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Resumo: As lesdes da cornea sdo comuns em oftalmologia
veterinaria ¢ podem ocasionar perda da capacidade visual.
Dezoito coelhos machos adultos foram submetidos a ceratecto-
mia superficial apos a qual foram separados em trés grupos para
avaliacdo macroscopica e histologica aos 7, 15 e 30 dias no
periodo poés-operatorio. As corneas do bulbo ocular esquerdo
foram tratadas com aplicagdo topica de concentrado de plasma
de bovino rico em plaquetas (PRP) e de antibidtico tobramicina,
e as do bulbo direito, apenas com aplicagdo do antibidtico
topico tobramicina. Decorrida a cicatrizagdo nos olhos tratados
apenas com antibidtico as lesdes encontravam-se cobertas por
epitélio delgado e havia desorganizagdo intensa da substancia
propria com areas de necrose. Nos olhos medicados com PRP
observou-se reepitelizagdo aparentemente normal com areas de
acantose e a substincia propria exibia fibras colagenas delga-
das. Conclui-se que o concentrado de plaquetas xenologas
estimula o processo de cicatrizagdo de lesdes das cdrneas de
coelhos com diminuigdo das areas de necrose e opacidade
corneanas.

Palavras-chave: concentrado de plasma de bovino rico em
plaquetas, cornea, cicatrizagio, coelhos, cornea

Summary: Corneal injuries are common in veterinary
ophthalmology and can sometimes cause loss of visual
capacity. Eighteen adult rabbits were submitted to superficial
keratectomy procedures and then separated into three groups for
macroscopic and histological evaluation on the 7th, 15th and
30th of the postoperative period. The corneas of the left eye
received topical administration to bovine concentrated plasma
rich in platelets (PRP) as well as topical antibiotic tobramycin
while the right eye received only topical antibiotic tobramycin.
It was noted that in the eyes treated with topical application
of the antibiotic, the corneal lesion was covered by a thin epithe-
lium and there was an intense disorganization of substancia
propria with areas of necrosis. In the eyes medicated with PRP
reepithelialization was apparently normal, with smaller areas of
acanthosis and substancia propria had thin collagen fibers. We
concluded that the bovine concentrated plasma rich in platelets
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stimulates and organizes the process of repairing of corneas
injuries in rabbits with reduction of necrosis areas and corneal
opacity.

Keywords: bovine concentrated plasma riche in platelets,
cornea, healing, rabbits

Introducao

As lesdes de cornea ainda sdo um grande problema
na clinica de pequenos animais, produzindo perdas
oculares e cicatrizes que interferem na qualidade
visual. Na terapéutica clinica das lesdes corneais tem
sido utilizado inibidores da colagenase para evitar
infecgdes secundarias e antibioticoterapia topica
(Bolson et al., 2004). Na terapéutica cirurgica, varias
técnicas para reparo de lesdes corneais foram descritas
como enxertos conjuntivais pediculados (Habin,
1995), desepitelizagdo manual (Pickett, 1995), lentes
de contato (Wolfer e Grahn, 1994), escama de
sardinha conservada em glicerina (Laus et al., 2000),
adesivos de cianocrilato (Mota et al., 2004), pelicula
de Biofill (Pippi e Sampaio, 1990). Assim como a
capsula renal de coelhos (Eurides et al., 1998) e
capsula esplénica (Eurides et al., 1998). Foi referido
por Rosenthal et al. (1975) a aplicacdo de um com-
posto de plaquetas, fibrinogénio e trombina para a
fixagdo de enxertos lamelares corneanos em coelhos
com obtengdo de bons resultados apds 21 dias de
avaliacdo.

Existem inumeros fatores de crescimento plaque-
tario no plasma sangiiineo denominado citocinas que
pertencem a um grupo de polipeptidios secretados por
varias moléculas reguladoras do organismo. Atuam
como mediadores na maturagdo celular e sdo respon-
saveis pelos processos de reparagdo tecidual (Stenn e
Paus, 2001). Possuem acgdo angiogénica, ativam a
microcirculatorio local e ativam varios grupos celu-
lares na integragao e vitalidade de tecidos (Vick et al.,
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2006). Os granulos plaquetarios contém fatores como
de crescimento de transformagdo semelhante a insulina
(Giannobile, 1999). Quando em contato com seus
respectivos receptores nucleares estimulam a angiogé-
nese e a replicagdo dos tecidos e, como antiinflamato-
rios, induzem a cicatrizagdo e o crescimento de novas
estruturas organicas (Leme et al., 2004).

