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"A compaixao para com os animais é uma das mais
nobres virtudes da natureza humana.”

(Charles Darwin)
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RESUMO

A técnica de inducdo de ulceras de cornea superficiais pelo debridamento com Diamond Burr
foi avaliada quanto & padronizacdo e seguranga para a espécie equina. Apos a validacdo, esta
técnica foi empregada na inducdo experimental da lesdo nos olhos de dezoito cavalos.
Tratamentos com PRP aut6logo e heterélogo foram avaliados e comparados aos grupos controle
positivo (olhos debridados tratados apenas com solucdo fisioldgica) e negativo (os olhos
esquerdos ndo-debridados, mas tratados da mesma forma do olho contralateral).
Adicionalmente, a termografia ocular infravermelha foi avaliada como recurso diagnéstico da
ceratite ulcerativa em equinos. A concordancia entre avaliadores na identificacdo de sinais
clinicos oculares foi comparada, indicando o nivel de dificuldade na identificacdo dos mesmaos.
O Diamond Burr gera lesdes que ndo ultrapassam o estroma anterior, sendo seguro para a
inducdo experimental de Ulceras corneanas superficiais em equinos. Os resultados clinicos
foram semelhantes (p>0,05) entre os grupos PRP autélogo e heter6logo. O uso do PRP reduziu
em 1,92 vezes o tempo de reparacao da lesdo. Os efeitos benéficos foram similares para o PRP
autélogo e o heterélogo, ndo ocorrendo maior inflamacdo ocular nesse segundo grupo. A
termografia ocular foi eficiente ao identificar 8,67 entre 10 olhos ulcerados e validada como um
exame eficaz para a triagem das lesBGes ulcerativas superficiais de cdrnea em equinos. A
transparéncia corneana, avaliada 90 dias apds a resolucéo da lesdo, foi melhor preservada nos
animais tratados com PRP aut6logo.

PALAVRAS-CHAVE: cavalo, Ulcera de cornea, Diamond Burr, plasma rico em plaguetas,
termografia ocular infravermelha.
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ABSTRACT

Diamond Burr debridement technique was evaluated for inducing superficial corneal ulcers,
assessing its safety and standardization for the equine species. After validation, it was employed
in the corneal ulcers experimental induction on eighteen horses eyes. Treatments with
autologous and heterologous PRP were evaluated and compared to the positive (debrided eyes
treated only with saline solution) and negative control groups (the left and non-debrided eye,
receiving the same treatment applied in positive contralateral eye). Additionally, infrared ocular
thermography was evaluated as a diagnostic feature of ulcerative keratitis in horses. The
concordance rate among examiners when identifying ocular clinical signs was compared,
pointing the difficulty in interpreting each of them. Diamond Burr debridement does not exceed
the anterior stroma, being safe for superficial corneal ulcers experimental induction in horses.
Clinical results were similar (p>0,05) among autologous and heterologous PRP groups. PRP use
reduced 1,92 times the wound reparation period. Beneficial effects were similar in autologous
and heterologous PRP groups and did not increase differently ocular inflammation. Ocular
thermography was efficient in identifying 8,67 of 10 ulcerated eyes, being validated as effective
screening feature for superficial ulcerative corneal wounds in horses. Corneal transparency,
assessed 90 days after wound repair, was better preserved in animals treated with autologous
PRP.

KEY WORDS: horse, corneal ulcer, Diamond Burr, platelet rich plasma, ocular infrared
thermography.
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1. INTRODUCAO

A cdérnea é a porcdo mais externa do bulbo
ocular, estando exposta ao risco de
traumatismos e infeccdes (McGrath e Lee,
2014). A ceratite ulcerativa em equinos
representa um risco para a Vvisdo e exige
diagnostico precoce e tratamento imediato
(Brooks, 1999). Frequentemente o processo
de reparacdo de JUlceras resulta em
alteracdes no formato, superficie e
transparéncia da cérnea, produzindo déficit
visual (McGrath e Lee, 2014).

O cavalo que sofre perda parcial ou total da
visdo interage de forma diferente com o
ambiente, podendo se tornar um perigo para
si proprio e para aquele que realiza o seu
manejo diario (Teixeira et al., 2009).

Modular o processo de reparagdo da cornea
permite melhora a acuidade visual do
animal e evitar repercussdes indesejaveis da
deficiéncia visual sobre a sua vida e a rotina
dos seres humanos envolvidos com o
cavalo (Teixeira et al., 2009).

O processo inflamatério e a reparagdo
corneana sdo controlados por diversos
fatores de crescimento, citocinas e enzimas,
produzidos por células da prépria cornea,
celulas inflamatorias e patégenos. A
manutencdo dos tecidos oculares resulta de
um equilibrio entre 0 crescimento,
reparacdo e apoptose (Andrew e Willis,
2005).

Nos grénulos- o do citoplasma das
plaquetas ficam armazenados fatores pré-
fabricados, liberados ap6s sua ativacao.
Porém, normalmente, esses fatores ndo
alcangam a cornea devido sua peculiar
auséncia de vasos (Harmon et al., 2014).

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma
fonte concentrada de fatores de crescimento
protegidos no interior dos grénulos
plaquetérios, liberados apenas no tecido
alvo onde esse rico material biol6gico é
aplicado (El-Sharkawy et al., 2007; Harmon
et al., 2014). Por meio PRP é possivel
acelerar a reparacdo e modular a inflamacéo
em tecidos como ligamentos e tenddes,
vasos, tecido nervoso, pele e olhos (local
onde ndo teriam atuacdo naturalmente)
(Constable et al., 1973; Farrag et al., 2007;
Maia et al, 2009; Wroblewski et al., 2010;

Anitua et al., 2011; Kim et al.; 2012;
Mammoto et al., 2013).

