auséncia de vasos sanguineos e linfaticos, auséncia de pigmento, tamanho e
disposicdo das fibras de colageno, fibras nervosas amielinicas, epitélio ndo queratinizado e
um estado de relativa desidratacdo que mantém o arranjo perfeito de suas camadas,
denominado estado de deturgescéncia (SLATTER, 1990; LAUS et al, 1993; GELATT,
1999).

A camada presente na superficie da cdrnea constitui-se de tecido epitelial do tipo
pavimentoso estratificado ndo queratinizado, que tem continuidade com o epitélio conjuntival
bulbar (SWANK; HOSGOOD, 1996; GELATT, 1999). Apesar da semelhanca do epitélio que
reveste a cornea com o epitélio conjuntival, ambos apresentam caracteristicas proprias, as
quais estdo diretamente relacionadas com as fungbes desempenhadas pelas estruturas que
revestem. Como exemplo, cita-se a presenca de células caliciformes no epitélio conjuntival,
responsaveis pela producdo de glicoproteinas que formam o componente mucoso da lagrima,
importante mecanismo envolvido na protecdo da superficie ocular. Histologicamente, a
conjuntiva é formada por uma fina camada de tecido conjuntivo frouxo, recoberto em toda a
sua extensdo por uma lamina de tecido epitelial colunar, que varia de estratificado para
pseudoestratificado, e que se assemelha ao epitélio corneano; porém, apresenta-se, na
conjuntiva, mais espesso e com granulos de melanina no citoplasma das células poliédricas.
Observa-se, portanto, que existe uma perfeita interacdo entre os epitélios que revestem a

superficie do bulbo ocular e que a integridade de ambos é essencial para o perfeito
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funcionamento do olho como 6Orgdo da visdo (PRABHASAWAT et al, 1997; MELLER;
TSENG, 1999; KIM et al., 2000; CHOI; TSENG, 2001).

A conjuntiva ainda se caracteriza por ser a maior por¢do de mucosa exposta do
organismo e, juntamente com o sistema lacrimal, representa uma extensdo do sistema imune
de mucosa, sendo, portanto, rica em células do sistema de defesa (AXELROD; CHANDLER,
1978; CHANDLER; GILLETTE, 1983; FRANKLIN; REMUS, 1984; FRANKLIN, 1989;
DUA; GOMES; JINDAL, 1994; FINI; STRAMER, 2005; CHANG et al., 2006).

A pelicula de lagrima pré-corneal é, em grande parte, responsavel pelas caracteristicas
peculiares a cornea, mantendo a sua superficie sempre lubrificada e brilhante. Além disto,
exerce importante funcdo na manutencdo do grau de hidratacdo da cdrnea, produzindo
hipertonicidade durante sua evaporacdo e, desta maneira, extraindo agua por osmose. A
lagrima é ainda responsavel pela remocdo de material estranho a cOrnea, conducdo de
oxigénio, metabdlitos, celulas inflamatorias, proteinas do sistema complemento e
imunoglobulinas, além de conter substancias com propriedades antibacterianas inespecificas
como lisozima, B-lisina, lactoferrina, entre muitas outras (BALLOW; MENDELSON, 1980;
HRDLICKOVA-CELA et al., 2001; YAMADA et al., 2005; PERRY et al., 2006; SONODA
et al., 2006).

O limbo é outra importante regido presente na superficie ocular. Até pouco tempo, esta
era considerada apenas a regido de transicdo entre a cOrnea e a esclera; porém, mais
recentemente, tem sido reconhecida como o bercario da linhagem de células tronco da
superficie ocular, também conhecidas como células germinativas, indispensaveis na reparacdo
dos defeitos da cdrnea. Ao que tudo indica, o limbo apresenta condiches especiais para
abrigar estas células, possuindo um micro ambiente favoravel para a sua sobrevivéncia e
diferenciacdo. As células germinativas do limbo sdo capazes de migrar sobre o defeito
epitelial da cornea, sofrendo diferenciacdo e restaurando a area agredida com bastante rapidez
e eficiéncia, quando encontram-se em ndmero adequado (DUA; AZUARA-BLANCO, 1999a;
ANDERSON et al., 2001; GRUETERICH et al.,, 2002; STOIBER et al., 2002; DONISI et al.,
2003; ESPANA et al., 2003; MARINHO et al., 2003).
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3.1.1 Mecanismos de defesa da superficie ocular

Devido a frequente exposicdo das estruturas que compdem a superficie ocular ao meio
ambiente, é possivel encontrar, neste local, uma grande variedade de mecanismos protetores.
Muitos destes sdo mecanismos ndo especificos, também conhecidos como paraimunoldgicos.
Estes mecanismos ndo possuem memoria imunoldgica, agindo independentemente da origem
do agente agressor e sdo, na sua maioria, dependentes de propriedades anatbmicas e
fisiologicas de estruturas anexas como pélpebras, filme lacrimal e a superficie mucosa
conjuntival, além da acdo de substincias com atividade proteolitica (LEMP; BLACKMAN,
1981; GACHON; LACAZETTE, 1998; CORDEIRO; KROLOW, 1999; ENGLISH, 1999;
HAYNES; TIGHE; DUA, 1999).

Outros mecanismos sdo mais complexos e especificos, possuindo memdria
imunoldgica; sendo, portanto, dependentes da resposta imune propriamente dita. Com
excecdo do trato uwveal e da conjuntiva, 0 olho ndo possui drenagem linfatica propria.
Antigenos da superficie ocular sdo processados por agregados linfoides especializados no
interior da conjuntiva, mais especificamente no tecido linfoide associado a conjuntiva; ou nas
células de Langherans, encontradas no limbo (GILLETTE; CHANDLER; GRINER, 1982;
CHIE, 2000; ENKELA et al., 2001; LEONARDI, 2005).

Recentes pesquisas tém revelado que os antigenos presentes na superficie ocular sdo
assimilados pelo epitélio conjuntival e, posteriormente, transportados no interior de células
fagociticas diretamente para a substancia propria da conjuntiva, onde ocorre um
processamento imunoldgico local. Apés esta etapa, o antigeno capturado é encaminhado para
um linfonodo regional, através de células mononucleares circulantes ou via canais linfaticos
adjacentes. Linfocitos estimulados migram, entdo, para a conjuntiva (células T) e glandulas
lacrimais (células B) onde participam das reacdes imunes mediadas por células e producédo
local de imunoglobulinas, respectivamente. Todas as cinco classes de imunoglobulinas sé&o
encontradas na superficie do estroma conjuntival, apesar da imunoglobulina A (IgA) parecer
ser a Unica imunoglobulina que é ativamente secretada. As outras imunoglobulinas séo
cogitadas por ganhar acesso a superficie ocular quando a integridade da superficie €
comprometida por um processo inflamatério (GILLETTE et al, 1982; PEDERSEN et al.,
1982; SULLIVAN; ALLANSMITH, 1984; PEPPARD; MONTGOMERY, 1987; BISTNER,
1994; DAY, 1996; GACHON; LACAZETTE, 1998; CORDEIRO; KROLOW, 1999;
HAYNES; TIGHE; DUA, 1999; CHIE, 2000; ENKELA et al., 2001).
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J& nas inflamacbes agudas, como as causadas pela agressdo da superficie ocular; ou,
mesmo aquelas que se seguem apds o transplante de cornea ou aplicacdo de membranas
bioldgicas sobre lesdes presentes na cornea, pesquisas tém demonstrado que as estruturas que
compde a superficie ocular apresentam infiltrado inflamatério formado basicamente de
células polimorfonucleares. Sampaio (2004) observou, através de analise imunoistoquimica
que, até 21 dias apds a ceratoplastia com membrana amnidtica xendgena, ndo houve resposta
imune especifica na superficie ocular, o que foi testado pela auséncia de linfocitos T CD4 e
CD8 em cortes de cornea, conjuntiva e glandula lacrimal. Ao mesmo tempo, no periodo
avaliado, observou-se, atraves da microscopia, grande infitrado inflamatério composto
exclusivamente por células polimorfonucleares, com maior populagdo de células nos sete
primeiros dias.

Mais recentemente, com a introducdo das técnicas imunoenzimaticas no estudo dos
mecanismos imunolégicos da superficie ocular, novas proteinas tém sido identificadas.
Muitas desempenham atividades relacionadas a defesa; porém, outras, alternam suas funcdes
entre a defesa e a reparacdo dos defeitos provocados pela agressdo das estruturas que
compdem a superficie do olho. Como exemplo, pode-se citar a galectin-3, recentemente
isolada da superficie ocular em humanos, mas reconhecida por estar presente em todos 0s
mamiferos. Esta proteina, cujo peso molecular varia entre 29.000 e 35.000 daltons, de acordo
com a espécie em estudo, pode ser secretada e expressada na superficie de inimeras células,
entre as quais, destacam-se: mondcitos, macréfagos, mastocitos e células epiteliais, incluindo
aquelas presentes na superficie da cornea. A galectin-3 possui importante acdo mitogénica,
estimulando a proliferacdo das células presentes na superficie ocular, particularmente dos
fibroblastos, além de funcionar como agente inibidor de apoptose e estimulador do
crescimento celular. O que torna mais interessante estes achados é o fato de que, apesar da
galectin-3 ser normalmente secretada por varios tipos celulares, a mesma s6 foi isolada na
secrecdo ocular de pacientes cuja superficie conjuntival se mostrava inflamada no momento
da colheita, ndo tendo sido isolada de olhos assintomaticos. Outro achado revela que esta
proteina, derivada das lecitinas, ndo esta presente na glandula lacrimal. Isto permite especular
que a superficie ocular possui mecanismos proprios de comunicacdo que ativam determinadas
vias de protecdo, quando os sistemas normais de defesa e reparacdo falham na sua funcéo
(HRDLICKOVA-CELA et al., 2001).

Deve-se imaginar que estas substancias ndo agem isoladamente, estando presentes

simultaneamente no filme lacrimal, o que permite concluir que uma boa parte dos
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microorganismos  invasores tem seu desenvolvimento inibido por estes agentes

antibacterianos presentes em olhos saudaveis.

3.1.2 Mecanismos de reparacao da cémea

Nos mamiferos, as lesbes que sdo seguidas pela perda de substancia tecidual
normalmente sdo reparadas por um processo denominado de cicatrizagdo, o qual se
caracteriza pela deposicdo de tecido fibrotico sobre a area afetada. Além de se diferenciar
morfologicamente do tecido original, a cicatriz ndo restaura as funcdes normais da estrutura
afetada, o que contribui para comprometer o seu funcionamento (FINI; STRAMER, 2005).

Os estudos sobre os métodos de reparacdo dos diversos tecidos que compdem o
organismo animal demonstram que, de uma maneira geral, 0 mecanismo de reparacdo é
bastante semelhante; porém, a cOrnea apresenta caracteristicas anatomicas, celulares,
moleculares e funcionais que exigem consideragdes particulares sobre os metodos de
reparacdo presentes na sua estrutura. A pele € o principal modelo de estudo dos mecanismos
envolvidos na reparacdo e, histologicamente, apresenta algumas semelhancas com a cornea.
Ambas possuem uma camada de estroma composta de colageno, a qual se encontra recoberta
por um tecido epitelial escamoso. Apesar de ser histologicamente analogo a derme, o estroma
corneano possui algumas caracteristicas especificas. A mais importante esta relacionada ao
tipo e organizagcdo do colageno, representado no estroma da cornea por fibras dos tipos | e V,
as quais se encontram dispostas de forma extremamente organizada e distribuidas em
camadas simétricas de forma ortogonal. Além disto, as fibras tipo | e V apresentam uma
perfeita semelhanca entre o didmetro das fibras que compBem estas camadas e encontram-se
envolvidas por um tipo especializado de proteoglicano que contribui para manter a
estabilidade do arranjo das fibras e auxilia na hidrodindmica da cérnea (ESQUENAZI et al.,
2005; FINI; STRAMER, 2005; SINGH et al., 2005; YAMAGAMI et al., 2005).

Outra importante caracteristica inerente & coOrnea diz respeito ao seu baixo
metabolismo, que torna este tecido refratario a varios estimulos que, em outros locais, como a
pele, estimulam o inicio dos mecanismos de reparacdo, O que, consequentemente, termina
com a deposicdo de tecido cicatricial e alteracdo funcional e morfologica. Desta forma,
mesmo quando submetida a pequenas agressdes, a cérnea faz uso de mecanismos proprios

para reparar o defeito, retardando o inicio da cicatrizacdo e mantendo a sua transparéncia
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normal. Segundo Fini e Stramer (2005), isto pode ser observado apds a realizacdo de
ceratectomias radiais, quando, raramente, ocorre replicacdo das células estromais e, nestes
casos, ndo ha producdo de nova matriz extracelular. De acordo com as conclusdes dos autores,
estas caracteristicas tém o objetivo de limitar mudancas indesejaveis na estrutura normal do
tecido corneano.

Em adicdo ao que foi comentado acima, a relativa deficiéncia de células do sistema
imune e a auséncia de suprimento sanguineo na cornea intacta fazem com que este tecido
tenha uma baixa taxa de resposta imunoldgica, o que o torna um sitio privilegiado para o
transplante e aplicagdo de membranas biologicas. Porém, durante agressdes mais graves ou
nos processo inflamatorios cronicos da cornea, esta passa a receber suprimento sanguineo a
partir do limbo e, consequentemente, tem sua imunogenicidade alterada pela presenca de um
maior ndmero de células inflamatorias. Além disto, a lagrima e a conjuntiva também
respondem a condicdo do olho inflamado e passam a responder também contra a presenca dos
agentes estranhos, o que pode comprometer a técnica de reparo utilizada (BARROS et al.,
1998; AVILA et al.,, 2001; SAMPAIO, 2004; FINI; STRAMER, 2005).

Os primeiros sinais de inflamacdo da superficie ocular aparecem apds a leséo celular,
guando os fosfolipidios oriundos da membrana das células epiteliais agredidas dao origem a
inimeras substancias vasoativas, as quais aumentam o fluxo de sangue para o local afetado e
alteram a permeabilidade vascular. Na superficie ocular, esta etapa pode ser vista na forma de
hiperemia, edema conjuntival, aumento da secrec@o ocular e dor (WILKIE, 1990).