Os concentrados de plaquetas autoélogos foram uti-
lizados com bons resultados no tratamento de ulceras
corneanas refratarias ao tratamento em humanos
(Rezende et al., 2007), em implantes dentarios, na
regeneragdo de tecido dsseo ¢ em cirurgias plasticas
(Gimeno et al., 2006). Neste concentrado existem
fatores de crescimento tteis na epitelizagdo corneana
que induzem a migragdo e a diferenciagdo de células
epiteliais (Hartwig et al., 2004). Um dos contribuintes
para a ativagdo plaquetario é um lipidio (FAP) que se
acumula na cornea apds a lesdo, favorecendo a sintese
de precursores da reagdo inflamatoria e a cicatrizagao.
O FAP induz a producdo de fosfolipase A: ¢ de
prostaglandinas associadas a reagdo inflamatodria.
Além disso, ativa a expressdo de genes evolvidos no
remodelagdo da matriz tecidual e proteinas mitogénicas
auxiliando, dessa forma, na reparagao dos tecidos (Ma
e Bazan, 2000).

A cornea desencadeia a sintese do FAP apds sofrer
lesdo e no epitélio favorece a entrada intracelular de
Ca™ ¢ a ativagdo de enzimas responsaveis pela reorga-
nizag¢do da matriz extracelular (Chandrasekher ef al.,
2002). Concomitantemente podem proteger, ao lado
de outros fatores de crescimento, os ceratdcitos da
apoptose (Rezende et al., 2007).

Este trabalho tem por objetivos avaliar a reparagdo
cicatricial de corneas de coelhos submetidas a
ceratectomia superficial apds a administragdo tdpica
de concentrado de plaquetas de bovino, por meio de
exames macroscopicos e histologicos dos aspectos do
epitélio anterior e da substancia propria.

Material e métodos

Dezoito coelhos higidos, com idade compreendida
entre 12 a 15 meses, machos, com peso entre 3,0 kg a
4,5 kg, da raga Nova Zelandia foram submetidos a
ceratectomia superficial bilateral. Os animais foram
separados em trés grupos de igual nimero, sendo os
do grupo I avaliados com sete dias de pos-operatdrio
(PO), os do grupo II com 15 dias e os do grupo trés
com 30 dias de PO. No olho esquerdo dos coelhos foi
realizada a administragdo topica de concentrado de
plasma rico em plaquetas (PRP) de bovino e com
tobramicina, enquanto o olho direito foi utilizado
como controle e tratado apenas com o antibidtico
tobramicina. Experimento aprovado pelo comité de
ética, protocolo numero CEUA/UFU 006/09.

Para obtencdo das plaquetas colhetou-se 5,0 mL de
sangue da veia jugular externa de um bovino higido,
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que foi depositado num frasco contendo 0,5 mL de
EDTA a 10%. O material foi centrifugado durante 20
minutos a 1200 rpm, para separagdo celular através de
gradiente de concentragdo. Foi pipetada a fragdo de
plasma e plaquetas contida na parte superior do tubo,
e armazenada em recipiente sem coagulante. A porgdo
recolhida foi novamente centrifugada durante 20
minutos a 2000 rpm. O componente superior do soro
foi removido e o restante no fundo do frasco foi
considerado o plasma rico em plaquetas. Para cada
0,5 mL do PRP foi adicionado 0,25 mL de cloreto de
calcio a 5%. A solugdo foi homogeneizada e mantida
em repouso e decorridos 10 minutos apresentava-se
gelatinosa.

Os animais foram submetidos em jejum hidrico e de
alimentados solidos de seis horas e anestesiados com
cetamina (30 mg/kg, IM) e xilazina (0,5 mg/kg, IM).
Apos anti-sepsia topica com polivinil-pirrolidona a
0,9%, as palpebras foram mantidas afastadas com ble-
farostato de Castroviejo e o bulbo ocular imobilizado
com pontos de suturas esclero-conjuntivais, com fio
de nylon, 4-0. Em ambos os olhos promoveu-se cera-
tectomia superficial com trepano de Castroviejo de
5,0 mm com 0,2 mm de profundidade.