Na medicina equina o PRP foi administrado
com sucesso no tratamento de lesdes
musculoesqueléticas e cutaneas distais nos
membros. O seu uso ha terapia de
artropatias é controverso, principalmente no
que diz respeito a via intra-articular
(DeRossi et al., 2009; Monteiro et al., 2009;
Textor, 2011; Torricelli et al.,, 2011;
Yamada et al., 2012; Carmona et al., 2005).

A avaliacdo de protocolos de tratamento
para diversas injarias frequentemente
depende da inducdo experimental da les&o,
de forma que se obtenha padronizacdo do
protocolo. Diversas técnicas de indugdo de
Ulceras experimentalmente induzidas foram
propostas, entretanto a maioria das técnicas
apresenta elevado nivel de dificuldade ou
produz efeitos indesejaveis, prejudicando a
acuidade visual ou levando & perda visual
(Tervo et al., 1989; Burns et al., 1990;
Chung et al., 1996; Chung et al., 1998;
Tognoli et al., 2009). A inducédo de Ulceras
corneanas superficiais através do Diamond
Burr mostrou-se tecnicamente simples e
segura para a aplicagio em cdes e
camundongos (Pal-Gosh et al., 2011; Silva
et al., 2011), porém ndo ha relatos do seu
uso em equinos.

Né&o foram encontrados estudos avaliando o
tratamento de Ulceras de cornea em equinos
com PRP, assim como trabalhos
comparando os efeitos do PRP aut6logo e
heter6logo, independente do  sistema
estudado. Apesar disso, acredita-se que o
PRP heterélogo seria uma forma de
simplificar e disseminar essa importante
terapia regenerativa na medicina equina,
pois permitiria seu uso em pacientes
localizados em locais distantes dos
laboratorios capazes de produzir o PRP.

Os objetivos deste estudo foram validar a
técnica de inducdo de Ulcera corneana
superficial em equinos por Diamond Burr;
tratd-las com plasma rico em plaquetas
(PRP), autdlogo e heterélogo; avaliar as
técnicas de diagnostico de lesdes oculares,
determinando o grau de dificuldade na
identificacdo de sinais clinicos oculares e
validar a termografia ocular como método
de triagem de lesbes corneanas em equinos.
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2. BIBLIOGRAFIA CONSULTADA
2.1. A cornea equina
2.1.1. Consideracdes anatdémicas

A coérnea normal de equinos tem formato
oval, com didmetro horizontal
discretamente maior que o vertical. A
cérnea equina apresenta aproximadamente
0,8 a 1,0 mm de espessura no centro, sendo
discretamente mais espessa na periferia.
N&o ha correlacdo da espessura corneana

com idade, sexo e densidade de células
endoteliais (Andrew e Willis, 2005).

A maioria dos cavalos é emétrope,
entretanto, em um estudo 20,7% deles se
mostraram miopes, 24,4% hipermetropes e
7,3% apresentavam astigmatismo (Stuhr et
al., 1999).

A cornea de um cavalo normal é composta
de cinco camadas: epitélio, fina membrana
basal, estroma, membrana de Descemet e
endotélio (Andrews e Willis, 2005) (Fig. 1).
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Figura 1. Desenho esquematico das camadas

corneanas.

O epitélio, do tipo estratificado
pavimentoso ndo queratinizado, é formado
por dez camadas de células escamosas,
podendo aumentar até 15 camadas devido a
hipertrofia das camadas basais resultante de
injurias (Brooks, 2007).

A membrana basal € uma fina camada que
ancora as células epiteliais ao estroma e
desempenha um importante papel na fase
final do processo de reparagdo corneana
(Andrew e Willis, 2005).

O estroma é a camada mais espessa da
cornea representando 90% da espessura
total, sendo constituida basicamente por
lamelas de tecido fibroso composto por
colageno tipo 1 e algumas poucas células,
os fibroblastos (Andrew e Willis, 2005). A
correta disposicdo dessas lamelas assegura
a transparéncia da cornea (Viana, 2002).

A membrana de Descemet € uma membrana
basal acelular do endotélio constituida
principalmente por fibras colagenas (Viana,
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2002).

O endotélio é formado por uma camada
simples de células endoteliais, que possuem
bombas de Na-K ATPase responsaveis por
manter a cérnea desidratada e transparente
(Viana, 2002; Carastro, 2004). Essas células
endoteliais tém baixo poder de regeneragéo
e uma eventual perda de grande quantidade
delas, como em consequéncia a uveite,
pode levar ao edema e opacidade
permanente da cornea (Viana, 2002;
Dwyer, 2008). A transparéncia da cornea é
conferida pela disposicdo das lamelas,
auséncia de vasos, presenca de nervos
desmielinizados, e um sistema de bomba-
aspirante permanente do endotélio que
regula seus teores de agua. A inervacgdo
corneana € realizada pelo ramo oftalmico
do nervo trigmeo. Os nutrientes sdo
obtidos através da lagrima, humor aquoso e
pelos vasos perilimbais e o oxigénio
diretamente do ambiente (Viana, 2002).
AlteracOes na distribuicdo e densidade das
células endoteliais tém impacto direto na
transparéncia corneana, pois a redugdo
significativa de células endoteliais leva a
inabilidade de bombear agua para fora da
cérnea. A concentracdo média de células
endoteliais na cornea normal de um cavalo
¢ de 3155 + 765 células/ mm2. O ndmero
de células reduz com a senilidade e diversos
processos patoldgicos (Andrew e Willis,
2005).