Além das substancias vasoativas, outros elementos sollveis estdo presentes na
lagrima, dentre os quais, destacam-se as citocinas, que sdo glicoproteinas com capacidade
mensageira e responsaveis pela comunicacdo intercelular, agindo de forma ndo enzimatica e
em concentragdes infinitamente pequenas. Dentre as atividades desempenhadas pelas
citocinas, particularmente na fase aguda da resposta inflamatéria, pode-se destacar a
quimiotaxia ou atracdo de células com atividade fagocitica e outras com capacidade de
processar e apresentar 0s antigenos presentes na superficie ocular. As citocinas participam
ainda da modulacdo da acdo do sistema imune celular e humoral e da resposta de reparacédo
que se instala apOs a eliminagdo do agente agressor. Grande parte dos mecanismos
fisioldgicos envolvidos na resposta imune é coordenada pelas citocinas, que agem de forma
organizada e complexa através uma grande reacdo em cascata, com a participacdo de varias
proteinas com atividade mensageira (SOTOZONO, 2000; TEIXEIRA, 2000; ESQUENAZI et
al., 2005; LEONARDI, 2005; SINGH, et al., 2005; YAMAGAMI et al., 2005).
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Além dos aspectos relacionados a funcdo de substancias mensageiras, tem sido
sugerido que as citocinas, em situacdes especificas, dao inicio a um ciclo vicioso na superficie
ocular, perpetuando o processo inflamatério e consequentemente a agressao sobre a cérnea.
No ambito desta questdo, discute-se a inter-relagcdo entre o processo inflamatorio da superficie
ocular e a destruicdo dos tecidos inflamados (GARRANA et al, 1999; JUMBLATT et al,
1999; SMITH; HOH; EASTY, 1999; SOTOZONO, 2000; SOLOMON et al, 2001;
LEONARDI, 2005).

Das substancias envolvidas neste mecanismo, a matriz de metaloproteinases é, até o
presente momento, a mais estudada. De acordo com a literatura, estas substancias sao enzimas
capazes de clivar proteinas, atacando diretamente 0s componentes proteicos da matriz
extracelular e da membrana basal. As metaloproteinases sdo secretadas como proenzimas e
ativadas através de seriadas clivagens proteoliticas, em uma regido da molécula denominada
de terminal N, localizada no compartimento extracelular. Apds esta etapa, as proenzimas
sofrem mudancas na sua conformagdo bioquimica e alteracdo do peso molecular (SMITH;
HOH; EASTY, 1999; SOLOMON et al., 2001).

3.1.3 Atuacdo dos Fatores de Crescimento (FC) no olho

Pelo fato do PRP ter pH entre 6,5 e 6,7, ele atua inibindo o crescimento bacteriano,
mas mesmo assim, deve ser preparado de maneira asséptica (MARX, 2004a).

Os fatores de crescimento celular sdo produzidos pelo epitélio, estroma, endotélio da
cérnea e pela glandula lacrimal (KLENKLER; SHEARDOWN, 2004). Deste modo, minutos
apos a lesdo corneana, hd um aumento da producdo lacrimal, resultando em maior quantidade
de fatores de crescimento disponiveis para reparar a lesdo. AlEm disso, 0 humor aquoso
contém varios fatores de crescimento que regulam a funcdo corneana e mantém a homeostasia
no interior do bulbo ocular (KLENKLER; SHEARDOWN, 2004).

Além dos fatores de crescimento, muitas citocinas inflamatdrias contribuem para o
processo de reparacdo corneana; elas sdo produzidas pelas células inflamatorias como
linfocitos (T e B), mondcitos/macréfagos, leucdcitos polimorfonucleares, basofilos e
eosinofilos; regulam a proliferacdo e induzem a migracdo das células epiteliais da superficie
corneana (OBATA et al., 2012).
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Varios fatores de crescimento presentes no PRP estdo envolvidos na manutencdo da
estrutura e funcdo corneana, especialmente os relacionados a manutencdo da transparéncia
durante 0 processo de reparacdo. Assim que a cornea é lesionada, sinais sdo transmitidos para
as células germinativas presentes na regido do limbo que iniciam um processo de proliferagdo
e diferenciacdo (OBATA etal., 2012).

As plaguetas aderem-se ao tecido corneano lesado, liberam numerosas citocinas e
fatores de crescimento que induzem a mitose de fibroblastos, resultando na producdo de
colageno. Além disso, o fibrinogénio € transformado em fibrina que promove suporte

estrutural ao tecido corneano lesado (ALIO etal.,, 2007b).

3.2 A PLAQUETA

3.2.1 Morfologia

As plaquetas sdo as menores células do sangue. Sdo fragmentos anucleados de
megacariocitos da medula 6ssea e possuem um tempo de vida de aproximadamente 10 dias.
Durante a megacariocitopoiese, 0 megacariocito sofre endomitose. Uma vez que a célula
polipléide atinge a maturacdo, ela forma extensdes pro-plaquetarias a partir das quais as
plaquetas séo liberadas (ITALIANO; SHIVDASANI, 2003).

Os megacariocitos sdo células precursoras altamente especializadas que se diferenciam
para produzir plaquetas sanguineas via intermedidrios de extensdes citoplasmaticas
conhecidas como proplaquetas (cadeias alongadas de citoplasma de megacaridcitos que se
estendem para cavidades da medula 6ssea, sua fragmentacdo produz as plaquetas).

Embora sejam anucleadas, as plaquetas sdo células altamente organizadas e ricas em
diferentes organelas, como mitocondrias vidveis, glicogénio e pelo menos trés tipos de
granulos morfologicamente diferentes que estocam diferentes tipos de constituintes: 0s
granulos alfa (a-granulos), os granulos densos e os lisossomas (RENDU; BROHARD-BOHN,
2001).

Os granulos densos estocam ions bivalentes e moléculas pequenas ndo proteicas, como
o difosfato de adenosina (ADP), o trifosfato de adenosina (ATP), serotonina e pirofosfato, que

sdo secretadas para recrutar outras plaguetas e exercem fungbes centrais na amplificacdo da
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ativacdo e agregacdo plaquetarias, assim como na modulacdo do endotélio vascular e da
funcdo leucocitaria. Os granulos alfa conttm moléculas de adesdo importantes para as
interacdes entre a plaqueta e outras plaquetas, células sanguineas e tecidos. Contém ainda
fatores mitogénicos, proteinas plasméticas e fatores relevantes para a coagulagdo e fibrinolise.
Os granulos lisossémicos contém glicosidases, proteases e proteinas catibnicas com atividade
bactericida. As enzimas hidroliticas liberadas digerem material dos agregados plagquetarios
circulantes. As plaguetas apresentam um complexo citoesqueleto, consistindo de
microtibulos e de sistema tubular denso, que exercem importante papel na ativacdo
plaquetaria, secrecdo granular e na retracdo do codgulo (RENDU; BROHARDBOHN, 2001).

As plaquetas carreiam alguns componentes especificos através de todo o organismo.
Na circulacdo, elas sdo reativas a varios estimulos e liberam o material contido em seus
grénulos. Essa reacdo de secre¢do € um passo importante na hemostasia primaria. A energia e
0S mensageiros necessarios para a reatividade plaquetaria sé@o fornecidos pela mitocondria e
pelo sistema tubular denso. Cada populagdo de granulos tem propriedades especificas
relacionadas tanto com a estrutura quanto com o conteddo liberado (RENDU,;
BROHARDBOHN, 2001).

3.3 PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

Plasma rico em plaquetas ou plasma rico em fatores de crescimento é uma suspensdo
concentrada de sangue centrifugado contendo altas concentracdes de plaquetas. Nos Ultimos
anos, este produto tem aparecido repetidamente na literatura cientifica fica como um produto
cujas caracteristicas contribuem para estimular a reparacdo de tecidos através da aceleracdo da
cicatrizacdo (LAGUNAS, 2006).

O plasma sanguineo é um liquido cor de palha, formado em grande parte por agua e
compostos bioquimicos, principalmente proteinas, servindo como meio de transporte destas
substancias e das células do sangue, através dos vasos sanguineos. Neste conjunto de células,
proteinas e agua, denominado de sangue, encontram-se as plaquetas ou trombocitos, que séo
fragmentos de células gigantes e multinucleadas da medula Ossea vermelha, denominadas
megacariocitos (APPEL et al., 2002; EPPLEY; PIETRZAK; BLANTON, 2006).
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O plasma rico em plaquetas é atdxico, ndo imunogénico e contém citocinas que agem
como fatores promotores do crescimento tecidual em altas concentracbes (HAYNESWORTH,;
KADIYALAS; LIANG. 2002; UEBEL; SILVA; CANTARELLI, 2006).

O PRP é uma grande concentracdo de plaquetas em um pequeno volume de plasma,
com a consequente presenca de FC liberados por estas plaquetas, além de proteinas
osteocondutoras, que também servem de matriz para migracdo epitelial e formacdo Ossea e de
tecido conectivo. A técnica para obtencdo do PRP envolve, basicamente, 0 sequestro e a
concentracdo das plaquetas no plasma sanguineo, com sua subsequente aplicacdo na area da
ferida em cicatrizagdo. Foi observado, em humanos, que a cicatrizacdo do 0sso e dos tecidos
moles pode ser potencializada pela aplicagdo do PRP em uma concentracdo de 1.000.000
plaquetas/ul, ou seja, em uma concentracdo 338% maior que as encontradas habitualmente
no sangue (MESSORA, 2009).

A concentracdo final de plaguetas em suspensdo no plasma depende diretamente da
contagem inicial de plaquetas no sangue. N&o existe ainda um valor padronizado para a
caracterizacdo do plasma rico em plaquetas, sendo que alguns autores passam a denomina-lo
como tal, quando o produto final possui uma concentracdo plaquetaria trés vezes superior a
contagem no sangue. Por isto, a definicdo do plasma rico em plaquetas ainda ndo estd bem
estabelecida na literatura, em particular por existirem estudos com diversas espécies animais,
e as mesmas apresentam taxas de concentracdo no produto final diferentes entre si. Por outro
lado, sabe-se que a densidade final de plaquetas pode interferir na capacidade dos

concentrados plaquetarios em promover o crescimento dos tecidos.

3.3.1 Aplicagdes do plasma rico em plaquetas

A obtencdo do PRP, inicialmente, era realizada através de maquinas de plasmaferese e
utilizava-se a trombina bovina para sua ativacdo. Para diminuir custos e facilitar a obtencdo
do PRP, surgiram algumas maquinas automatizadas e diversos protocolos, inclusive com
substituicdo da trombina bovina por trombina autdloga. As maquinas automatizadas com seus
"kits" tornam simples a obtengdo do PRP; porém, os custos ainda sdo elevados. Assim, alguns
protocolos foram criados para se obter pequenas quantidades de PRP e trombina aut6logos,

utilizando-se centrifugas comuns e reduzindo muito os custos na preparacdo do produto.
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O primeiro relato da utilizagdo terapéutica do plasma rico em plaquetas data de 1970,
guando uma grande quantidade de sangue era necessdria para produzir o concentrado
plaquetario. Esta, entre outras experiéncias, permitiu 0 avanco das técnicas de preparo do
sangue, bem como promoveram o0 desenvolvimento de equipamentos que permitiram
alcancar, nos dias de hoje, a producdo de concentrados plasmaticos de plaguetas com volumes
de sangue muito inferiores (SANCHEZ et al., 2003).

Os concentrados de plaquetas autdlogos foram utilizados com bons resultados no
tratamento de Ulceras corneanas refratarias ao tratamento em humanos (REZENDE; SILVA;
ANTUNES, 2007), em implantes dentarios, na cicatrizacdo de tecido 0sseo e em cirurgias
plasticas. Neste concentrado existem fatores de crescimento Uteis na epitelizagdo corneana
que induzem a migracdo e a diferenciacdo de células epiteliais (HARTWIG et al., 2004 apud
EURIDES etal.,, 2010).

Preparacdes contendo plaquetas sdo usadas em seres humanos por meio de transfusdo
intravenosa em pacientes apresentando neoplasias e para prevenir ou tratar hemorragias
secundarias a trombocitopenias; mas estudos recentes demonstraram que 0 usO topico destas
preparacdes pode oferecer fatores de crescimento fundamentais na regeneracdo éssea e
reparacdo tecidual (ZIMMERMANN et al., 2001).

O concentrado rico em plaguetas tem apresentado destaque na medicina humana como
adjuvante em cirurgias de implantes dentarios, em cirurgias ortopédicas, na reparacdo de
mUsculos e/ou tenddes, no tratamento de Ulceras de pele, em cirurgias plasticas e em outras
situacBes nas quais € altamente desejavel e necessaria a aceleracdo da epitelizacdo (ALIO et
al., 2007a).

Em oftalmologia, o PRP tem sido observado em alguns trabalhos em medicina
humana. A vantagem do seu uso, com relacio ao de soro autélogo, é que o plasma
enriquecido contém maior concentracdo de vitaminas e de fatores de crescimento, além disso,
como as plaquetas permanecem intactas, podem aderir-se & superficie ocular, atuando de
forma bioldgica e mecénica (ALIO etal., 2007b).



27

3.3.2 Composicdo e mecanismo de acdo do PRP

As plaquetas atuam no processo de hemostasia, ou seja, no conjunto de mecanismos
que O organismo emprega para coibir a hemorragia. Para tal, é formado um trombo que
obstrui a lesdo na parede vascular. Esse trombo ndo é constituido de coagulo e sim
de plaguetas. A coagulacdo, além de fornecer pequena quantidade de fibrina para o trombo
plaquetério, colabora na estabilizagdo do trombo (COSTA, 2008). As plagquetas atuam
também na cicatrizacdo de feridas e reepitelizacdo. Elas liberam diversos (FC) fatores de
crescimento que estimulam a angiogénese, promovendo crescimento vascular e proliferacdo
de fibroblastos, que por sua vez proporcionam um aumento na sintese de colageno. Estas
propriedades das plaquetas tornam o PRP um produto com grande potencial de melhorar a
integracdo de enxertos, sejam eles Gsseos cutdneos ou cartilaginosos; bem como estimular a
cicatrizacdo de feridas. Nas cirurgias em que se trabalha com retalhos cutaneos, o PRP ajuda
na hemostasia e estimula o desenvolvimento da neovascularizacdo, diminuindo assim
complicagbes como hematomas, seromas e sofrimento vascular dos retalhos. Estas
propriedades podem ser empregadas para melhorar o tratamento de feridas no membro
inferior que costumam evoluir com uma cicatrizagdo mais lenta e com a incidéncia de
complicacBes nos retalhos locais numa frequéncia maior que aquelas localizadas em outras
partes do corpo.

As plaquetas apresentam funcfes importantes, atuam no reparo de pequenas lesdes
vasculares, formando o tampdo hemostatico primario, além de amplificar o estimulo para a
producdo de fibrina e formacdo do plug hemostatico secundario. As acGes hemostaticas das
plaquetas podem ser divididas em cinco categorias: adesdo, agregacdo, secrecdo, facilitacdo
da coagulagéo e retragéo do coagulo (STOCKHAM; SCOTT, 2002).