No pés-operatorio (PO) aplicou-se, nos dois olhos,
colirio contendo tobramicinade seis em seis horas e
em forma de pomada a noite. No olho esquerdo
administrou-se uma gota do concentrado de plaquetas
xenologas duas vezes ao dia, nos intervalos entre as
aplicagdes do antibiotico. Os animais foram mantidos
em gaiolas individuais com colar elisabetano e,
diariamente, as corneas foram avaliadas com fonte
luminosa e lupa, para verificar a presenga de edema,
opacidade, neovascularizagdo, coloragdo e a evolugdo
cicatricial. Foram também realizados testes com
colirio de fluoresceina a cada sete dias, para acom-
panhamento da involugdo da area lesada. A extensdo
corada foi mensurada com paquimetro nos sentidos
dorso-ventral e latero-medial.

Decorrido os periodos pré-determinados de PO, os
coelhos foram submetidos a eutanasia para colheita das
corneas, com sobredose de tiopental sodico 2,5% e
cloreto de potassio 10%, conforme recomendado pelo
codigo de ética para o uso de animais em pesquisas
cientificas (American Veterinary Medical Association,
2001; CRMV-MG, 2002). As corneas foram removidas
com 0,3 mm da esclera e conservadas em formol 10%
para confec¢des de laminas histologicas, fixadas
durante 48 horas e desidratadas em solugdo de concen-
tragdes crescentes de etanol e incluida em parafina
(JBs). O material foi cortado em micrétomo Leika,
modelo 2.065, com navalha de vidro com 8,0 mm de
espessura, em cortes de 3 mm de profundidade. Os
cortes foram corados pela hematoxi-lina e eosina (HE)
e montados entre lamina e laminula com resina sintéti-
ca e avaliadas em microscopia Optica para verificar as
reagdes teciduais e a reparagdo cicatricial das corneas.
Os dados obtidos foram analisados pelo teste t de
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Student ndo emparelhado adotando-se nivel de signifi-
cancia de 0,5%. Nas leses que foram positivas ao teste
realizou-se mensuragles nos sentidos dorso-ventral e
latero-medial apds 7, 15 e 30 dias de PO.

Experiéncia aprovada pelo comité de ética, protocolo
nimero CEUA/URU 006/09.

Resultados

O gel do concentrado de plaquetas xendlogas foi
obtido através da adigdo do cloreto de calcio 5% que
ativou o sistema de coagulagdo, resultando o PRP em
coloide. Apos 10 minutos da mistura foi aplicada uma
gota da solugdo sobre a lesdo, notando-se boa retengdo
do gel o que, possivelmente, permitiu maior periodo
de atividade do concentrado sobre a lesdo corneana.

No 7° dia de PO dos animais do grupo controle,
as corneas de trés coelhos (50%) apresentavam
opacidade moderada e trés (50%) apresentavam
opacidade intensa. Nos do grupo tratado, quatro
animais (66,6%) manifestavam opacidade corneana
moderada e dois (44,4%) intensa.

Aos 15 dias de PO, quatro coelhos (66,6%) do
grupo controle exibiam opacidade moderada e dois
(44,4%) exibiam pouca opacidade. Ja os tratados com
PRP, cinco (83,3%) manifestavam opacidade modera-
da e um (17,7%) apresentava opacidade de pequena
intensidade.

Decorrido 30 dias, no grupo controle observou-se
em cinco animais (83,3%) pouca opacidade corneana
e um (17,7%) opacidade moderada. No grupo dos ani-
mais tratados, um (17,7%) demonstrou moderada
opacidade da cornea e cinco (83,3%) apresentaram
pouca opacidade (Tabela 1).

Tabela 1 - Aspectos macroscopicos da opacidade corneana dos
coelhos do grupo controle (GC) e tratado (GT), transcorrido 7,
15 e 30 dias de PO.

INTENSIDADE 7° PO 15° PO 30° PO
GC GT GC GT GC GT
Pouca - - - 3 5 1
Moderada 3 4 4 3 1 5
Intensa 3 2 - - -

Foi observado aos sete dias de PO que as cérneas de
cinco animais (83,3%) do grupo controle se apresen-
tavam positivos ao teste de fluoresceina e enquanto
que todas as tratadas com plasma rico em plaquetas
(100%) demonstraram positividade a coloragao.
Decorrido 15 dias de PO, cinco coelhos (83,3%) do
grupo controle manifestavam as cdérneas coradas e
quatro (66,6%) de dentre os tratados, responderam de
forma positiva ao teste. Procedido 30 dias de PO ocor-
reu coloragdo da lesdo em trés animais (44,4%) do
grupo controle e dois animais (50%) do grupo tratado.