Ha um sistema de protecdo da superficie
ocular a infecgdes envolvendo barreiras
fisicas e quimicas. O epitélio normal repele
o filme lacrimal que contém os
microorganismos evitando que  esses
penetrem em camadas mais profundas
(Williams e Pinard, 2013). Através remogédo
mecénica desse filme lacrimal com a
movimentacdo das palpebras e membrana
nictitante  ocorre a drenagem  dos
microorganismos junto com a lagrima
através do sistema lacrimal, auxiliando,
assim, na protecdo contra & invasdo
microbiana (Brooks, 1999). Além disso, ha
enzimas (lactoferrinas, lisozimas,
betalisinas) e imunoglobulina A lacrimais
que tém acdo antimicrobiana direta
(Brooks, 1999). Contudo, pequena lesdo
epitelial pode resultar em aderéncia de
micro-organismos e instalacdo de uma
infecdo corneana (Sauer et al., 2003).

2.1.2. Ceratite ulcerativa

E prudente considerar todo olho equino
ulcerado potencialmente infectado. Muitos
casos de Ulcera de cOrnea, inicialmente,
apresentam  defeitos  epiteliais  muito
pequenos, com minima dor, blefaroespasmo
e fotofobia. A medida que a doenca
progride ocorre a neovascularizacdo e
edema, infiltrado inflamatdrio e sinais mais
pronunciados de uveite anterior, como
miose intensa e hiperemia conjuntival. Por
fim, ha lise de proteinas da matriz
extracelular no estroma por proteinases e a
cdrnea apresenta aparéncia "derretida",
denominada malécia (Brooks,1999).

Acredita-se que traumatismos sejam a causa
priméaria de ceratites ulcerativas no equino.
InfecgBes bacterianas ou flangicas sdo
considerados invasores oportunistas quando
ocorre remocgédo da barreira epitelial (Johns
et al., 2011). Os defeitos no epitélio
permitem aos micro-organismos presentes
na microbiota normal ou patogénicos
aderirem na cornea e estabelecerem
infeccdo (Nasisse e Nelms, 1992).

Em qualquer infeccdo corneana 0s
microorganismos precisam, primeiramente,
aderir a superficie corneana para resistir aos
mecanismos de defesa oculares naturais e,
entdo, colonizar a superficie infectada
(Brooks, 1999).

A patogenicidade de um micro-organismo
esta relacionado a sua habilidade de aderir
ao epitélio lesionado. Essa habilidade esta
relacionada a expressdo de adesinas,
componentes estruturais ou quimicos dos
micro-organismos que interagem com
receptores celulares ou com a membrana
plasmatica (Brooks, 1999). Entre as
adesinas mais comuns nos patdgenos
oculares encontra-se 0 &cido teicoico e
fimbrias, que interagem e se fundem a
membrana de células epiteliais. A
disseminacdo  bacteriana no  estroma
corneano é facilitado pela producdo de
metaloproteinases, tanto bacterianas como
teciduais e lacrimais (Brooks, 1999).
Quando produzidas pelo hospedeiro as
metaloproteinases sdo denominadas
endogenas. Ha duas familias principais que
acometem a cdrnea: metaloproteinases de
matriz (MMP) e as séricas. As MMP’s sdo
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enzimas dependentes de zinco que incluem
gelatinases, colagenases, protease alcalina e
estromalizinas. As MMP’s sdo produzidas
por fibroblastos do estroma, células
epiteliais corneanas e polimorfonucleares
(Brooks 1999, Strubbe et al., 2000).

As metaloproteinases enddgenas estdo em
equilibrio com fatores inibitorios que
evitam a degradacdo excessiva de matriz.
Determinadas proteinases podem levar a
rpida degradacdo do colédgeno e outros
componentes da matriz  extracelular
(Strubbe et al., 2000).

Presenca excessiva de MMP’s foi
encontrada no filme lacrimal do olho
contralateral de cavalos com ceratite
ulcerativa, em comparacdo com controle
normal. N&o se sabe se esse fato é devido a
alta concentragdo da MMP previamente a
lesdo, predispondo ao avango da infeccéo,
ou se existe um controle central ou
sistémico que module a resposta semelhante
em ambos os olhos, afetado e ndo afetado
(Strubbe et al., 2000).

As Ulceras de cornea séo classificadas em
simples, recorrentes e complicadas. As
Glceras simples sdo caracteristicamente
agudas e superficiais, envolvendo o epitélio
e possivelmente um terco do estroma
subjacente. Essas Ulceras podem passar
despercebidas ao exame oftalmico caso ndo
seja realizado o teste com corante de
fluoresceina (Williams e Pinard, 2013). Por
isso, é recomendavel aplicar o corante em
todo e qualguer olho que apresente sinais de
dor ocular (Brooks, 1999). O edema de
cornea, geralmente, esta entre ausente a
discreto e a vascularizagdo nao é observada.
No equino, apesar das Ulceras superficiais
serem consideradas potencialmente
contaminadas, a infeccdo em camadas mais
profundas nem sempre ¢ visualizada
(Williams e Pinard, 2013).

Ulceras  recorrentes,  refratarias  ou
indolentes sdo aquelas superficiais que
persistem devido & falha na adesdo do
epitélio ao estroma adjacente. Nesse caso 0
epitélio é facilmente removido produzindo
um defeito corneano superior ao observado
inicialmente. A presenca de edema e
neovascularizacdo é variavel (Williams e
Pinard, 2013).