Apesar de serem apenas fragmentos de células, as plaquetas sdo ricas em adenosina
trifosfato  (ATP) e contém muitas das organelas normalmente presentes nas células. As
plaguetas exercem importante funcdo na hemostasia, sendo essenciais no mecanismo de
coagulagdo, quando se agrupam, a fim de formar um tampdo na fase inicial do controle da
hemorragia (YAMAZAKI; NAKAJIMA; OCASAWARA, 1999).

Um dos contribuintes para a ativacdo plaquetaria € um lipidio fator de agregacédo
plaguetaria (FAP) que se acumula na cornea apds a lesdo, favorecendo a sintese de
precursores da reacdo inflamatdria e a cicatrizacdo. O FAP induz a produgdo de fosfolipase

A2 e de prostaglandinas associadas a reacdo inflamatoria. Além disso, ativa a expressdo de
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genes evolvidos na remodelacdo da matriz tecidual e proteinas mitogénicas, auxiliando, desta
forma, na reparacdo dos tecidos (EURIDES et al., 2010).

A reparacdo espontanea dos diferentes tecidos do organismo é mediada por fatores de
crescimento num processo que se inicia pela formacdo do coagulo sanguineo e continua pela
degranulacdo subsequente das plaquetas que liberam os fatores de crescimento (WILSON,
BARBIERI e MAZZER, 2006). Estes sdo importantes durante o processo de regeneracdo
tecidual, pois regulam as células mesenquimais recrutadas durante o processo de regeneracao
e a angiogénese (MAZZUCCO et al., 2004).

Existem in0meros fatores de crescimento derivados das plaquetas no plasma
sanguineo, denominados citocinas, que pertencem a um grupo de polipeptidios secretados por
varias moléculas reguladoras do organismo. Atuam como mediadores na maturacdo celular e
sdo responsdveis pelos processos de reparacdo tecidual (STENN; PAUS, 2001 apud
EURIDES et al, 2010). Possuem acdo antigénica, ativam a micro-circulacdo local e varios
grupos celulares na integracdo e vitalidade de tecidos (VICK et al, 2006 apud EURIDES et
al, 2010). Os granulos plaguetarios contém fatores como de crescimento de transformacéo
semelhante a insulina. Quando em contato com seus respectivos receptores nucleares,
estimulam a angiogénese e a replicacdo dos tecidos e, como antiinflamatorios, induzem a
cicatrizagéo.

No PRP sdo descritos trés isbmeros do fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGFoa, PDGFBB, PDGFap), dois fatores de crescimento transformador-f (TGFB1 e
TGFp2), fator de crescimento do endotélio vascular, fator de crescimento epidermal (EGF),
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) (MARX, 2004a; FERREIRA et al., 2005;
WANG, 2006), fator de crescimento dos fibroblastos (FGF), fator angiogénico derivado das
plaquetas (FLORYAN; BERGHOFF, 2004) e fator plaquetario 4 (PF-4) (SANCHEZ et al.,
2003; ALIO etal., 2007b).

Os fatores de crescimento presentes no PRP suprimem a liberacdo de citocinas pré-
inflamatdrias mediadas pelos mondcitos, controlando, assim, a resposta inflamatéria local e
promovendo a regeneracdo tecidual (EL-SHARKA et al., 2007). Segundo Wang (2006), a
reparacdo dos tecidos moles pode ser acelerada de duas a trés vezes em relacdo ao processo de
reparacdo fisioldgica normal, quando presentes os fatores de crescimento derivados do PRP.

O PDGF estimula a divisdo celular no local da lesdo, promove angiogénese,
reepitelizacdo e formacdo do tecido de granulacdo, além de estimular os osteoblastos,

promover a quimiotaxia de fibroblastos e producdo de colageno. Receptores para PDGF sdo
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encontrados nas celulas endoteliais e nos fibroblastos da coérmea (KLENKLER;
SHEARDOWN, 2004; FLORYAN; BERGHOFF, 2004).

O TGF estimula a proliferacdo de fibroblastos, além de inibir a proliferacdo de
leucécitos, células epiteliais e endoteliais. Estd presente no humor aquoso e € capaz de inibir a
angiogénese corneana (KLENKLER; SHEARDOWN, 2004).

O EGF é um potente agente mitogénico para as ceélulas epiteliais; receptores com
afinidade para EGF foram encontrados nas ceélulas epiteliais da cornea, principalmente na
regido do limbo e nas células endoteliais. E considerado um estimulador em potencial da
motilidade das células epiteliais corneanas “in vitro” (KLENKLER; SHEARDOWN, 2004).

O PF-4 é um quimioatrativo para neutrdfilos e fibroblastos, além de ser um potente
agente antiheparina (SANCHEZ et al., 2003).

Além dos fatores de crescimento o PRP contém fibrina, fibronectina e vitronectina,
proteinas que atuam como moléculas de adesdo celular para a osteoconducéo e para migracdo
epitelial, como matriz 6ssea e tecido conjuntivo (MARX, 2004a; WANG, 2006,
NIKOLIDAKIS; JANSEN, 2008).

A concentracdo dos fatores de crescimento no PRP ¢é significativamente maior do que
no sangue total, apresentando cerca de 10 a 25 vezes mais PDGF e TGF do que 0s niveis
basais (FLORYAN; BERGHOFF, 2004); resultando no unico produto disponivel que contém
altas concentracdes de diversos fatores de crescimento simultaneamente (ALIO et al., 2007b).
A concentracdo dos fatores de crescimento aumenta proporcional e diretamente ao nimero de
plaguetas; entretanto, a concentracdo destes fatores pode variar de paciente para paciente,
dependendo da contagem inicial de plaquetas no sangue (EPPLEY et al., 2006).

Na literatura, o uso dos concentrados ricos em plaquetas frequentemente ignora o
impacto dos leucécitos e da fibrina; entretanto, os leucdcitos desempenham um papel
importante contra as infecgdes, regulando a imunidade e produzindo grandes quantidades do
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), importante para promover a angiogénese,
desempenhando, desta forma, um efeito sinérgico juntamente com as plaquetas
(EHRENFEST, RASMUSSON e ALBREKTSSON, 2009).

O modo de atuacdo dos fatores de crescimento € complexo, j& que apresentam
propriedades diferentes no mesmo tecido, bem como respostas diferenciadas dependendo do
tipo de tecido em que se encontram. Eles interagem entre si, amplificando e formando uma
cascata de sinais que resultam na producdo proteica. Por este motivo, hd vantagens de se

utilizar os fatores de crescimento provenientes das plaquetas (SANCHEZ et al., 2003).
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A resposta celular adequada ao PRP inicia-se quando ha um aumento no ndmero basal
de plaguetas de quatro a cinco vezes (MARX, 2004b). Segundo Froum et al. (2002), a
concentragdo de plaquetas no PRP pode variar de trés a oito vezes a concentragdo de

plaguetas observada no sangue total.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO E SELECAO DOS ANIMAIS UTILIZADOS NO PROCEDIMENTO DE
CERATECTOMIA E TRATAMENTO COM PRP

O projeto estd de acordo com os principios éticos da experimentacdo animal, adotados
pelo comité de ética animal (CEEA/UNIUBE) regido pela lei n° 11.704/09, protocolo nimero
004/2010 do oficio CEEA-009/2010.

Foram utilizados 54 coelhos da raca Nova Zelandia, com média de idade de seis
meses, machos e fémeas, sem distingdo de cor da pelagem e com peso medio de 3,0 kg. Os
animais foram fornecidos pelo setor de cunicultura das Faculdades Associadas de Uberaba
(FAZU).

Os animais selecionados foram numerados de 1 a 54 e distribuidos, aleatoriamente,
por sorteio, em 3 grupos, com 18 animais cada.

a) Grupo 1 (Gl): grupo de 18 animais, selecionados aleatoriamente, que foram
submetidos a ceratectomia superficial e aplicacdo subconjuntival do PRP. Estes 18 animais
foram divididos em 6 subgrupos, de 3 animais cada, correspondentes aos periodos de
avaliacdo e colheita dos materiais, nos intervalos de 24 horas (T1), 72 horas (T2), 7 dias (T3),
14 dias (T4), 21 dias (T5) e 28 dias (T6).

b) Grupo 2 (G2): grupo de 18 animais, selecionados aleatoriamente, que foram
submetidos a ceratectomia superficial e aplicacdo tépica do PRP. Estes 18 animais foram
divididos em 6 subgrupos, de 3 animais cada, correspondentes aos periodos de avaliacdo e
colheita dos materiais, nos intervalos de 24 horas (T1), 72 horas (T2), 7 dias (T3), 14 dias
(T4), 21 dias (T5) e 28 dias (T6).

¢) Grupo controle (GC): grupo de 18 animais, selecionados aleatoriamente, que
foram submetidos a ceratectomia superficial e ndo receberam tratamento de nenhuma
natureza. Estes 18 animais foram divididos em 6 subgrupos, de 3 animais cada,
correspondentes aos periodos de avaliagdo e colheita dos materiais, nos intervalos de 24 horas
(T1), 72 horas (T2), 7 dias (T3), 14 dias (T4), 21 dias (T5) e 28 dias (T6).
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4.2 METODOS DE OBTENCAO DO PRP

Os animais utilizados como doadores para a obtencdo do concentrado plaquetario
(PRP) foram os mesmos utilizados no estudo clinico. Para tanto, iniciou-se a colheita com os
animais do grupo controle, planejando-se o experimento de forma que a data das analises
clinicas e a colheita dos materiais coincide-se com a colheita do sangue para obten¢do do
PRP. O delineamento foi planejado para que a cada 3 dias, um grupo fosse doador, mantendo
uma constante renovagdo no estoque de PRP. Para os animais dos grupos tratados, as cirurgias
foram planejadas para que sempre houvesse PRP fresco no momento da primeira aplicacdo
topica. Todas as aplicacdes dos animais do grupo 1, que receberam o PRP pela via
subconjuntival, foram realizadas com PRP fresco.

Para tanto, colheu-se 60 ml de sangue, através de puncdo cardiaca, de cada coelho
doador. Os animais foram anestesiados previamente com cetamina 10% (60 mg/kg),
acepromazina 1% (1 mg/kg) e cloridrato de fentanila (0,3 mL/kg). A puncdo cardiaca foi
realizada com uso de cateter esteril 14G, acoplado a uma seringa de 60 ml estéril através de
um extensor (FIGURA 1). A seringa foi preenchida com 2 ml de citrato de sodio e 1 ml de
heparina, sendo que esta mistura foi colocada em contato com todo o sistema coletor. O
sangue de cada coelho foi homogeneizado cuidadosamente e dividido em 12 tubos de plastico
a vacuo, tipo vacutainer, contendo o citrato de sddio como anticoagulante.

Todos os materiais utilizados na colheita e processamento do sangue foram
manufaturados em plastico, para evitar perda na contagem das plaquetas, que ocorre pela
aderéncia das mesmas nas paredes dos tubos de vidro. Primeiramente realizou-se a contagem
de plaquetas do sangue total de cada coelho, para, posteriormente, avaliar a capacidade de
concentracdo das mesmas.

Para se obter o PRP, utilizou-se uma centrifuga de laboratdrio, com raio de 16 cm,
velocidade de 1.500 rotacBGes por minuto e forca de 402,4 (g). Ap6s a primeira centrifugacéo,
com o tempo (T) de 8 minutos, observou-se a separacdo do sangue em duas camadas: O
concentrado de hemacias no findo (contendo a “buffy coat” - zona da névoa, rica em
leucdcitos e plaquetas maiores) e o plasma sobrenadante, que na sua por¢do mais inferior foi
denominada como primeiro plasma rico em plaquetas (PRP1); e a por¢do superior 0 primeiro
plasma pobre em plaquetas (PPP1). Com o auxilio de um pipetador, foram colhidos 10ul do
PRP1 para uma primeira mensuragdo da concentragdo das plaquetas. A porcdo mediana,
contendo o PRP1, mais a porcdo superior do concentrado de hemacias foram pipetados e
transferidos para outro tubo estéril, sem anticoagulante, num total de 2 ml. Este tubo foi
submetido a uma nova centrifugagcdo, com o tempo (T) de 10 minutos.
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Apobs a segunda centrifugacdo, observou-se novamente a separacdo do concentrado de
hemacias e do plasma, observando-se que na porcdo inferior foi denominado o segundo
plasma rico em plaquetas (PRP2) e a porgdo superior o segundo plasma pobre em plaquetas
(PPP2). Com auxilio de uma pipeta foram colhidos novamente 10ul do PRP2 para uma nova
mensuracdo da concentracdo das plaquetas. Pipetou-se 1 ml do PRP2 e transferiu-se para um
novo tubo estéril, obtendo-se assim o plasma rico em plaquetas, na forma liquida, que
conforme o protocolo, esta pronto para ser utilizado clinicamente. O material foi submetido a
analise laboratorial imediatamente ap0s o preparo, para a contagem de plaquetas finais,
verificando se houve aumento da concentracdo em relagdo ao sangue total.

A mensuracdo das plaquetas foi feita através da contagem manual, pela técnica do
oxalato de amodnia 1%. Misturou-se 90uL de oxalato de amonia 1% e 10uL da amostra em um
tubo de ensaio, a qual foi transferida para o reticulo da Camara de Neubauer, aguardando a
sedimentacdo por 10 minutos. Efetuou-se a leitura através de microscopia de luz, aplicando-se
um aumento de 40X, procedendo-se a contagem da quantidade de plaquetas em cinco
quadrantes. Seguindo o protocolo, o resultado foi multiplicado por 1.000, obtendo-se assim a
quantidade de plaquetas na amostra. O valor médio da contagem de plaguetas no sangue total
foi de 692.000/mm?® antes dos ciclos de centrifugacdo e de 1.844.000/ mm?® ap6s os dois ciclos
de centrifugacdo, correspondendo ao plasma rico em plaquetas.

O material colhido foi armazenado em tubos de 3 ml, para posterior utilizacdo clinica,
sendo mantidos armazenados sob refrigeracdo a 4°C e agitados periodicamente, por um
periodo maximo de 72 horas.

Figura 1: Sistema utilizado para colheita do sangue mediante a puncdo cardiaca, constituido por cateter 14G,
torneira de 3 vias, extensor e seringa de 60 ml.
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4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO PARA REALIZACAO DA CERATECTOMIA

4.3.1 Pré-operatorio

Antecedendo a conduta operatoria propriamente dita, procedeu-se aos cuidados
relativos ao preparo dos animais para a cirurgia, incluindo jejum hidrico de 2 horas e
alimentar de 6 horas. Os animais foram pesados e anestesiados com uma mistura de
acepromazinal® na dose de 1,0 mg/kg de peso corpdreo, cetamina2? na dose de 60 mg/Kg de
peso corpéreo e cloridrato de fentanila3® na dose de 0,3 mL/Kg de peso corpdreo, pela via
intramuscular. Imediatamente antes do inicio do procedimento cirlrgico foi instilada uma
gota de colirio anestésico a base de cloridrato de tetracaina, cloridrato de fenilefrina e acido

borico, sobre o olho a ser operado.