Decorrido 30 dias de PO, as lesdes corneanas nos
animais do grupo controle encontravam-se cobertas por
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epitélio delgado e existia desorganizacdo intensa da
substancia propria com areas de necrose moderada
(Figura 1-E). Entretanto, nas lesdes tratadas com PRP a
reepitelizagdo apresentava-se aparentemente normal,
com areas de acantose, substincia propria com fibras
colagenas delgadas e auséncia de necrose (Figura 1-F).

Os resultados obtidos referentes, mensuragdes das
lesbes de cornea coradas com fluoresceina dos animais
do grupo controle ¢ tratado com PRP, encontram-se
relacionadas nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Mensuragdes das lesdes de cornea coradas com
fluoresceina dos animais do grupo controle e tratado com PRP,
nos sentidos dorso ventral (DV) e latero-medial (LM), no 7° dia
de PO.

GRUPO I CONTROLE TRATADO

Animal DV LM DV LM
1 8,32 8,02 5,30 6,88
2 4,52 4,60 4,52 5,10
3 3,24 3,56 4,48 4,26
4 0,00 0,00 4,60 4,12
5 4,10 5,90 3,50 4,72
6 4,28 4,53 3,14 3,04

MEDIAS = SD  4,07+0,74 4,43+1,28 4,25+1,87 4,6842,36

Tabela 3 - Mensuragdes das lesdes de corneas coradas com
fluoresceina dos coelhos do grupo controle e tratado com PRP,
nos sentidos dorso ventral (DV) e latero-medial (LM), no 15°
dia de PO.

GRUPO 11 CONTROLE TRATADO
Animal DV LM DV LM
7 3,06 2,94 2,92 2,86
8 3,80 3,80 2,30 2,10
9 0,00 0,00 0,00 0,00
10 3,46 2,94 0,00 0,00
11 3,36 3,50 3,14 3,18
12 6,82 5,00 1,08 0,42
MEDIA + SD  3,41£2,17 3,03+1,66 1,57x1,41 1,42£1,46

Tabela 4 - Mensuragdes das lesdes de corneas coradas com
fluoresceina dos coelhos do grupo controle e tratado com PRP,
nos sentidos dorso ventral (DV) e latero-medial (LM), no 30°
dias de PO.

GRUPO III CONTROLE TRATADO
Animal DV LM DV LM
13 6,18 4,48 4,42 3,40
14 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00
16 4,80 4,80 4,50 4,70
17 3,38 4,50 0,00 0,00
18 0,00 0,00 0,00 0,00
MEDIA +SD  2,39+2,76 2,29+2,51 1,48+2,30 1,35+2,13

Discussao
Apbs lesdo corneana o endotélio produz miofibro-

blastos que apresentam receptores para fator de
crescimento tumoral sendo responséavel pela apoptose
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dos ceratocitos e conseqiientemente a opacidade da
cornea. Portanto, é necessaria a eliminagdo dos miofi-
broblastos (He e Bazan. 2006). Nesta experiéncia, o
fator de crescimento plaquetario presente no PRP deve
ter auxiliado na supressdo dos miofibroblastos, além
da agdo antiinflamatorio (Leme et al., 2004), reduzindo
a intensidade da opacidade corneana. O concentrado de
plaquetas por ser uma fonte rica em fatores de cresci-
mentos esséncias (Rezende ef al., 2007) e auxiliar na
reparagdo tecidual (Ma e Bazan, 2000), provavel-
mente, ocasionou aceleragdo do processo de cicatriza-
¢do das feridas corneanas dos coelhos.

O menor indice de coloragdo a fluoresceina obser-
vado nos animais tratados, deveu-se a reepitelizagdo
exacerbada da lesdo, estimulada pelos fatores de
crescimento plaquetario (Ma e Bazan, 2000; Hartwig
et al., 2004), resultando na auséncia de exposigdo da
substancia propria corneano.

Na apreciagdo dos resultados referentes a coloragdo
da lesdo do grupo controle e tratados aos 15 e 30 dias
de PO, ndo houve diferenca expressiva entre os grupos
controle e tratado, embora o numero de lesdes
corneanas coradas tenha sido menor no grupo tratado
(Tabela 2, 3 ¢ 4).