Ulceras  complicadas  incluem  uma
variedade de lesBes em que camadas
profundas do estroma estdo comprometidas
com ou sem infec¢do estabelecida. O edema
corneano pode ser moderado a severo,
dependendo da severidade da ulceragdo e a
neovascularizacdo pode ndo ter ocorrido,
mas se desenvolve em curto espaco de
tempo. Pode ser observada malécia do
estroma corneano, identificada pelo aspecto
gelatinoso da cornea, devido & acdo de
metaloproteinases. A inflamacdo pode
progredir para a reparacdo epitelial sem a
completa reparacdo do estroma, levando a
formacdo de um abscesso, que se apresenta
como uma area opaca ou amarelada, bem
delimitada, normalmente desacompanhada
de neovasos (Williams e Pinard, 2013).

2.1.3. Processo de
corneana.

reparacao

O epitélio corneano é mantido por um ciclo
constante de remocdo por apoptose das
células superficiais e proliferacdo das
células basais, Unicas para realizacdo de
mitose. O equilibrio entre apoptose das
células superficiais, mitose das células
basais e reposicdo celular devido a
migragdo centripeta de células tronco
presentes no limbo permitem a manutencéo
da integridade e funcdo do epitélio
corneano (Andrew e Willis, 2005).

A reparagdo epitelial pode ser dividida em
trés estagios: laténcia, migracdo celular e
adesdo e proliferacdo celular. Quando ha
abrasdo do epitélio corneano a mitose cessa
e as células da borda da lesdo se retraem,
espessam e perdem os hemidesmossomos,
gue as ancoram na membrana basal,
momento denominado fase de laténcia.
Nessa fase ainda ocorrem a infiltracdo de
polimorfonucleares e remocdo de debris
celulares. Em seguida, as células se alargam
e se movem através de movimentos
ameboides para cobrir o defeito epitelial
(Andrew e Willis, 2005). Esse processo,
denominado fase de migracdo e adesdo, se
inicia ap6s as primeiras seis horas da
ocorréncia da lesdo e se mantém durante 24
a 36 horas (Steele, 1999). A primeira
camada a recobrir a lesdo possui a
espessura de uma célula, mas uma
cobertura multilaminada composta por
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células basais e escamosas posteriormente
recobre essa primeira (Brooks, 1999). A
fase final da reparacdo epitelial envolve a
proliferacdo das células epiteliais de forma
a restaurar a espessura normal do epitélio.
Nessa fase ha ativacdo das células tronco
limbais, que se proliferam nas camadas
basais, aumentando a densidade celular na
area lesionada. Esse processo é observado
apos 36 horas do inicio da lesdo e termina
com a expressdo dos hemidesmossomos e
ancoramento do epitélio & membrana basal.
Nessa fase ha também o reestabelecimento
das terminacGes nervosas trigeminais
(Steele, 1999).

A taxa de reparagdo do epitélio corneano é,
em média, 6 umY dia. Sendo assim, 0
epitélio pode ser completamente reposto em
duas semanas, mas caso a membrana basal
seja removida, esta ndo sera completamente
formada até seis semanas ap0s a lesdo. 1sso
torna o epitélio recém-formado delicado e
vulneravel a novas injarias (Brooks, 1999,
Andrew e Willis, 2005; Williams e Pinard,
2013).

A reparacdo de defeitos no epitélio
corneano é mais rapida nos primeiros cinco
a sete dias, quando o processo passa a ser
mais lento. Esse fenémeno é atribuido a
exaustdo das células epiteliais ao redor da
lesdo ou as mudangas no estroma abaixo
delas (Williams e Pinard, 2013).

Apbs lesdes no estroma corneano 0S
ceratdcitos se diferenciam em fibroblastos e
miofibroblastos, proliferam e sintetizam a
matriz extracelular (Williams e Pinard,
2013).

Reparacdo retardada é geralmente resultado
de Ulceras de cornea infectadas, devido a
infiltracdo de polimorfonucleares (PMN) e
morte celular (Williams e Pinard, 2013).
Nesses casos, celulas do sistema imune
atraidas  por citocinas, rapidamente
extravasam dos vasos sanguineos limbais e
migram de acordo com o gradiente de
qguimiocinas  estabelecido no estroma
corneano em direcdo local da leséo (Carlson
et al., 2010). Ocorre o inicio de um
processo destrutivo em que ha necrose de
queratdcitos do estroma e fagocitose das
células mortas por PMN. Enquanto os PMN
migram horizontalmente no estroma héa
destruicdo da membrana basal, levando ao

descolamento do epitélio sobre ela. O
aumento no defeito epitelial, por sua vez,
intensifica a migracdo de PMN. Se o
processo ndo é contido adequadamente, a
degradacdo do estroma progride até sua
perda total e perfuracdo ocular (Brooks,
1999).

Tanto leuctcitos como o proprio tecido e a
lagrima sdo fonte de citocinas e fatores de
crescimento que perpetuam e regulam o
processo inflamatdrio (Williams e Pinard,
2013).

O processo de reparagdo de defeitos
corneanos depende em grande parte do
acesso de fatores de crescimento ao epitélio
e estroma lesionados. Os fatores de
crescimento sdo pepitideos produzidos,
local e sistemicamente, que atuam
coordenando e regulando o processo de
reparacdo tecidual. Como a coérnea ¢é
normalmente avascularizada, depende de
fatores de crescimentos que a alcancem
através das lagrimas, humor aquoso e vasos
perilimbais (Andrew e Willis, 2005).
Diversos fatores de crescimento s&o
conhecidos por seu importante papel na
reparacdao corneana, destacando-se o fator
de crescimento epidermal (EGF), o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
o fator de crescimento transformador beta
(TGF-B) e o fator de crescimento de tecido
conectivo (CTGF) (Haber et al., 2003).