4.3.2 Transoperatdrio

Tomados os cuidados no periodo pré-operatério, e tendo atingido o plano anestésico
adequado ao procedimento, determinado pela perda da sensibilidade da cornea ao toque
digital e auséncia de reacdo do animal ao estimulo da manipulacdo da superficie ocular, os
animais dos grupos 1, 2 e 3 foram cuidadosamente posicionados em decubito lateral direito.
Inicialmente, promoveu-se limpeza da superficie ocular com solucdo fisioldgica estéril 0,9%,
visando a remogdo de particulas contidas no espaco conjuntival, seguida da antissepsia com
colirio & base de vitelinato de prata a 10%*. O campo operatério foi coberto com pano de
campo fenestrado, com orificio de 5 cm de diametro, ao redor da area a ser operada (FIGURA
2 A). Com o campo operatorio devidamente protegido, prosseguiu-se ao preparo da area para
a remocdo do epitélio da coérnea, que foi realizada através da associacdo de um agente

quimico com manobras mecanicas (FIGURA 2 B e C). Para tanto, utilizou-se uma pequena

1 Acepran 0,2% ® - Venil
2 Ketamin ® - Cristélia

¥ Fentanila® - Cristalia

* Argirol® - Allergan
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porcdo de algoddo fixado em uma haste e embebido em n-heptanof, o qual possui acdo
abrasiva sobre o epitélio. Apos a aplicacdo do n-heptanol, a porcdo do epitélio que se
desprendeu foi removida com o auxilio de uma lamina de bisturi n°11, levemente aplicada
sobre a superficie da cdrnea, com movimentos horizontais, de uma extremidade do limbo até
a outra. A confirmacdo da remocdo do epitélio foi realizada mediante a aplicacdo do colirio de
Fluoresceina®, o qual foi instilado sobre o olho, observando-se, com ajuda de uma fonte
luminosa, a impregnacdo do estroma pelo corante, apds lavagem da superficie ocular com
solugdo fisiologica 0,9% (FIGURA 2 D).

Figura 2: Fotografias ilustrando a sequéncia de manobras executadas com o objetivo de se produzir a Ulcera
experimental na cérnea de coelhos. (A) Delimitacdo de campo; (B) aplicacdo de n-heptanol;(C) remocéo do
epitélio com lamina de bisturi (D) aplicac¢do de colirio de fluoresceina.

® N-heptanol - Yonghua
® Colirio de Fluoresceina: Allergan
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4.3.3 Aplicacdo do PRP

Grupo 1: Aplicacdo subconjuntival de 0,5 mL de PRP, a cada 72 horas, durante 21
dias (FIGURA 3).
Grupo 2: Aplicacdo tdpica de 2 gotas de PRP, 4 vezes ao dia, durante 21 dias.

Grupo controle: nenhuma aplicagéo.

4.3.4 Pos-operatdrio

Aguardou-se 0 retorno anestésico dos animais, com posterior aplicacdo de colares do
tipo Elisabetano, com o objetivo de se evitar traumas sobre o local operado. Os animais foram
identificados e conduzidos para suas respectivas gaiolas, para se proceder a avaliacdo clinica
dos olhos operados, por um periodo de 28 dias.

Figura 3: Fotografia ilustrando a aplicagdo subconjuntival do plasma rico em plaquetas, na qual se observa o
botdo de armazenamento do concentrado plaquetario.
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4.4 PROTOCOLOS DE AVALIACAO

4.4.1 Avaliacéo clinica

Todos os animais foram avaliados em intervalos pré-determinados, de acordo com o
item 4.1, onde foram observados parametros relacionados com a evolugdo clinico-cirlrgica
dos pacientes, tais como: sinais de fotofobia e blefarospasmo, hiperemia conjuntival, secrecdo
ocular, edema da conjuntiva (quemose), neovascularizagdo corneana. Observou-se, ainda, 0
intervalo de tempo necessario para a total epitelizacdo da area de ceratectomia. Estas
alteracBes permitiram estabelecer a cinética do processo inflamatdrio da superficie ocular e a
capacidade de cicatrizacdo do epitélio da cornea tratada pelo método proposto. Todas as
alteracfes foram qualificadas e, posteriormente quantificadas, de forma subjetiva de acordo

com a Tabela 1.

Tabela 1: Interpretacdo dos indices de escore utilizados na avaliagdo clinica dos olhos em
estudo.

ESCORE 0 1 2 3
Interpretacdo do Sem Manifestacéo Manifestacéo Manifestacéo
Escore manifestacéo leve moderada intensa

A técnica para o exame deu-se pela abertura da fissura palpebral e identificacdo das
alteracfes anteriormente relacionadas. Inicialmente, o exame foi realizado sem aplicacdo de
qualquer colirio. Apds esta inspecdo prévia, os olhos foram lavados com solucdo fisiolbgica
estéril 0,9%, e receberam a aplicacdo do colirio de fluoresceina.

As alteracbes macroscopicas foram registradas através de fotografias, as quais foram
realizadas durante a execucdo do exame clinico, respeitando-se os intervalos anteriormente
citados para a colheita dos materiais para analise. Os valores referentes a avaliacdo dos
parametros pesquisados para cada animal, de acordo com a Tabela 1, foram armazenados em
tabelas e posteriormente analisados de acordo com a evolucdo média do grupo em cada
momento de observagdo, para cada parametro pesquisado. O estudo da evolucdo clinica foi
realizado pela elaboracdo de gréficos com os valores médios do grupo para cada momento de

observacdo, a saber: 24 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias.
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4.4.2 Avaliacdo morfométrica através da paquimetria corneana

Alem dos parametros acima descritos, foi monitorada também a variagdo da espessura
da cornea de todos os animais, para a determinacdo da capacidade de restauracdo do tecido
corneano tratado pela técnica proposta. Para tanto, todas as corneas foram mensuradas,
através da paquimetria, antes da realizacdo da ceratectomia e nos intervalos de tempo
determinados no item 4.1. Para tanto, ap0s a anestesia dos animais e antes da colheita dos
tecidos, as cdrneas foram submetidas a andlise da sua espessura, através da aplicacdo da sonda
do paquimetro’ sobre a area central da cornea. Este método utiliza um feixe focalizado de
ultrassom para medir a espessura da cornea. Foram realizados nove afericbes sequenciais e
apresentou o resultado das médias, o que conferiu maior confiabilidade no resultado final,
apresentado em pm. Neste experimento foi realizada a mensuracdo da espessura central da
cérnea nos momentos definidos no item 4.1.

Imediatamente apds o término dos procedimentos de colheita, 0s animais foram

submetidos a eutandsia, de acordo com as normas vigentes de bioética.

Figura 4: Fotografia ilustrando o paquimetro utilizado na mensuragdo da espessura central da cornea (A) e a
aplicacdo da sonda sobre a area central da c6rnea no momento de afericdo da espessura (B).

" Paquimetro Acupach VI® (Accutome)
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada pelo estudo da analise de variancia (ANOVA)
complementada pelo teste de Bonferroni, com nivel de significincia de 5%, através do
programa BIOESTAT 5.3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o sdo raras as situagdes de agravo a superficie ocular, com comprometimento da
integridade das estruturas que a compdem. Muitos destes episddios colocam em risco a viséo,
guando j& ndo estdo Ihe causando grande desconforto. O comprometimento da visdo traz
prejuizos irreparaveis tanto para o homem quanto para 0s animais; podendo, para estes
utimos, determinar a sua prépria sobrevivéncia.

S80 inimeras as doencas que podem se manifestar na superficie ocular, devendo-se
destacar aquelas com capacidade de lesar a cérnea e alterar a sua transparéncia, 0 que impede
a sua funcdo refrativa e consequentemente a visdo. Outras vezes, as lesdes podem determinar
a destruicdo do tecido corneano, colocando em risco a integridade do bulbo ocular, ja que a
cornea esta presente na porcdo anterior do olho, funcionando como interface entre o meio
ambiente e as estruturas intra-oculares.

Sabendo-se que os ferimentos da superficie ocular sdo os principais responsaveis pela
perda temporéria ou definitiva da visdo, e que o comprometimento das células germinativas
do limbo constitui-se em grave complicacdo, que além de retardar a reparacdo dos ferimentos
permite intensa vascularizacdo e conjuntivalicdo da cdrnea, indmeras pesquisas tém sido
realizadas com o objetivo de se investigar novas terapias que contribuam para uma boa
cicatrizacdo da cornea, mesmo naquelas condicBes em que as células germinativas do limbo
encontram-se ausentes.

O reconhecimento da importancia da cornea na execucdo do complexo processo da
visdo fez com que, ao longo de muitos anos, indmeros pesquisadores se empenhassem no
estudo da etiologia das enfermidades que afligem a superficie ocular, seus mecanismos no
desenvolvimento das doencas e as possibilidades terapéuticas especificas para cada uma.
Além disto, a identificacdo dos mecanismos de reparacdo da cornea foi importante para que se
pudessem determinar as condigbes necessarias para o restabelecimento da transparéncia e
consequentemente da sua capacidade refrativa. O conjunto de conhecimentos cientificos
acumulados por tantos anos vem contribuindo para que métodos empiricos deem lugar a
técnicas comprovadamente eficientes na recuperacdo da funcdo das estruturas oculares.

Pesquisas comprovam que 0 epitélio anterior da cornea exerce importante funcdo no
controle da populacdo de microorganismos presentes na superficie ocular. A descamacdo das
células epiteliais superficiais, auxiliada pela acdo da lagrima e dos movimentos palpebrais,

remove microorganismos com bastante eficiéncia, inibindo a adesdo e penetracdo destes a
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cérnea. A remocdo do epitélio anterior da cornea expde 0 estroma aos microorganimos locais
gue exercem acdo quimiotatica, o que pode contribuir para aumentar a infilttracdo de células
inflamatdrias na superficie da cérnea (CRESTA; ALVES, 2007).

Um conjunto de elementos intimamente relacionados a cornea faz com que se acredite
que existe um perfeito equilibrio entre as estruturas que compdem a superficie ocular. A
cdrnea, naturalmente transparente e, pelos motivos que lhe conferem esta caracteristica, mais
indefesa, esta cercada pela conjuntiva e pelo limbo.

A conjuntiva é ricamente vascularizada e com capacidade de defender a superficie
ocular por meios especificos e inespecificos, enquanto que o limbo serve de bercario para a
linhagem de células germinativas da cdrnea, importantes na reposicdo de ceélulas epiteliais da
superficie corneal.

O plasma rico em plaquetas tem sido amplamente investigado como método
alternativo na cicatrizacdo de diversos tecidos, com resultados promissores. Constitui-se num
concentrado plaquetario, obtido mediante centrifugacdo de sangue total que, por esse motivo,
tem baixo custo de producdo e é de facil obtencéo.

A despeito da utilizacdo do plasma rico em plaquetas na oftalmologia, com destaque
para o tratamento das lesdes da superficie ocular, poucos estudos tém sido realizados. A
expectativa € de que a liberacdo lenta dos fatores de crescimento pela degranulagcdo das
plaguetas proveria concentracdo suficiente para desencadear a estimulacdo do crescimento
tissular na superficie ocular (WILSON et al., 2006).

A secrecdo dos fatores de crescimento inicia-se dez minutos apos a formacdo do PRP e
mais de 95% dos fatores de crescimento pré-sintetizados sdo secretados durante a primeira
hora. Apds a liberacdo inicial destes fatores, as plaquetas sintetizam e secretam fatores de
crescimento adicionais durante sete dias (NIKOLIDAKIS; JANSEN, 2008). Segundo Froum
et al. (2002), a liberacdo dos fatores de crescimento derivados do PRP, ocorre com trés a
cinco dias e estes permanecem ativos por sete a dez dias.

Com base nestas evidéncias e objetivando-se estudar a influéncia do concentrado
plaguetario na cicatrizacdo de Ulceras experimentais da cornea de coelhos, desenvolveu-se o
presente modelo experimental, através do qual se observou a cinética da inflamacdo e da
reparacdo de Ulceras experimentais da cdrnea, tratadas ou ndo com plasma rico em plaquetas
pelas vias topica e subconjuntival. Os resultados, obtidos mediante a comparacdo entre 0s trés
grupos propostos por um periodo de 28 dias, sdo descritos a seguir.

Ao avaliar o desconforto ocular através da mensuracdo da fotofobia e do

blefarospasmo, observou-se que, nas primeiras 24 horas, todos 0s animais apresentaram
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intensa manifestacdo destes sinais. A andlise posterior demonstrou que os animais dos grupos
G2 e GC evoluiram para indices moderados entre 72 horas e 7 dias, enquanto que o G1
permaneceu com manifestacdo intensa destes sinais as 72 horas, evoluindo para indices
moderados aos 7 dias. Os animais que receberam a aplicacdo topica do PRP ja ndo
apresentaram sinais clinicos de desconforto aos 14 dias, momento em que 0s animais do
grupo controle e daqueles que receberam o PRP pela via subconjuntival apresentaram sinais
leves de fotofobia e blefarospasmo. Aos 21 dias, os animais do grupo controle ja ndo
apresentaram sinais de desconforto, enquanto que os animais do grupo 1 mantiveram sinais

leves aos 21 dias e ausente apenas aos 28 dias de observagdo (FIGURA 5).
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Figura 5: Representacdo gréfica da evolugdo clinica da fotofobia e blefarospasmo em animais submetidos a
ceratectomia. G1: grupo representando os animais submetidos a ceratectomia e tratado com PRP pela via
subconjuntival; G2: grupo representando animais submetidos a ceratectomia e tratados com PRP pela via t6pica.
GC (grupo controle): animais submetidos a ceratectomia que nao receberam tratamento.

Nota-se que a intensidade da fotofobia e do blefarospasmo é igual no 1° dia de pos-
operatorio para todos 0s grupos, 0 que demonstra que o desconforto neste momento €
provocado pela ceratectomia e consequente estimulacdo e exposicdo dos terminais nervosos
presentes na superficie da cdrnea desepitelizada.