Nas corneas dos animais do grupo controle no 7° dia
de PO, os bordos das lesdes se exibiam cobertas pela
camada basal do epitélio e a substancia propria com
intenso infiltrado de células heterofilicas e neovascu-
larizagdo moderada (Figura 1-A). Em duas corneas
(33,3%) foi notada na porgdo central e superficial da
substancia propria, pequena quantidade de necrose. O

Figura 1 - Microfotografias das corneas de coelhos apds ceratectomia
parciais tratadas e ndo tratadas com concentrado de plaquetas xenologas.
Notar ao 7° dia PO no grupo controle (A) presenga de infiltrado hidrofi-
lico (seta) e no grupo tratado (B) neovascularizagéo (seta). No grupo
controle ao 15° dia (C) observar-se fibras colagenas delgadas e desorga-
nizadas (seta) e no tratado (D) fibras colagenas organizadas (seta). No
30° dia de PO verifica-se, no grupo controle (E) area de necrose (seta) e
no grupo tratado (F) espessamento do epitélio (seta). HE. Barra preta =
10 pum; barra vermelha = 100 pm.
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que pode ser devido a contaminagdo bacteriana,
mesmo com a administragdo topica de antibiético. Nas
corneas do grupo tratado com concentrado de plaque-
tas xenologas, observou-se intensa neovascularizagao,
pouco infiltrado heterofilico, auséncia de necrose
tissular e residuo do concentrado (Figura 1-B). As
diferencas notadas entre as corneas tratada e ndo
tratadas com PRP foram em conseqliéncia a
propriedade angioneogénica das plaquetas, como
mencionado por Ma e Bazan (2000). O concentrado
possui fatores de crescimento uteis na epitelizagdo
corneana (Gimeno et al., 2006) e ap6s processado, o
liquido sobrenadante possui maior quantidade de
fatores de crescimento, os quais induziram a migragao
e estimulou a diferenciagdo de células epiteliais
(Hartwig et al., 2004).

Apds 15 dias de PO observou-se nas corneas dos
animais do grupo controle reepitelizagdo intensa com
infiltrado heterofilico moderado e na substancia
propria presenga de fibras colagenas delgadas em
processo de formagdo e desorganizada (Figura 1-C).
Nas corneas tratadas notou-se areas do epitélio espes-
sadas, substancia propria com moderado infiltrado
mononuclear e neovascularizagdo (Figura 1-D).

A distingdo entre a reparagdo do epitélio corneano
nos animais dos dois grupos, pode ter sido devida a
indugdo, migracdo e diferenciagdo de células epiteliais
promovidas pelo concentrado de plaquetas que possui
fatores de crescimento, como verificado em coelhos
por Hartwig et al. (2004). As fibras colagenas neo-
formadas na substancia propria eram delgadas e
organizadas, resultados semelhantes aos encontrado
em coelhos por Gimeno et al. (2006). O ocorréncia
deveu-se, possivelmente, ao fator ativador de plaque-
tas serem mediadores da inflamagdo e estimulador da
expressdo de genes envolvidos no remodelamento da
matriz extracelular, como referido por Hartwig et al.
(2004).

A necrose e o espessamento epitelial deveu-se ao
facto de os ceratdcitos possuir receptores para o fator
de crescimento plaquetario que protege as células da
apoptose e estimulam a mitose epitelial (Jackson,
2002).

Foi referido por Ma et al. (2004) que em coelhos
ficou evidenciado a existéncia de um fator plaquetario
que ativa o crescimento endotelial vascular ¢ promove
a angiogénese. E um lipidio bioativo que pode induzir
a expressdo de genes envolvidos no remodelamento da
matriz extracelular. Ao mesmo tempo podem proteger,
ao lado de outros fatores de crescimento, os ceratocitos
da apoptose (Bazan e Ottino, 2002). O concentrado
xenodlogo utilizado neste trabalho causou redugdo da
inflamagao e do tempo de cicatrizagdo, proveu cresci-
mento do epitélio e da substancia propria, portando,
levou a reparagdo das feridas corneanas. Possivel-
mente, como foi demonstrado por Chandrasekher et
al. (2002), o epitélio da cornea desencadeou a sintese
do fator ativador plaquetario que favoreceu o influxo
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intracelular de Ca” e a ativagdo de enzimas respon-
saveis pela reorganizagdo da matriz extracelular. O
fator de crescimento plaquetario deve ter alterado a
expressdo de metaloproteinases que tem como fungdo
a protedlise da matriz extracelular permitindo a
migragdo de células endoteliais para a area da lesdo
através da quimiotaxia exercida pelo fator de ativagio
plaquetario (Murphy e Gavrilovic, 1999).

Os resultados deste estudo indicam que o concen-
trado coloidal de plaquetas xenodlogas de bovino
estimula e organiza o processo de reparagdo de lesdes
de corneas de coelhos com diminui¢cdo de areas de
necrose e da opacidade resultante da cicatrizagéo.
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