O EGF aumenta a sintese proteica, de DNA
e RNA e mitoses no epitélio e em
fibroblastos do estroma corneano. PDGF
aumenta a sintese de fibronectina, acido
hialurdnico, colagenase e de outros fatores
de crescimento. JA& 0 TFG-B estimula a
quimiotaxia de células inflamatorias e
aumenta a sintese de matriz extracelular.
Este Gltimo pode inibir a proliferacdo de
células epiteliais e queratdcitos de cérneas
equinas (Haber et al., 2003).

O CTGF estéa presente na secrecdo lacrimal,
sendo produzido, pelo menos em parte,
pelas glandulas lacrimais (Andrew e Willis,
2005).

A avaliacdo dos efeitos da administracio
topica de uma alta dose de EGF em cdrneas
equinas, cujo epitélio havia sido removido
cirurgicamente, demostrou que apesar da
aceleracdo no processo de reparacdo houve
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intensa resposta inflamatoria associada,
acentuando o grau de inflamagcéo,
produzindo neovascularizacao,
pigmentacdo e formacdo de cicatrizes
corneanas (Burling et al., 2000).

Diversos fatores de crescimento como o
Fator de Crescimento Fibroblastico Acido
(AFGF), Fator de Crescimento
Fibroblastico Basico (BFGF), EGF e TGF
induzem a proliferacdo de células
endoteliais vasculares dentro da cérnea
(Burling et al., 2000).

Como sequela de um processo de reparacao
cursando com intensa inflamagdo ou
descontrolado, ha modificacdo da estrutura
normal da cornea, com formacdo de
neovasos, opacificagdo, pigmentacdo e
alteracdo no formato e curvatura da cornea.
A vascularizacdo tem aspectos positivos e
negativos no processo de reparagdo
corneana. Algumas condigdes patoldgicas
da cdrnea sdo resolvidas apenas apo6s a
completa neovascularizacdo da area
afetada, como por exemplo, abcessos de
estroma e Ulceras profundas. Procedimentos
cirurgicos para aplicagdo de enxertos
conjuntivais visam a derivacdo de vasos
para o local da lesdo e através desses vasos
antimicrobianos administrados por via
sistémica, leucocitos e anticorpos alcangam
0 local da lesdo. Contudo a intensa
neovascularizacdo pode levar a perda de
transparéncia e déficit visual significativo
(Andrew e Willis, 2005).

A pigmentacao é sequela de um processo de
reparacdo cronico. A severidade da
pigmentacdo  estd  correlacionada &
intensidade da inflamacdo produzida. A
pigmentacdo superficial resulta da migragéo
de melandcitos da regido perilimbal ou
limbal para o local da lesdo. Pode ocorrer
deposicdo de pigmento melanocitico nas
camadas basais do epitélio e na porcéo
superficial do estroma e até ser incorporado
pelas células endoteliais devido a fagocitose
(Andrew e Willis, 2005).

A opacificacdo corneana pode ser resultado
de edema, aumento da densidade de células
epiteliais e fibrose. O edema ocorre quando
a injaria altera a funcdo das células
endoteliais, que perdem a capacidade de
bombear a &gua presente no estroma
corneano e manter a deturgéncia na area

afetada (Andrew e Willis, 2005).

A hiperplasia de células epiteliais, efeito
fisioldgico para cobrir o defeito corneano,
pode aumentar a densidade de células nessa
area, produzindo espessamento e perda de
transparéncia (Mc Grath e Lee, 2014).

A fibrose ocorre quando intenso processo
inflamat6rio no estroma corneano leva a
deposicdo  desorganizada de  matriz
extracelular, com producdo de colageno
diferente daquele encontrado em cdrneas
normais. O colageno tipo I, que passa a
apresentar disposicdo e espagamento entre
fibras alterados, contribui para a perda de
transparéncia. Nesses processos cicatriciais
os fibroblastos passam a expressar actina,
presente nas fibras musculares lisas, 0 que
numa fase tardia, sera responsavel pela
contragdo do tecido cicatricial (Mc Grath e
Lee, 2014).

Se a hiperplasia aumenta a densidade e
espessura da cérnea, areas de hipoplasia se
apresentam como depressdes na superficie
corneana, alterando sua forma e curvatura,
0 que interfere diretamente na refringéncia
e piora a acuidade visual (MC Grath e Lee,
2014). Dessa forma, estudos que
desenvolvam medidas terapéuticas como o
plasma rico em plaquetas, capazes de
modular o processo de reparacgéo visando a
manutencdo da arquitetura normal da
cérnea permitirdo mais do que assegurar a
reparacdo rapida e efetiva dos defeitos
corneanos, mas também a preservacdo da
visdo e melhora da qualidade de vida dos
pacientes.

2.1.4. Inducdo experimental de
Ulceras de cornea

A inducéo de Ulceras de cornea em animais
de experimento permitiu, ao longo dos
anos, avaliar o potencial tdxico de diversos
gases e compostos quimicos sobre a cérnea
saudavel, colaborando para 0
desenvolvimento de terapias para tratar
seres humanos e animais acidentalmente
expostos a esses agentes nocivos e
frequentemente atendidos por servigos de
oftalmologia (Robson, 1944).