A secrecdo ocular mostrou-se moderada em todos 0s grupos no primeiro dia de

observacdo. O G2 apresentou secrecdo leve no intervalo observado entre 72 horas e 21 dias,
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sendo que a mesma estava ausente aos 28 dias. A secrecdo ocular manteve-se moderada até o
7° dia no G1, diminuindo para indices leves aos 14 dias e ausente a partir do 21° dia de
observacdo. Ja os animais do grupo controle apresentaram secre¢cdo moderada até o 14° dia,
leve aos 21 dias e ausente aos 28 dias de pos-operatorio. O tipo predominante de secrecéo foi
mucoso, caracteristico dos processos inflamatorios decorrentes de traumas da superficie
ocular; ndo tendo sido observado secrecdo purulenta caracteristica de infeccdo ao longo do
periodo de observacdo, em nenhum dos animais (FIGURA 6).

A inflamacgdo, provocada pelos procedimentos adotados na metodologia, estimula a
proliferacdo das células caliciformes da conjuntiva, 0 que provoca aumento na producdo da

secrecdo mucosa, o que justifica a evolugdo clinica deste parametro.
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Figura 6: Representacdo grafica da evolucdo clinica da secre¢do ocular em animais submetidos a ceratectomia.
G1: grupo representando os animais submetidos a ceratectomia e tratado com PRP pela via subconjuntival; G2:
grupo representando animais submetidos a ceratectomia e tratados com PRP pela via tépica. GC (grupo
controle): animais submetidos a ceratectomia que ndo receberam tratamento.

Observou-se hiperemia conjuntival moderada nos animais do grupo 1, apds 24 horas
do inicio do tratamento (FIGURA 11), a qual progrediu para intensa nas 72 horas seguintes e
assim seguindo para leve entre 0 14° e 0 21° dia, estando ausente aos 28 dias. O grupo 2 (G2)

passou do nivel moderado que apresentava nas primeiras 24 horas, para leve entre 72 horas
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(FIGURA 18) e 7 dias (FIGURA 19), estando ausente a partir do 14° dia (FIGURA 20). O
grupo controle manteve niveis moderados de hiperemia conjuntival até o 7° dia, diminuindo,
entdo, no 14° dia, para o nivel leve, e mantendo-se assim até o 21° dia, quando registrou-se
auséncia deste parametro aos 28 dias (FIGURA 7).
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Figura 7: Representagdo grafica da evolucdo clinica da hiperemia conjuntival em animais submetidos a
ceratectomia. G1: grupo representando os animais submetidos a ceratectomia e tratado com PRP pela via
subconjuntival; G2: grupo representando animais submetidos a ceratectomia e tratados com PRP pela via tdpica.
GC (grupo controle): animais submetidos a ceratectomia que nao receberam tratamento.

A hiperemia conjuntival reflete diretamente a intensidade da resposta inflamatoria
local, sendo consequéncia da liberacdo dos fatores vasoativos na superficie ocular em
decorréncia do dano celular direto provocado pelo procedimento adotado na realizacdo da
ceratectomia (FIGURA 7).

A quemose (FIGURA 8) apresentou-se de forma intensa no grupo 1 nas primeiras 72
horas de observacdo, quando entdo evolui para indices moderados aos 7 dias e leve aos 14
dias, mantendo-se assim até 21 dias, estando ausente ao final das observa¢Bes. O grupo 2 e 0
grupo controle evoluiram de forma simétrica até o 7° dia (FIGURA 19). Ambos manifestaram
quemose moderada nas primeiras 24 horas (FIGURA 20) e leve entre as primeiras 72 horas
(FIGURA 21) e 7 dias de pds-operatorio. A partir desse momento, 0 grupo 2 apresentou
diminuicdo progressiva da quemose, a qual ja ndo mais estava presente a partir do 14° dia de
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observacdo (FIGURA 22). J& o grupo controle manteve niveis moderados até o 14° dia,
estando ausente a partir do 21° dia de pds-operatorio.

A quemose, bem como a hiperemia conjuntival, s@o reflexos da intensidade da
inflamacdo, sendo causados pela liberagdo dos fatores vasoativos apds a lesdo da superficie
ocular. Os fosfolipidios das membranas das células lesionadas sdo transformados em acido
araquidénico, mediador universal do processo inflamatério, pela acdo da enzima fosfolipase
A2. A partir desta reacdo, 0 &cido araquidonico é transformado em fatores vasoativos pela via
da ciclooxigenase. Desta forma, quanto mais rapido se der o processo de repara¢do, menores
serdo os indices de inflamacdo representados pelos sinais de quemose e hiperemia conjuntival
(FIGURA 23). A persisténcia destes sinais por um periodo maior, no grupo 1, se explica pela
frequente aplicacdo do PRP pela via subconjuntival, ja que para isto € necessario inocular 0,5
mL do concentrado plaquetario na intimidade do tecido conjuntival, promovendo expansao
tecidual e desarranjo celular, além do aspecto invasivo no procedimento de aplicacdo do
concentrado plaquetério que exige a perfuracdo do local de aplicacdo com agulha hipodérmica
(13 x 0,3 mm). Apesar disto, observou-se que o volume aplicado por esta via era absorvido
rapidamente e que, mesmo apds oito aplicacdes, em intervalos de 72 horas, ndo foram
observados efeitos colaterais deste procedimento no local de deposito.

N&o se observou neovascularizagdo corneana em nenhum dos grupos nas primeiras 72
horas de avaliacdo. Aos 7 dias o grupo 1 apresentou leve neovascularizacdo que evoluiu para
indices moderados aos 14 dias (FIGURA 9), regredindo novamente para niveis leves aos 21
dias, o qual se manteve até o final das observacdes. A neovascularizacdo no grupo 2 teve
inicio apenas aos 14 dias, progredindo para indices moderados aos 21 dias (FIGURA 20)
mantendo-se assim até o 28° dia (FIGURA 21). Para o grupo controle (GC) a
neovascularizacdo esteve ausente até o 7° dia, momento em que houve um aumento dos
indices para moderado aos 14 dias, mantendo-se assim até o 21° dia, quando se obeservou
uma reducdo desses indices para leve até o 28° dia (FIGURA 9).
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Figura 8: Representacdo grafica da evolucdo clinica da quemose em animais submetidos a ceratectomia. GLl:
grupo representando os animais submetidos a ceratectomia e tratado com PRP pela via subconjuntival; G2:
grupo representando animais submetidos a ceratectomia e tratados com PRP pela via tépica. GC (grupo
controle): animais submetidos a ceratectomia que néo receberam tratamento.

A neovascularizagdo da cOrnea, como observado neste estudo, também estd
relacionada a disfuncdo das células germinativas, as quais foram eliminadas durante a
realizacdo da ceratectomia, deixando de atuar como o principal meio de reparacdo do epitélio
corneano lesionado e de barreira contra a penetracdo das células conjuntivas e da proliferacdo
vascular (HUANG; TSENG, 1991; TSENG et al., 1996).
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Figura 9: Representacdo grafica da evolugdo clinica da neovascularizagdo em animais submetidos a
ceratectomia. G1: grupo representando os animais submetidos a ceratectomia e tratado com PRP pela via
subconjuntival; G2: grupo representando animais submetidos a ceratectomia e tratados com PRP pela via topica.
GC (grupo controle): animais submetidos a ceratectomia que nao receberam tratamento.

Independentemente  da metodologia aplicada aos modelos experimentais de
cicatrizacdo da coOrnea, a cinética da resposta inflamatoria do tecido corneano é semelhante
em seu inicio. Ap6s a remocdo epitelial, diferentes citocinas, além dos fatores vasoativos
comuns a inflamacdo, sdo secretadas, entre elas a interleucina 1 (IL- 1), responsavel pela
mediacdo da resposta celular imediata. O fator de necrose tumoral alfa (TNF a), secretado
pelas celulas epiteliais e pela glandula lacrimal promove intensa quimiotaxia, atraindo
ceratdcitos vizinhos a area lesionada (NETTO et al., 2005).

Ainda na fase aguda, citocinas do sistema ligante FAS, fator medular ésseo 2 e 4
(FMO-2 e 4), fator de crescimento epitelial (FCE) e fator de crescimento plaquetario (FCP)
sdo secretadas no local. Citocinas e fatores de crescimento estdo normalmente presentes nas
células epiteliais, sendo importantes na reparacdo da coOrnea. A ruptura da barreira epitelial
ap6s o trauma estimula a secrecdo destas substancias em quantidades mais expressivas,
permitindo a ampla exposicdo das citocinas ao tecido estromal, onde as mesmas se ligam a

receptores especificos nos ceratdcitos. A inativacdo do fator traumatico e a reparacdo da leséo
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resultam na diminuicdo da sintese de fatores vasoativos e inflamatorios, contribuindo para a
regressdo dos sinais de inflamacdo (HONG etal., 2001).

A inflamacdo prolongada e mais intensa no grupo tratado com PRP pela via
subconjuntival (G1), quando comparada com o grupo que recebeu PRP pela via topica (G2),
pode ser explicada pela irritacdo provocada quando de repetidas agressbes das injecOes
subconjuntivais, ocasionando assim maior sintese das citocinas envolvidas nos fendmenos
vasoativos (SOLOMON et al., 2001).

A avaliacdo da progressdo da epitelizacdo dos ferimentos permitiu registrar que aos 14
dias o grupo que recebeu o PRP pela via subconjuntival apresentou uma taxa de
aproximadamente 50% de superficie epitelizada, principalmente na porcdo superior, proxima
a area de aplicacdo do PRP. Aos 21 dias observou-se que houve cerca de 90% de epitelizacao,
e aos 28 dias ndo mais se observou a presenca do ferimento (FIGURA 16). O grupo tratado
com PRP pela via topica apresentou cicatrizacdo mais rapida e de forma mais regular que o
Grupo 1. Aos sete dias, observou-se aproximadamente 50% de superficie epitelizada,
notando-se tingimento pela fluoresceina apenas na regido central. Aos 14 dias, cerca de 90%
da area de ceratectomia ja havia sido coberta por novo tecido epitelial e, no 21° dia, as corneas
ja se mostraram inteiramente epitelizadas. J& o grupo controle apresentou inicio de
epitelizacdo apenas no 7° dia, com aproximadamente 50% da area epitelizada aos 14 dias;
90% aos 21 dias e completa epitelizacdo aos 28 dias.

Observou-se que a aplicagio do PRP em ambos 0s grupos tratados antecipou 0s
fenbmenos reparativos, quando comparado com grupo controle. Enquanto que, para 0 grupo
2, a cicatrizacdo aconteceu entre 0 14° e 21° dia, no grupo 1 a mesma se completou entre o
21° e 28° dia; sendo que, no grupo controle, observou-se completa epitelizacdo apenas no 28°
dias de observacao.

Hartwig et al. (2004), estudou a capacidade de epitelizacdo da cornea utilizando um
preparado de fatores de crescimento produzido a partir de concentrados de plaquetas. A
aplicacdo topica de plasma na forma de colirio foi avaliada para acelerar a cura de defeitos
persistentes da superficie ocular. Supde-se que os fatores de crescimento presentes no plasma
auxiliem no processo de cicatrizacdo da ferida. O plasma rico em plaquetas é farto em fatores
de crescimento e facilmente obtido como concentrado a partir de bancos de sangue. Por
conseguinte, as preparacOes de fatores de crescimento a partir deste plasma, poderéo servir
COmO um nOVO e superior agente terapéutico para a cicatrizacdo da cornea. Os resultados

obtidos nesse experimento permitiram aos autores sugerir que, devido ao seu elevado teor de
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fatores de crescimento, 0 PRP podera ser uma nova op¢do de tratamento para os ferimentos da
superficie ocular.

Conforme Bazan e Ottino (2002), o fator ativador de plaquetas (PAF) é um potente
lipidio bioativo gerado na cdrnea ap6s lesdo e cujas acGes sdo mediadas através de receptores
especificos. Estudos realizados em laboratrio demonstraram que as interagdes do PAF com o
seu receptor ativam Vvarios sinais transmembrana envolvidas na inflamacdo, cicatrizacdo de
feridas e apoptose. Ocorre uma ampla variedade de respostas deste lipidio, o que implica em
muitas respostas da cdrnea apds um estimulo patolgico. O PAF é capaz de induzir a
expressdo de genes especificos envolvidos na remodelacdo de componentes da matriz
extracelular, tais como metaloproteinases, uroquinase, ativador do plasminogénio e inibidores
seletivos de metaloproteinases. Estas enzimas, quando expressas, podem levar a ulceracdo da
cérnea ou potencializar ferimentos ja existentes. A exposicdo continua ao PAF durante a
inflamacdo prolongada produz aumento da apoptose de ceratocitos e inibicdo da adesdo
epitelial para a membrana basal que, de acordo com as observagdes, ndo é inibida pela agédo
de fatores de crescimento presentes no local. A adicdo de uma fonte exdgena de fatores de
crescimento parece ter potencial de suprimir a acdo deletéria do PAF durante a cicatrizacdo de
feridas cronicas e em ferimentos recorrentes da cornea.

Resultados semelhantes aos encontrados por Bazan e Ottino (2002) foram encontrados
pela presente pesquisa, quando se observou que a aplicacdo do concentrado plaquetario
antecipou os fenémenos reparativos. A completa epitelizacdo do grupo tratado pela via topica,
anteriormente  ao observado nos animais que receberam o0 mesmo produto pela via
subconjuntival, sugere que o tratamento proposto para 0 grupo 2 inibiu de forma mais
eficiente a apoptose dos ceratdcitos, ao mesmo tempo que estimulou a proliferacdo de novas
células epiteliais responsaveis pelo recobrimento do ferimento e promoveu a diminuicdo da
inflamacdo no local. Isto permitiu a antecipacdo da inibicdo do PAF com consequente
interrupcdo da apoptose de ceratdcitos e estimulo a adesdo do epitélio recém formado sobre a
superficie da cornea lesionada. Assim, sugere-se que o tratamento proposto para o grupo 2
contribuiu para suprimir a acdo deletéria do PAF pela adicdo complementar de fatores de
crescimento provenientes do concentrado plaquetdrio no modelo de cicatrizacdo da coOrnea
com ablacéo da células germinativas do limbo.

Ma, Bazan e Bazan (2004), ao avaliar a acdo do fator ativador de plaquetas na
cicatrizacdo de feridas epiteliais da cornea, descreveu que este fator plaquetério classificado

como lipidio bioativo induz a expressdo de genes envolvidos no remodelamento da matriz
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extracelular e que os efeitos deletérios como inducdo a apoptose de ceratdcitos pode ser
inibida pela acdo de fatores de crescimento presentes nos concentrados plaquetarios.

Com isto, como verificado na presente pesquisa, justifica-se a capacidade do plasma
rico em plaquetas acelerar o processo de cicatrizacdo. Porém, como o PAF aumenta a
expressdao de genes responsaveis pela neovascularizacdo corneana, deve-se estabelecer um
limite para aplicacdo dos concentrados plaquetarios, com o objetivo de se evitar o efeito
sinérgico do PAF e dos fatores de crescimento presentes no PRP, em estimular uma
neovascularizacdo exacerbada da coOrnea, o que contribui para diminuir a transparéncia da
mesma.

Utilizando soro para aplicacdo topica, Hartwig et al. (2004) observaram uma
cicatrizacdo acelerada das feridas da superficie ocular. Supde-se que os fatores de
crescimento, vitaminas e fibronectina presentes no soro estimulam a proliferacdo de células
epiteliais da cornea. Estudou-se o soro e plasma fresco congelado, investigando a composicdo
de fatores epiteliotroficos e seu efeito sobre as células epiteliais da cornea. O sangue total foi
obtido a partir de cinco dadores. O soro e plasma fresco congelado foram preparados e as
concentragdes de fator de crescimento epitelial, fator de crescimento derivado das plaquetas, o
fator de crescimento transformante-beta 1, fibronectina e a vitamina A foram determinados.
Células epiteliais integras da cdrnea humana foram utilizadas para investigar o crescimento,
migracdo e diferenciacdo, em resposta a ambos os produtos sanguineos. Foram encontradas
diferencas significativas em relagdo a composicdo do soro e plasma fresco congelado. No
soro, a concentracdo de fatores de crescimento, migracdo e diferenciacdo celular foram
significativamente superiores as do plasma fresco congelado. A capacidade epiteliotréfica dos
produtos do sangue depende da composicdo de fatores de crescimento e vitaminas. A
capacidade epiteliotrofica superior de soro pode ser justificada devido a maior concentragdo
de mediadores de proliferacdo, tais como fator de crescimento epitelial e fator de crescimento
derivado de plaquetas e o seu maior teor de vitamina A.

Comparando estes resultados com aqueles obtidos pela presente pesquisa, pode-se
inferir que o plasma rico em plaquetas agrega uma concentracdo de citocinas responsaveis
pela antecipagdo dos fendmenos reparativos da cdrnea, quando utilizado pela via topica.
Porem, ha de se considerar que a utilizacdo destes compostos derivados do sangue, apds a
conclusdo da cicatrizagdo do ferimento, expde a superficie ocular a permanente acdo dos
fatores de crescimento que possuem acdo angiogénica, favorecendo o aumento da

vascularizacdo da cOrnea nessas situacdes.
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Alio et al. (2007a), utilizaram plasma rico em plaquetas como terapia de Ulceras
indolentes da cornea. O experimento investigou, comparativamente, 0 uso de plasma rico em
plaquetas autélogo e tratamento com um coagulo solido de plasma rico em plaquetas autlogo
combinado com o transplante de membrana amnidtica em cérneas perfuradas. Os resultados
obtidos mostraram que o plasma rico em plaguetas autdlogo promoveu a cicatrizagdo de
Ulceras corneanas indolentes, mesmo em olhos ameacadas por perfuracdo da cérnea e foi
acompanhada por uma reducdo da dor e da inflamacdo. Nos olhos tratados com a membrana
amnidtica, observou-se que a mesma funcionou como adjuvante no processo de cicatrizacéo,
sendo possivel concluir que, embora a inflamacéo e os sintomas de dor tenham melhorado em
todos os pacientes, houve um nimero maior de animais com resultados positivos com 0 uso
da membrana amnidtica.

Eurides et al. (2010), ao testarem o efeito do concentrado de plaquetas heterélogas na
cicatrizacdo de cornea em coelhos, observaram que decorridos 30 dias de pos operatorio, 2 de
um total de 6 animais tratados apresentavam coloragdo positiva para fluoresceina indicando a
presenca do ferimento. Ja no grupo controle, no mesmo periodo, 3 de um total de 06 animais
apresentaram a presenca do ferimento. Com relacdo a opacidade da coOrnea, os autores ndo
observaram diferencas ao final do experimento, entre o grupo tratado e o grupo controle. As
observacdes clinicas e analises microscépicas permitiram aos autores concluir que o
concentrado de plaquetas heterdlogas estimula o processo de cicatrizacdo da cornea de
coelhos, com diminuicdo das areas de necrose e opacidade corneanas.

Ao comparar 0s resultados acima com o presente trabalho, observa-se que a utilizacao
do PRP homdlogo apresenta melhor capacidade de antecipar os fendmenos reparativos, Vvisto
que, tanto a aplicacdo pela via tdpica; quanto pela via subconjuntival, promoveram a
cicatrizacdo em menores periodos de observacdo, quando comparados com 0 grupo controle.
Alem da origem do PRP, existiu diferenca na metodologia em relacdo a frequéncia da
aplicacdo topica dos concentrados de plaquetas utilizados nos 2 experimentos, visto que
enquanto o PRP heter6logo foi aplicado na forma de gel com frequéncia de 2 aplicacdes
diarias, o PRP homologo foi utilizado na forma liquida, com 4 aplicacbes diarias. Com isto,
pode se suspeitar que a forma liquida, aplicada 4 vezes ao dia, manteve uma concentragdo
mais adequada de fatores de crescimento para a promogao da cicatrizacéo.

O efeito positivo sobre a reepitelizacdo corneana diante da resposta inflamatoria e
formacdo de cicatriz tém sido relatado com o uso de membrana amnidtica humana (MAH),
pois a mesma possui um tecido biolégico complexo, constituido de proteinas antiangiogénicas

e anti-inflamatorias, e tem demonstrado efeitos benéficos em limitar o dano ocular apos
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injurias a superficie ocular. Parte estes efeitos sdo atribuidos ao &cido hialurdnico, que é um
polissacarideo linear de alto peso molecular, conhecido por reduzir a formacdo de cicatriz por
inibir a migracdo linfocitaria, a proliferacdo e quimiotaxia, a fagocitose granulocitica e a
degranulacéo, além da motilidade do macrdfago.

Em estudo publicado sobre a utilizacdo do liquido amnidtico tdpico em doencas da
superficie ocular, Quinto et al. (2008), demonstram que a cicatriz corneana pode ser reduzida
através da aplicacdo de MAH, apos foto-ablagdo da cdrnea, sugerindo que o acido hialurdnico
presente na membrana atua na diferenciagdo, motilidade e aderéncia celular, com efeitos
antiinflamatérios e capacidade de aumentar a regeneracdo tecidual através da retencdo de
grandes quantidades de agua.

Lee e Kim (1996) avaliaram o efeito da aplicacdo topica do liquido amnidtico humano
(LAH) na recuperacdo da sensibilidade corneana, na regeneracdo nervosa e na formacdo de
cicatriz em cornea apds ceratectomia fotorrefrativa com “excimer laser” em 18 coelhos. Apds
a ceratectomia, o LAH, foi topicamente aplicado no olho direito (grupo LAH) e solucdo salina
balanceada (BSS) foi aplicados no olho esquerdo (grupo BSS), ambos administrados cinco
vezes ao dia pelo periodo de um més. Relatou-se que a sensibilidade corneana se recuperou
em 75% no grupo LAH e 63% no grupo BSS em uma semana. Em sintese, ficou demonstrado
que o restabelecimento da sensibilidade e da regeneracdo nervosa foram mais rapidos no
grupo LAH. Estes achados sugerem que os fatores do LAH ajudaram a restabelecer a
sensibilidade corneana, regeneracdo nervosa e reduzir a formagdo de cicatrizes corneanas.

Estudos envolvendo a utilizacdo de células tronco como método terapéutico para as
doencas oculares também tém sido empreendidos. As principais caracteristicas das células-
tronco s&o: capacidade de se multiplicar, mantendo seu estado indiferenciado e
proporcionando uma reposicdo ativa de sua populacdo de maneira constante nos tecidos; além
da capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares. Desta forma, acredita-se que
células-tronco presentes nos diferentes tecidos tenham papel regenerativo quando estes
sofrem uma lesdo ou injuria (BYDLOWASKI et al., 2009).

De acordo com Gomes et al. (2009), a terapia da superficie ocular com células tronco
tem sido particularmente citada no tratamento de lesdes que provocam deficiéncia limbica,
com destruicdo das células germinativas presentes nesta regido, a qual forma a 1?2 linha de
renovacdo do epitélio corneano. A deficiéncia limbica é caracterizada pela conjuntivalizacao,
que pode ser definida como a invasdo do epitélio conjuntival sobre a cdrnea. Este processo é
acompanhado por graus varidveis de alteracbes corneanas, como neovascularizacao,

inflamacdo, erosbes recorrentes, defeitos epiteliais persistentes, destruicdo da membrana basal
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do epitélio e cicatrizacdo estromal. Frequentemente, estas alteracdes estdo associadas a
diminuicdo da acuidade visual, fotofobia e desconforto ocular. O melhor tratamento para essa
afeccdo ndo € conhecido e possibilidades variam em casos uni ou bilaterais. Entre 0s
tratamentos disponiveis, o transplante de limbo aut6logo ou alégeno é um dos mais utilizados.
Para melhorar os resultados dos transplantes alégenos, alguns pesquisadores utilizam o
transplante de epitélio da cornea cultivado em laboratério pela expansdo ex vivo de células-
tronco epiteliais limbicas. Mas, devido a limitada disponibilidade de tecido autdlogo do limbo
e o risco de complicagcbes associadas a imunossupressdo em transplante de tecido aldgeno,
pesquisas de outras opcdes de células-tronco cultivadas ex vivo tém sido descritas em fase
experimental e clinica.

Brunelli et al. (2007), avaliaram os efeitos do transplante de células tronco autdgenas
do limbo esclerocorneano de cdes sobre lesbes corneo-limbais. A destruicdo do limbo resultou
em completa excisdo das células tronco com perda da transparéncia corneana. O transplante
do limbo evitou a conjuntivalizacdo na area em que foi realizado. Os animais do grupo
controle manifestaram conjuntivalizacdo em 360° e vascularizacdo corneana. A0 exame
microscopico, em nenhum dos periodos foi possivel distinguir o enxerto do epitélio corneal
normal. O transplante autdégeno foi eficiente em possibilitar a melhoria da transparéncia da
coérnea, sem intercorréncias oculares. De acordo com o0s autores, a utilizagdo do cdo como
modelo para destruicdo do limbo total é viavel e fiavel nas reparacdes ocularares de feridas
graves de superficie. A analise dos resultados permitiu concluir que o transplante autbgeno de
células tronco do limbo foi eficaz em restaurar a transparéncia da cornea sem complicaces
oculares.

O método adotado na pesquisa de que se trata este documento promoveu a ablacdo das
células germinavias do limbo, também conhecidas como células tronco limbais. Os resultados
obtidos indicam que a auséncia destas células influéncia diretamente na intensidade da
inflamacdo, visto que retarda o inicio do processo de epitelizacdo da cérnea e na fase mais
cronica permite a vascularizagdo corneana, como atestado por Brunelli etal. (2007).

O estudo comparativo entre a aplicagdo topica e subconjuntival do concentrado
plaquetério contribuiu para acelerar o processo de epitelizacdo da cérnea mesmo na auséncia
das células germinativas do limbo. O grupo 2 demonstrou antecipacdo dos fendmenos
reparativos em comparacdo aos grupos 1 e controle, 0 que pode ser explicado pela
manutencdo de concentracbes adequadas de fatores de crescimento derivados das plaquetas na
superficie ocular, pelo periodo necessario para complementacdo do recobrimento epitelial. As

aplicacbes subconjuntivais, em intervalos de trés dias, ndo demonstraram o0 mesmo efeito
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sobre a velocidade de epitelizacdo da cornea no modelo proposto, visto que o periodo
necessario para completa epitelizacdo se aproximou daqueles observados no grupo controle.
Ha de se considerar que apesar dos resultados ndo terem demonstrado uma importante
antecipacdo dos fenomenos reparativos neste grupo, observou-se boa tolerancia a aplicagdo do
concentrado plaquetario homologo pela via subconjuntival, visto que ndo se observou, ao
longo de todo o experimento, reacdes indesejaveis no local de depdsito do PRP.

Alio et al. (2007b), investigaram o0s efeitos do PRP topico no tratamento de
ceratoconjuntivite seca. Dezoito pacientes sintomaticos para olho seco foram tratados através
da aplicacdo topica do concentrado plaquetério e avaliados por um més. Observou-se o
desaparecimento dos sintomas subjetivos e a diminuicdo da inflamacgdo, entre outros fatores.
Os autores concluiram que houve melhora significativa no aspecto clinico dos olhos tratados,
com diminuicdo da opacificacdo, melhora na qualidade do filme lacrimal e hiperemia
conjuntival. A citologia revelou aumento da populacdo das células caliciformes da conjuntiva.

A partir da revisdo da literatura, pode-se constatar que os concentrados plaquetarios
possuem indmeras indicacOes terapéuticas para as doencas da superficie do olho.
Considerando-se que os ferimentos da cornea constituem a maior causa da perda da visdo no
homem e no cédo, e que as doencas que afetam a producdo lacrimal tendem a evoluir de forma
progressiva, exigindo tratamento continuo, 0 plasma rico em plaquetas se torna um importante

aliado na resolucdo e controle destas doencas.
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Figura 10: Fotografia demonstrando olho submetido a ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico em
plaquetas pela via subconjuntival. Nota-se a formagao da bolha no local de aplicacdo do concentrado plaquetario
apos a 12 aplicacdo do concentrado plaquetéario.

Figura 11: Fotografia demonstrando olho submetido a ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico
em plaquetas pela via subconjuntival, ap6s 24 horas de observagdo. Nota-se leve edema difuso da cornea (B) e
hiperemia conjuntival moderada (A), principalmente no local de aplicacdo do concentrado plaquetario.
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Figura 12: Fotografia demonstrando olho submetido a ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico em
plaquetas pela via subconjuntival, ap6s 72 horas de observacdo. Nota-se que 72 horas apés a realizagdo da
ceratectomia e 3* aplicagdo subconjuntival do concentrado plaquetério pela via subconjuntival ainda ndo houve
inicio da epitelizagdo da Ulcera experimental, o que se comprova pela impregnagdo da fluores ceina sobre toda a
superficie corneana.

Figura 13: Fotografia demonstrando olho submetido a ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico em
plaquetas pela via subconjuntival, ap6s 7 dias de observacdo. Nota-se que 7 dias ap6s a realizacdo da
ceratectomia e 3* aplicagdo subconjuntival do concentrado plaquetério houve inicio da epitelizacdo da Ulcera
experimental.
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Figura 14: Fotografia demonstrando olho submetido a ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico em
plaquetas pela via subconjuntival, ap6s 14 dias de observagdo. Nota-se que 14 dias apds a realizagdo da
ceratectomia e 5* aplicagdo subconjuntival do concentrado plaquetario a epitelizacdo da Glcera experimental ja se
encontra em estagio avancado (A). Observa-se vascularizacdo da cérnea (B), principalmente na regido proxima a
area de aplicagdo do concentrado plaquetario.