Alguns métodos foram utilizados para
inducdo experimental de Ulceras de cérnea:
excisdo cirdrgica, abrasdo com Aalcali e,
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mais recentemente, o Diamond Burr (DB).
Técnicas cirlrgicas para a producdo de
lesdes corneanas apresentam elevado grau
de complexidade, exigindo anestesia geral e
magnificacdo adequada para produzir lesGes
de tamanho e profundidade similares nos
animais envolvidos (Tervo et al., 1989).

Os élcalis levam ao desenvolvimento de
Ulceras de cornea profundas, envolvendo o
estroma e produzindo lise de colageno. Esta
técnica apresenta acentuado risco de perda
visual por opacidade, perfuracbes e
panuveite. Nos trabalhos consultados os
animais experimentais foram eutanasiados
para exame histoldgico de suas corneas.
Essa técnica tem pouca aplicabilidade
quando o0 delineamento experimental
mantém o0s animais vivos, priorizando a
qualidade de vida, apds o periodo de
experimento (Burns et al., 1990; Chung et
al., 1996; Chung et al., 1998 e Tognoli et
al., 2009).

DB consiste na aplicagdo sobre a cornea de
uma broca revestida por pé de diamante
acoplada a um motor de baixa rotacéo.
Existem diversos modelos de aparelhos
manuais  movidos a pilha  com
especificagdes técnicas  similares. A
velocidade média de rotacdo do motor é de
10.000 rpm e utiliza brocas descartaveis ou
autoclavaveis de 05 a 5mm de didmetro
(McGrath e Lee, 2014).

O aparelho DB passou a ser utilizado na
rotina oftalmoldgica mais recentemente,
contudo a primeira aplicacdo de broca
acoplada a motor de baixa rotacdo sobre a
cornea data de 1898, em uma demonstracéo
realizada por Ranvier. Frankle, em 1907,
foi o primeiro a sugerir a sua aplicacdo para
remogdo mecénica do epitélio corneano,
ainda associado a remocdo quimica. Em
1936 houve um aprimoramento do aparelho
com o revestimento com p6 de diamante na
superficie da broca (McGrath e Lee, 2014).
Sua aplicagdo na medicina veterinaria,
entretanto, foi bem tardia, com o primeiro
relato apenas em 2008 (Sila et al., 2009)

O polimento através do DB é uma técnica
extremamente simples, de uso ambulatorial,
que requer pouca tecnificacdo e baixo
investimento, além de demandar instalacfes
pouco sofisticadas para sua realizacdo. Para
sua utilizacdo a técnica requer apenas

anestesia local e raramente, é necessaria
alguma contencdo quimica, o que a torna
segura em pacientes que apresentam
acentuado risco anestésico (Sridhar et al.,
2002; Soong et al., 2002). Atualmente € o
método de escolha em diversos centros
oftalmologicos para o tratamento de
cicatrizes, lesbes epiteliais associadas a
distrofias corneanas, Ulceras recorrentes e
excisdo de pterigio, tornando sua aplicacdo
mais difundida (Mc Grath e Lee, 2014).

As técnicas de aplicagdo preconizam o uso
ou ndo de agentes mecanicos ou quimicos
sobre o epitélio antes do polimento com
DB. Dentre estas técnicas destacam-se: a
remogdo do epitélio de corneas integras
(Silva et al., 2011); a utilizacdo de esponja
de celulose para remoc¢do do epitélio de
coérneas apresentando erosdo recorrente
(Soong et al., 2002; Sridhar et al., 2002;
Tzelikis et al., 2005; Aldave et al., 2009);
aplicagdo de alcool 20% sobre area
demarcada da cdrnea por 40 segundos e
remocdo da camada epitelial (Dua et al.,
2006, Mc Grath e Lee, 2014) ou a aplicacdo
do aparelho diretamente sobre o epitélio
(Sila et al., 2008; Silva et al., 2011).

Em todas as técnicas analisadas foi
realizada anestesia tépica com colirio de
tetracaina a 1%, cloridrato de
proximetacaina a 0,5% ou proparacaina a
0,5%, além de antissepsia com
iodopovidona na concentracdo de 1:50
previamente ao procedimento (Sridhar et
al., 2002; Tzelikis, 2005; Sila et al., 2009;
Aldave et al., 2009; Silva et al., 2011; Pal-
Gosh et al., 2011; Gosling et al., 2013;
McGrath e Lee, 2014).

Silva et al (2011) avaliaram
histologicamente ~ cOrneas  de  cdes
debridadas com DB diretamente sobre o
epitélio ou sobre a membrana basal ap6s a
remogdo do epitélio. Ndo foi observada
diferenca na profundidade da lesdo,
independente da aplicacdo sobre o epitélio
ou sobre a MB, havendo areas de perda
desta Ultima, e areas em que se apresentava
integra em todas as amostras avaliadas.
Além disso, em nenhuma das cérneas o
debridamento havia ultrapassado a porcdo
anterior do estroma.

Atualmente acredita-se que o debridamento
por DB seja uma técnica segura e com altos
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indices de sucesso no tratamento de Ulceras
recorrentes em seres humanos e em caes,
produzindo melhora, inclusive, na acuidade
visual por correcdo do indice refrativo
resultante de reparacdo de defeitos epiteliais
(Srhidhar et al., 2002; Tzelikis et al., 2005;
Silvaetal., 2011).