Figura 15: Fotografia demonstrando olho submetido a ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico em
plaquetas pela via subconjuntival, ap6s 21 dias de observagdo. Nota-se que 21 dias apds a realizacdo da
ceratectomia e 72 aplicacdo subconjuntival do concentrado plaquetario a epitelizacdo da Ulcera experimental ja se

encontra em estagio final (seta).
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Figura 16: Fotografia demonstrando olho submetido a ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico em
plaquetas pela via subconjuntival, ap6s 28 dias de observacdo. Nota-se que 28 dias apds a realizacdo da
ceratectomia e 8 aplicagdo subconjuntival do concentrado plaquetario a epitelizagcdo da Ulcera experimental ja se

completou.

Figura 17: Fotografia demonstrando olho submetido & ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico em
plaquetas pela via topica, apds 24 horas de observagdo. Nota-se que ha quemose moderada (A) e completa

impregnacéo do corante fluoresceina(B) sobre a superficie da cornea.
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Figura 18: Fotografia demonstrando olho submetido a ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico em
plaquetas pela via topica, ap6s 72 horas de observagdo. Nota-se que ha quemose (A) e hiperemia moderada (B)
e inicio do processo de epitelizagdo (C) no epicanto lateral.

Figura 19: Fotografia demonstrando olho submetido a ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico em
plaquetas pela via tépica, apds 7 dias de observacdo. Nota-se que ha quemose e hiperemia leve (A) e processo de
epitelizagdo em estagio intermediéario (B).
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Figura 20: Fotografia demonstrando olho submetido a ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico em
plaquetas pela via topica, apds 14 dias de observacdo. Nota-se que a quemose e hiperemia (A) estdo ausentes e 0
processo de epitelizagdo em estagio final (B).

Figura 21: Fotografia demonstrando olho submetido a ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico em
plaquetas pela via topica, apds 21 dias de observagdo. Nota-se que a vascularizacdo apresenta um aumento
significativo em sua intensidade, atingindo niveis moderados neste estagio de observacéo (setas).
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Figura 22: Fotografia demonstrando olho submetido a ceratectomia superficial e tratamento com plasma rico em
plaquetas pela via topica, apos 28 dias de observacdo. Nota-se que a vascularizagdo se mantém moderada neste
estagio de observacéo (seta).

5.1 RESULTADOS DA PAQUIMETRIA NO MODELO EXPERIMENTAL (COELHOS)

A paquimetria é indicada para acompanhar a evolucdo de doencas que influenciam na
espessura da cornea. Desta forma, é utilizado para avaliar alteracdes que levam a reducdo da
mesma por doengas ectdsicas, como ceratocone, traumatismos e Ulceras de cdrnea. Alkm
disso, pode ser util na avaliagdo de corneas com doencas que levam ao aumento de sua
espessura (edema apds traumatismo, distrofias endoteliais e estromais, ceratites herpéticas ou
autoimunes e alguns tipos de degeneracfes). Ha casos de malformagGes oculares com
aumento da espessura da coOrnea (esclerocornea, megalocOrnea) e casos com redugdo
(sindrome da disgenesia mesoectodérmica de Peters).

Este método utiliza um feixe focalizado de ultrassom para medir a espessura da cdrnea
(paquimetria). Pode ser realizado na area central, paracentral e na periferia da cornea,
fornecendo medidas em micrdmetros (um). Em caso de afinamento corneano localizado,
pode-se medir em um ponto isolado. Conforme representado nas figuras 23,24 e 25.

Segundo Marchi et al. 2010, a espessura corneana medida através de paquimetro
ultrassbnico em coelhos fémeas da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus), raca Norfolk,
com idade variando entre 70 e 100 dias e peso entre 2 e 3kg de 393,1+24,2.
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Tabela 2: Momentos utilizados na medida da espessura da cornea por paquimetria.

MO M1 M2

Antes da ceratectomia Ap0s a ceratectomia Momentos de observagao

Tabela 3: Médias de valores obtidos na paquimetria em pm, referentes aos tempos em
relacdo aos grupos experimentais descritos. Para o grupo 1, nos momentos MO e M1 (G1MO e
G1M1), olhos tratados com PRP subconjuntival, foi apurado o célculo da média da cérnea
esquerda intacta com valor de 392,8 pm, e média da cdrnea esquerda pos ceratectomia

367,38um.
Momentos de G1MO0* G1M1* G1M2** GC**
afericao
24 HORAS 392,8 367,38 684 686
72 HORAS 392,8 367,38 737,3 669,6
7 DIAS 392,8 367,38 742,3 693
14 DIAS 392,8 367,38 453,3 524
21 DIAS 392,8 367,38 387,6 516
28 DIAS 392,8 367,38 434 453,3

* Média de todos os animais avaliados (18 animais). ** Média dos animais do grupo (3 animais).

Na variagdo da espessura da cornea do grupo que recebeu tratamento com PRP na
forma subconjuntival, mensurou-se valores significativamente maiores em G1M2 (684 um)
nas primeiras 24 horas, comparativamente com a média de GIMO e G1M1 (392,8 e 367,37
um); seguido de um discreto aumento da espessura em G1M2 (737,3 pm) em 72 horas;
mantendo-se assim até o 7° dia (742,3 pm); ja para GC ocorre pouca variagdo da espessura
durante as mensuragbes de 72 horas até o 7° dia, com medidas de 453,3 pm e 524 pm
respectivamente. No 14° dia, observa-se que G1M2 (453,3 um) e GC (524 pm)sofrem uma
diminuicdo na espessura. Aos 21 dias, notou-se que em G1M2 (387,6 um) e GC (516 um) a
espessura diminui. No 28° dia de mensuracdo, a espessura da cornea em G1M2 voltou a
aumentar (434 pum) e o grupo controle GC, diminui (453,3 pm) conforme reapresentacdo da

Figura 23.



63

800

700 pr——
SN \
600

o g

300
200
100
0 T T T T T 1
24 HORAS 72 HORAS 7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS 28 DIAS
==GlM0 =—l—G1M1 GIM2 ==>&=GC

Figura 23: Representacdo grafica da variagdo da espessura da cornea (um) aferida pela paquimetria
ultrassénica. GIMO: Valor médio da espessura da cornea intacta dos animais submetidos posteriormente a
ceratectomia superficial e tratamento com PRP pela via subconjuntival; GIM1: Valor médio da espessura da
cornea dos animais tratados com PRP subconjuntival imediatamente apés a ceratectomia; GIM2: Variagao da
espessura da cdrnea dos animais submetidos a ceratectomia e tratados com PRP pela via subconjuntival nos
momentos de observagdo; GC: Variagdo da espessura cdrnea dos animais do grupo controle, submetidos a
ceratectomia e que ndo receberam tratamento.

Tabela 4: Médias de valores obtidos na paquimetria em pm, referentes aos tempos em
relacdo aos grupos experimentais descritos. Para o grupo 2, nos momentos MO e M1 (G2MO e
G2M1), olhos tratados com PRP subconjuntival, foi apurado o célculo da média da cornea
esquerda intacta com valor de 393,33 um, e média da cornea esquerda pds ceratectomia
369,14 pm.

Tempos G2MO0 * G2M1* G2M2** GC**
24 HORAS 393,33 369,14 787 686
72 HORAS 393,33 369,14 788,30

669,60

7 DIAS 393,33 369,14 694,70

693
14 DIAS 393,33 369,14 500,30

524
21 DIAS 393,33 369,14 542,70

516
28 DIAS 393,33 369,14 469 453,30

* Média de todos os animais avaliados (18 animais). ** Média dos animais do grupo (3 animais).
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Na Figura 24, no grupo tratado com PRP na forma de colirio, observou-se valores
significativamente maiores em G2M2 (787um) e GC (686 pm), nas primeiras 24 horas,
comparativamente com a média de G2MO (393,33um) e G2M1(369,14um). Observa-se uma
diminuicdo da espessura da coOrnea nas 72 horas seguintes até o 7° dia de mensuragdo no
G2M2 (788,3 e 694,7 um, respectivamente). Ja para GC ocorre pouca variacdo da espessura
durante as mensuracGes de 72 horas até o 7° dia com medidas 453,3 pm e 524 pm; no 14° dia
observamos uma diminugcdo da espessura da cdrnea, em ambos 0s grupos mensurados, com
500,3 pm para G2M2 e 524 pm para o GC. Notou-se que aos 21 dias houve um pequeno
aumento em G2M2 para 542,7 pm, e no grupo controle (GC) uma discreta diminuicdo da
espessura da cornea para 516 pm. No final das mensuracbes aos 28 dias, a espessura da
cornea para 0 G2M2 e GC apresentou uma discreta diminuicdo (469 pm e 453,3 um

respectivamente).
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Figura 24: Representacdo grafica da variagdo da espessura da cornea (um) aferida pela paquimetria ultrassé6nica.
G2MO: Valor médio da espessura da cornea intacta dos animais submetidos posteriormente a ceratectomia
superficial e tratamento com PRP pela via topica; G2ZM1: Valor médio da espessura da cérnea dos animais
tratados com PRP topico imediatamente ap6s a ceratectomia; G2M2: Variacdo da espessura da cOrnea dos
animais submetidos a ceratectomia e tratados com PRP pela via tépica nos momentos de observagdo; GC:
Variagdo da espessura da cornea dos animais do grupo controle, submetidos a ceratectomia que nao receberam
tratamento.
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Tabela 5: Média comparativa de valores obtidos na paquimetria em pm, referentes aos
diferentes tempos em relacdo aos grupos experimentais descritos para G1M2 e G2M2, olhos
tratados com PRP subconjuntival, olhos tratados com PRP tdpico e GC foi apurado, foi
apurado o calculo da média da cdrnea esquerda intacta com valor de 393,33 um, e média da
cornea esquerda pos ceratectomia 369,14pum.

Momentos de afericdo G1M2 G2M2 GC
24 HORAS 684 787 686
72 HORAS 737,3 788,3 669,6

7 DIAS 742,3 694,7 693

14 DIAS 453,3 500,3 524

21 DIAS 387,6 5427 516
28 DIAS 434 469 453,3

A Figura 25 compara os resultados obtidos apds a ceratectomia, nas variacbes de
espessura da cornea do grupo que recebeu tratamento com PRP na forma subconjuntival, do
grupo que recebeu PRP na forma topica e do grupo controle GC, que sofreu ceratectomia,
porém, ndo recebeu nenhum tratamento.

Comparando-se GIM2 medindo de 684pm, G2M2 787um e GC 686pum observamos
que na terapia topica (G2), a espessura da cOrnea nas primeiras 24 horas, € um pouco maior
gue a de Gl e GC mantendo-se assim até as 72 horas seguintes.Os parametros sao
semelhantes em nos tempos seguintes de 7 e 14 dias. Na mensuracdo do 14° dia, 0 G1M2
indica uma uma queda maior na medida da espessura da coOrnea para 453,3 pm, ocorrendo
queda também no G2M2 (500,3um) e GC (524pm). No 21° dia, observou-se que a espessura
da cornea continua diminuindo no grupo 1 (G1M2 387,6 pm), e também GC (516 pm), porém
no grupo que recebeu o tratamento topico (G2M2), mensurou-se um aumento na espessura da
cornea para 516pum. No 28° dia de mensuracdo, ocorre um novo aumento da espessura da
cérnea no G1M2 para 434 pm, diminuicdo na espessura do G2M2 para 469um, e no grupo
controle para 453,3 pm.

Com relacdo a variacdo da espessura da coOrnea, ndo houve diferenca estatistica entre
0s grupos controle G1 e G2 nos mesmos intervalos de observacdo. No grupo controle, ndo se
observou diferenca estatistica entre os intervalos de observacdo dentro do grupo.

A paquimetria ultrassonica permitiu observar com precisdo a resposta biomecanica da
cérnea durante o processo de reparacdo de Ulceras experimentais da cdrnea, tratados com

plasma rico em plaquetas homblogo com aplicacBes subconjuntivais e tdpicas.



66

No grupo 1, houve diferenga estatistica entre 24 horas e 21 dias de observagdo, entre
72 horas e os intervalos de 14 dias e 28 dias; entre os intervalos de 7 dias, 14 dias e 21 dias.

Com relacdo ao grupo 2, observou-se diferenca estatistica na comparacdo entre 24
horas de observacéo e os intervalos de 14 e 28 dias. Neste mesmo grupo também observou-se
diferenca estatistica na comparacdo entre 72 horas de observacdo e os intervalos de 14 e 28
dias.

A analise estatistica demonstra que houve uma maior diferenca na espessura da cérnea
dos animais do grupo 1, quando comparado com o0 grupo 2, evidenciando assim uma
diminuicdo significativa na espessura da cornea, entre os intervalos de 7 e 14 dias.

J4, a anélise estatistica do grupo 2, demonstra que houve diferenca significativa apenas
entre os intervalos de 24 e 72 horas, com os intervalos de 14 e 28 dias. Esta analise demonstra
que 0 aumento na espessura da coOrnea no intervalo de 21 dias aproximou-se daqueles
registrados nos primeiros dias de po6s operatorio, quando o edema é mais intenso em resposta
a grande area de estroma exposto apOs a ceratectomia. Aos 21 dias, apds a completa
epitelizacdo o aumento da espessura da coOrnea estd relacionado a maior vascularizagdo nos

animais deste grupo, quando comparado com o grupo controle e o grupo 1.
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Figura 25: Representacdo grafica comparativa da paquimetria em animais submetidos & ceratectomia em
diferentes tempos. GIM2: Variagdo da espessura central da cdrnea de coelhos tratados com PRP pela via
subconjuntival; G2M2: Variagdo da espessura da cérnea de coelhos tratados com PRP pela via topica e;
GC: Variacdo da espessura cornea dos animais do grupo controle, que ndo receberam tratamento.



67

A cOrnea, por concentrar a maior parte do poder didptrico do bulbo ocular e devido a
sua facil acessibilidade, tornou-se a principal estrutura anatdbmica modificada na cirurgia
refrativa. Atualmente, os métodos mais empregados visam alterar sua curvatura por meio de
incisdes, subtracdo de tecido ou adicdo de material em sua periferia.

Além disto, a cornea sofre alteracdo da sua espessura quando ferimentos atingem a
integridade de suas camadas ou quando a inflamacdo implica na formacdo de tecido
cicatricial. A ruptura dos epitélios anterior e posterior implica em afluxo de agua para o
estroma, que tem alterada sua deturgescéncia e assim passa a ficar mais espesso.

Dentre os parametros clinicos utilizados na avaliagdo da integridade corneana, a
paquimetria, que avalia a espessura da cOrnea, associada a ceratometria, que avalia a
curvatura, se destacam entre os mais importantes. Enquanto a paquimetria € Util na avaliagdo
da funcdo da bomba endotelial e das alteracBes decorrentes de defeitos no epitélio anterior e
no endotélio que podem determinar o espessamento da cornea pela formacdo do edema, a
ceratometria define a intensidade dos defeitos refrativos. Medidas pontuais centrais s&o
tradicionalmente obtidas com o ultrassom, sendo o parametro clinico mais comumente
utilizado. Entretanto, mapas paquimétricos, desenvolvidos por sistemas de tomografia de
cornea, permitem a determinacdo do real ponto mais fino e sua localizacdo, bem como avaliar
a variacdo e progressdo desses valores na cornea (URSULIO; CASTANEDA; AMBROSIO
JR, 2006).

A medida da espessura média da cérnea antes da ceratectomia foi de 392,8 pym para o
grupo 1 (G1MO) e de 393,33 pm para o grupo 2 (G2MO0), ndo havendo diferenca estatistica
entre 0s olhos avaliados (FIGURAS 6 e 7). Também ndo se observou diferenca estatistica na
espessura da cdrnea apOs a ceratectomia, quando a afericdo demonstrou que a espessura
média para o grupo 1 (G1M1) foi de 367,38 pm e para o grupo 2 (G2M1) de 369,14 um. Esta
similaridade sé foi possivel utilizando o paquimetro, indicando quanto tecido seria necessario
remover com as manobras adotadas na metodologia para padronizar o modelo de estudo.
Desta forma, as variagbes na espessura da cérnea, aferidas nos grupos de estudo, sdo
decorrentes do processo de reparacdo e das reacOes inflamatorias, ndo sofrendo alteracdo na
espessura ocasionadas pelas manobras adotadas para a realizagdo da ceratectomia (FIGURAS
23 e 24).

Assim, a analise dos resultados da paquimetria para 0s animais submetidos a
ceratectomia, demonstrou que houve um aumento significativo na espessura da cornea no 1°
dia de pds-operatorio nos animais submetidos a aplicacdo subconjuntival (G1M2-24
horas/684 pm) e dos animais submetidos a aplicacdo topica (G2M2/787 pm), quando
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comparados com a espessura media dos mesmos animais antes da realizacdo da ceratectomia
(G1MO0/392,8,16 pm) e (G2MO0/393,33 pum) (FIGURAS 6 e 7). Isto se explica pela perda da
protecdo do epitélio anterior com a realizacdo da ceratectomia superficial e exposicdo do
estroma, com formacdo de edema difuso e intenso nas primeiras 24 horas. A maior espessura
da cornea dos animais do grupo 2, neste momento, se explica pela aplicacdo tdpica do PRP,
que contribuiu para aumentar a hidratacdo da superficie ocular e do estroma corneano, devido
ao alto teor de proteina do concentrado plaquetario que provavelmente exerceu acdo coldido-
osmotica, atraindo agua em maior quantidade e contribuindo para o incremento da espessura
da cornea neste grupo, quando comparado com aquele que recebeu o PRP pela via
subconjuntival.

O inicio da epitelizacdo ajuda a restringir a entrada de agua no estroma, o que pode ser
verificado pela diminuicdo progressiva da espessura da cdrnea nos animais dos grupos 1 e 2 a
partir do 7° dia de observacdo. A partir desta data, a epitelizacdo comeca a limitar o afluxo da
agua da lagrima para o interior do estroma e, a medida que a epitelizacdo avanca, 0 edema
tende a diminuir. O efeito hipertbnico da lagrima e o sistema de bombas do epitélio posterior
da cornea tendem a drenar o liquido presente no estroma, diminuindo a intensidade do edema,
que se manifesta na diminuicdo da espessura da cOrnea. Este efeito fica evidente quando
comparamos 0s o graficos referentes a evolugdo da espessura de G1IM2 e G2M2 até o 14° dia,
guando se observa reducdo progressiva da espessura corneana. A partir desta data, verifica-se
que h& um leve aumento da espessura da cdrnea nos animais do grupo 2, o que coincide com o
aumento dos indices de vascularizacdo de leve para moderado nos animais deste grupo,
enquanto que 0 oposto ocorre com 0s animais do grupo 1.

Assim, a maior espessura da cornea dos animais do grupo 2 no 21° dia de observacdo
pode ser explicada pela maior intensidade de vascularizagdo, com persisténcia da inflamacao
da clrnea e consequente edema pela saida de liquido dos vasos sanguineos. Esta maior
vascularizacdo no grupo 2 pode ser explicada pela acdo direta dos fatores de crescimento
presentes no concentrado plaquetario que, simultaneamente a estimulacdo da epitelizag&o,
atuam como fatores angiogénicos, estimulando o crescimento vascular e contribuindo para a
maior espessura da clrnea neste momento. A suspensdo da aplicacdo do concentrado
plaquetario a partir do 21° dia resultou em diminuicdo da espessura corneana aos 28 dias nos
animais do grupo 2, reforcando a teoria da acdo angiogénica promovida pelos fatores de
crescimento liberados a partir das plaquetas. A andlise comparada da evolucdo grafica da
espessura da cornea demonstrou que 0 grupo 2 apresentou maior espessura da cornea aos 28
dias (G2M2- 469 pm), quando comparado aos grupos 1 (G1M2- 434 um) e grupo controle
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(GCM2- 453,3 pm); porém, estes valores ndo foram estatisticamente significativos quando
comparados entre si.

O menor tempo para a epitelizacdo da area de ceratectomia observada nos animais do
grupo 2, aliada ao aumento progressivo da neovascularizagdo por um periodo de tempo maior
que aqueles registrados para o grupo 1, demonstraram que a aplicacdo topica do PRP pela via
topica foi mais eficiente na transferéncia de fatores de crescimento para a superficie ocular,
quando comparado com a aplicacdo pela via subconjuntival.

Ranzani et al. (2008), avaliaram a espessura corneana central de 13 gatos normais com
microscopio especular de ndo-contato Topcon SP-2000P e paquimetro ultrassonico. A
pesquisa demonstrou diferenca nas medidas entre os dois equipamentos, com valores maiores
nas medicOes realizadas com o paquimetro ultrassénico quando comparado ao microscopio
especular. Para a paquimetria ultrassonica, os valores da espessura foram de 515 + 73um para
o olho direito e 523+ 68um para o olho esquerdo. Ja a paquimetria utilizando o microscopio
especular apresentou 510+ 85um para o olho direito e 504+ 83um para o olho esquerdo. A
variacdo no valor foi maior para a paquimetria especular, conferindo menor precisdo deste
método. Os autores comentam que a paquimetria especular exige anestesia geral e
manutencdo da abertura palpebral por um periodo mais longo. Com isto, ocorre desidratacdo
da superficie ocular levando ao afinamento, com diferencas que podem chegar a 30um. A
pesquisa também ndo padronizou a idade dos animais, 0 que pode justificar a grande variagdo
nas medidas de ambos os métodos.

A afericdo da espessura da cornea é ferramenta fundamental nos periodos pré, trans e
pos-operatdrio das cirurgias refrativas. Entretanto, estudos tém indicado que o valor central
pode ndo corresponder a regido mais delgada. Nesse caso, argumenta-se sobre a
obrigatoriedade da realizacdo de um mapa paquimétrico. Acrescenta-se a isto o fato de que a
medida da espessura da cOrnea € um parametro a ser considerado em pacientes com
glaucoma, hipertensdo ocular ou suspeita de glaucoma. A influéncia da resisténcia corneana
na medida da pressdo intraocular vem sendo cada vez mais reconhecida. O valor da medida da
pressdo intraocular obtido podera ser subestimado ou hiper-estimado de acordo com a
resisténcia da cornea ao aplanamento durante a tonometria. De modo geral, assume-se que
guanto mais fina é a cdrnea, menor serd a resisténcia e menor sera a medida da pressdo
(ANDREASSEN; SIMONSEN; OXLUND, 1980; AMBROSIO JR, 2003).

Pesquisas tem demonstrado que a espessura central da cdérnea € importante fator
preditivo do desenvolvimento de lesdo do nervo Optico decorrente de glaucoma. Estima-se

que para cada 40 micra de diminuicdo da espessura central da cOrnea ha um risco duas vezes
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maior de desenvolvimento de lesdo glaucomatosa em cinco anos de hipertensdo ocular.
Outros estudos tém relacionado espessura corneana mais baixa com maior gravidade na
apresentacdo da lesdo glaucomatosa, indicando que a associacdo entre a influéncia da
espessura corneana no desenvolvimento da neuropatia Optica glaucomatosa pode ser
explicada pelo fato de que cérneas mais finas apresentam uma influéncia negativa na medida
da pressdo intraocular aferida pela tonometria de aplanacdo. Assim, pacientes com cdrneas
mais finas tendem a apresentar medidas de pressdo intra-ocular menos elevada e seriam
subestimados, ndo indicando o tratamento, 0 que aumenta o risco de lesdo do nervo Optico
(SHAH et al.,1999; HERNDON; WEIZER; STINNETT, 2004).

Silva et al. (2011), ao estudar as correlacBes entre a area do disco Optico e as
caracteristicas geometricas e biomecénicas da coOrnea relataram que o valor absoluto da
espessura corneana é importante ndo sO para o diagnostico de doengas corneanas, mas
também para estimar a pressdo intraocular, funcionando como um método indireto de
avaliacdo da integridade estrutural e da fisiologia endotelial corneana. Alkm de reflettirem
mudancas na hidratacdo e metabolismo corneano, a variacdo da espessura total da cornea é
um importante fator para se avaliar os pacientes glaucomatosos, viso que a espessura central
corneana afeta a precisdo da tonometria de aplanacdo, sendo a paquimetria ultrassbnica, nas
palavras dos autores, um método preciso e de alta reprodutibilidade, como verificado nesta
pesquisa.

Ursulio et al. (2006), ao estudarem a variagdo e a progressao dos valores
paquimétricos, a partir do ponto mais fino da cornea em direcdo ao limbo em pacientes
normais e com ceratocone, verificaram que a média dos valores no ponto mais fino dos
pacientes normais foi igual a 511,60 pm (desvio padrao de 30,60). A média dos valores do
ponto mais fino dos pacientes portadores de ceratocone foi 424,48 pum (desvio padrao de
56,57). Observaram- se diferengas estatisticamente significativas na comparagdo dos valores
médios de todas as circunferéncias (p<0,01), sendo que para os valores de 6 mm e 7 mm,
observou-se p=0,01. Com isto, concluram que ha maior variabilidade de valores
paquimétricos nas corneas com ceratocone, bem como ha progressdo mais acentuada que em
olhos normais.

Como na presente pesquisa, 0S autores reafirmam que a progressdo paquimetrica
representa uma complementacdo a propedéutica tradicional da paquimetria pontual central
que deve ser considerada no pré-operatorio de cirurgias refrativas entre outros procedimentos

realizados na superficie ocular, como as ceratectomias para tratamento de areas de opacidade
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decorrentes de cicatrizes exuberantes ou na pigmentacdo secundaria a ceratite superficial
cronica.

Resultados de pesquisas envolvendo mapa paquimétrico da cérnea tém demonstrado
gue a biomecanica do tecido corneano esta relacionada a sua espessura, mas nao apenas com
um ponto, mas com a distribuicdo da espessura em toda sua extensdo. A resisténcia do tecido
corneano é um fator mais complexo pois mostra que dois pacientes podem apresentar a
mesma espessura de cérnea, mas com caracteristicas viscoelasticas diferentes e, com isso,
diferentes influéncias na medida da pressdo intra-ocular. Os dados fornecidos pela curva de
normalidade da progressdo dos valores paquimétricos e o calculo de indices de progressao
paquimétrica podem representar indiretamente a biomecancia do tecido corneano
(MAURICE, 1984; VILLAS-BOAS etal., 2009).

Mérula et al. (2008), investigaram a espessura corneana central e a densidade das
células endoteliais corneanas centrais apds trabeculectomia com e sem mitomicina e
concluiram que esta é significativamente maior em pacientes com crise aguda de glaucoma de
angulo fechado, o que ndo ocorre nos demais subtipos de glaucoma de angulo fechado e que
este mesmo pardmetro apresenta importancia em relacdo a uma série de outras doengas
oculares, como distrofias ectasicas, olho seco, glaucoma e diabetes mellitus. A paquimetria é
considerada também importante fator para o0 acompanhamento de individuos usuarios
cronicos de lentes de contato e para agueles que irdo ser submetidos a procedimentos
refrativos. Para estes autores, a determinacdo dos niveis de edema da cdrnea pode ser

parametro para permitir que o usuario continue ou ndo utilizando lentes de contato.
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6 CONCLUSOES

As argumentacdes anteriormente apresentadas sobre o0s aspectos relacionados a
inflamacdo e reparacdo de cdrneas submetidas a ceratectomia e tratadas com plasma rico em
plaguetas homdlogo, permitem inferir que a metodologia proposta é exequivel como modelo
experimental para o estudo das reacdes inflamatorias, nos aspectos clinicos, quando aplicado
o0 tratamento para reparagdo da cornea com PRP na forma subconjuntival e topica, com base
na andlise dos resultados, conclui-se que:

1) A superficie ocular respondeu a agressdo de suas estruturas por meio de uma
resposta inflamatoria aguda;

2) As avaliagbes clinicas, e pela paquimetria ultrassdnica permitiram concluir que
existe um antagonismo entre a cinética da resposta inflamatoria e a consolidacdo dos
fendbmenos reparativos dos tecidos que compfem a superficie ocular, demonstrando que
enquanto persiste a fase mais aguda da inflamacédo, a cicatrizacdo se apresenta de forma lenta;

3) A superficie ocular demonstrou toleréncia a aplicacdo topica e subconjuntival do
plasma rico em plaquetas;

4) A aplicacdo topica do concentrado plaquetario homélogo, no método proposto por
esta pesquisa, reduziu o tempo de cicatrizacdo da coOrnea;

5) Apesar das aplicagfes em intervalos de trés dias do plasma rico em plaquetas pela
via subconjuntival, onde ocorre trauma produzido pela agulha, ndo se observou reacao
adversa no local, pois ndo houve agravamento da reacdo inflamatoria;

6) A utilizacdo do PRP € benéfica para o processo de cicatrizacdo da cornea; porém o
periodo de tratamento devera ser reduzido ao tempo necessario para a cicatrizagdo, visto que a
utilizacdo, além deste periodo, estimula a vascularizacdo da cdrnea, diminuindo a reabilitacdo
visual pela persisténcia da opacidade.
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