2.2 Exame oftalmoldgico do equino
2.2.1. Anamnese

Um histérico fidedigno é importante para o
diagndstico das lesbes oculares.
Determinadas informagGes podem sugerir
alguma condigdo e até mesmo ajudar na
elaboracdo do prognostico. O individuo a
ser entrevistado deve ser aquele que
acompanhou o surgimento ou a evolucéo da
afeccdo. Deve-se questionar sobre a queixa
principal, ressaltando alteragdes na cor do
olho, estrabismo, secrecdo ocular e seu
aspecto, reducgdo da viséo e se a afeccdo é
bilateral. Se a queixa principal for
dificuldade visual, deve-se investigar se é
observado em ambientes de maior ou menor
iluminacdo. Deve-se questionar se a visdo
piora de perto ou de longe e se a
identificacdo de objetos em movimento
também estd comprometida (Viana, 2002;
Carastro, 2004).

Outras informacdes importantes devem ser
obtidas, tais como: a duracdo dos sinais
clinicos, ha quanto tempo tem sido
observados (horas, dias, semanas, meses),
se 0 animal ja havia apresentado alteracoes
e se houve acometimento de outros animais,
se foi realizado qualquer tratamento
anterior e qual a medicacdo utilizada. Deve-
se solicitar a medicagdo que estd sendo
usada no paciente, pois muitas vezes o
cliente confunde-se a respeito da base usada
(Carastro, 2004).

2.2.2. Exame clinico

Antes da manipulacdo do animal é
interessante observar o paciente em busca
de deficiéncias visuais e determinar o nivel
de conforto (Carastro, 2004). Além disso,
deve-se avaliar a simetria das Orbitas e
fossa supraorbitais e da face, que em
situacBes de déficits neuroldgicos com
comprometimento  do nervo  facial,

apresenta assimetria labial ou ptose
palpebral e auricular (Taylor e Hillyer,
1997).

A posicédo do bulbo ocular também precisa
ser avaliada. Edema palpebral e conjuntival
severos podem indicar trauma, acidente
ofidico ou reacdo anafilatica a picada de
insetos. As palpebras devem ser avaliadas
guanto a simetria, laceracBes, cicatrizes e
sinais de dor (Hendrix, 2005).

Dentre os principais sinais de dor destacam-
se 0 blefaroespasmo, a fotofobia e
diminuicdo da angulacdo normal dos cilios
(Hendrix, 2005; Tayllor e Hillyer, 1997,
Brooks, 2007). As pélpebras, o canto
medial do olho e a terceira palpebra devem
ser avaliados quanto a presenca de secrecao
ocular, epifora ou sangue. A protrusdo da
terceira palpebra pode indicar enoftalmia
devido a dor, ocorréncia de neoplasias,
afeccOes orbitais ou sistémicas (Hendrix,
2005).

A posicdo do bulbo ocular deve ser
observada e enoftalmia e exoftalmia devem
ser diferenciadas, respectivamente, de
microftalmia e buftalmia. Enoftalmia é a
retracdo do globo ocular indicando dor
ocular, sendo geralmente acompanhada por
blefaroespasmo. Exoftalmia pode ser um
indicativo de tumores retrobulbares ou de
processos infecciosos ou inflamatdrios na
oOrbita. A microftalmia é uma condicéo
congénita em que o bulbo ocular tem
tamanho menor do que normal ou quando
este nem apresenta estruturas de um olho
normal. A uveite crbnica ou traumas
severos podem originar uma condigdo em
gue o olho se apresenta menor, denominada
phthisis bulbi, em que ha degeneracdo do
globo ocular. A buftalmia é o aumento do
bulbo ocular secundario ao glaucoma
(Hendrix, 2005).

A movimentacdo do bulbo ocular deve ser
observada em ambos os olhos, por meio da
movimentagdo da cabe¢a do animal, ou de
algum objeto pelo qual este apresente
interesse & sua frente (Brooks, 2007).

Se ha queixa de perda visual, deve-se fazer
alguns testes antes da sedacdo. Cavalos
frequentemente ndo cooperam com os testes
visuais, mas pode se criar um percurso com
barreiras, como baldes ou fardos de feno,
facilitando a sua realizacdo. A capacidade
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visual de um olho €é sempre testada
fechando o olho oposto, com maéscaras ou
até com uma atadura. Torna-se importante
simular condi¢es de iluminagdo variada,
especialmente a condicdo em que o cliente
acredita que a visdo seja mais afetada
(Carastro, 2004).

Avaliar os reflexos auxilia no diagnostico
dos problemas oculares de origem
neuroldgica ou de lesdo nervosa secundaria.
A resposta de ameaca se desenvolve no
cortex cerebral, ndo sendo considerado um
reflexo, mas uma resposta cerebral treinada
e complexa, raramente presente em potros
ao nascimento. Eles sé desenvolvem essa
habilidade entre duas a quatro semanas de
vida (Irby, 2011). A via aferente é gerada
por um gesto inesperado no campo visual
proximo. As respostas esperadas serdo o
fechamento das palpebras e movimentacéo
da cabega para o lado oposto. Essa resposta
¢ observada em potros as duas semanas de
vida (Carastro, 2004).

Os quadrantes do campo visual devem ser
avaliados com objetivo de se eliminar uma
deficiéncia visual parcial. Ndo se deve
proceder um gesto ameagador, apesar do
nome do teste, mas fazer um gesto notavel
gue ndo gere corrente de ar para ndo
estimular as abundantes terminagfes do
nervo trigémeo na cornea, evitando tocar os
pelos sensitivos ao redor dos olhos. A via
aferente da resposta de ameaca € iniciada na
retina/nervo optico (par Il) pela observacao
do gesto, enquanto a via eferente é
completada pelo nervo facial (VII) com o
fechamento das péalpebras. A auséncia de
resposta a ameaca ndo quer dizer que haja
perda visual. Alguns cavalos podem
simplesmente ndo se importar com a
presenca e 0 gesto do examinador
(Carastro, 2004; Irby, 2011).

O reflexo palpebral deve ser avaliado
tocando as palpebras superior e inferior nas
comissuras lateral e medial, o que deve
provocar o fechamento das palpebras a cada
toque. Na espécie equina a mobilidade da
palpebra superior é normalmente muito
maior do que a da palpebra inferior. A
porcao aferente desse reflexo é gerada pelo
ramo maxilar do nervo trigémio, que é
sensitivo na face. Quando toca a palpebra
superior o examinador avalia o ramo

oftdlmico do nervo trigémeo (par craniano
V) e na pélpebra inferior avalia 0 ramo
maxilar do mesmo nervo. A porcdo eferente
é realizada pelo nervo facial (par VII)
produzindo a contragio do musculo
orbicular ocular. Se ao tocar a péalpebra
superior no canto medial ndo houver
resposta, 0 examinador deve tocar a mucosa

nasal ipsilateral, que é inervada pelo
trigémeo (Irby, 2011).

O reflexo a luz é subcortical, sendo iniciado
pela incidéncia repentina de uma luz clara e
brilhante diretamente no olho do animal. O
fechamento parcial da péalpebra ou a
retracdo do bulbo ocular sdo as reacGes
esperadas. A porcédo aferente desse reflexo
é gerada pelo nervo optico (par Il) e a
porcéo eferente é via nervo facial (par VII)
(Irby, 2011). Uma resposta positiva nao
indica necessariamente a integridade da
visdo, pois em alguns  animais
completamente cegos ainda ha captagdo do
estimulo luminoso pelo nervo Optico,
mesmo gue ndo haja a transformacdo desse
estimulo em imagem (Carastro, 2004).

O exame pupilar deve ser realizado com
auxilio de uma fonte de luz e cada olho
deve ser avaliado quanto ao tamanho, forma
e simetria das pupilas (Irby, 2011).
Anisocoria, ou seja, 0 tamanho desigual das
pupilas é sempre preocupante. As causas
possiveis de anisocoria sdo 0 glaucoma,
uveite, sinéquias, atrofia da iris, uso de
agentes farmacol6gicos como a atropina
(cujo efeito residual pode durar até duas
semanas nos cavalos), afeccdes de retina e
nervo optico, doenga neuroldgica de origem
central e paralisia do nervo oculomotor. O
reflexo pupilar direto é testado por meio da
incidéncia de uma fonte de luz forte sobre a
pupila. A incidéncia de luz diretamente
sobre a pupila permite a passagem desta
para o fundo do olho e estimula melhor este
reflexo. A reacdo esperada é a miose, ou
seja, a constricdo da pupila. O reflexo
pupilar consensual ¢é avaliado no olho
oposto aquele em que se incide diretamente
a fonte de luz. Nesse caso € esperada a
constricdo parcial da pupila (Carastro,
2004; Brooks, 2007).

Face e regido orbital do animal devem ser
devidamente palpados a fim de se avaliar a
presenca de edema, dor, fraturas orbitais,
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tumores oculares e retrobulbares que
poderiam produzir exoftalmia (Hendrix,
2005; Colitz et al., 2000; Moore et al.,
2000; Gilger, 2013).

Para uma avaliacdo detalhada é interessante
usar alguns instrumentos como uma fonte
de luz, que pode ser desde uma lanterna de
boa iluminacdo até um transiluminador ou
otoscopio. Uma lupa pode ajudar a melhor
visualizacdo  de lesbes pequenas,
juntamente a fonte de luz (Carastro, 2004;
Dwyer, 2008). As palpebras devem ser
avaliadas quanto a presenca de laceracdes,
edema, dor e neoplasias. Nas conjuntivas
deve-se buscar por hiperemia, edema,
hemorragias petequiais e neoplasias. A
terceira palpebra deve ser observada de
forma a identificar hiperemia, petéquias,
pigmentacdo da margem, neoplasias e
corpos estranhos (Moore et al., 2000).

Antes de se iniciar o exame de cOrnea e
cdmara anterior € preciso avaliar as
conjuntivas oculares. A ocorréncia de
conjuntivites primarias em equinos é rara,
mas o0 acometimento das conjuntivas
secundario a problemas bulbares ¢é
frequente. Sinais como, hiperemia, edema,
congestdo e hemorragias conjuntivais sdo
sinais auxiliares no diagndstico desses
problemas (Cutler, 2004).

Como cornea é a localizagdo mais comum
das afeccBes oculares, todo olho com sinais
de inflamagdo deve receber o0s corantes
fluoresceina e rosa bengala (Williams e
Pinard, 2013; Brooks, 1999).

A fixacgdo da fluoresceina indica a defeitos
na profundidade total do epitélio corneano.
Entretanto, algumas vezes as afeccOes
corneanas podem corar menos, Ou serem
menos  visiveis, mesmo para um
oftalmologista  experiente.  Avaliar 0
paciente em ambiente suficientemente
escuro permite a identificacdo de
opacidades  discretas ndo ulcerativas
(Cutler, 2004). A retencdo do corante de
fluoresceina  secundaria & exposicao
prolongada pode ocorrer. Nesse caso ndo
sera identificada opacidade, apenas a
retencdo do corante no centro da cornea.
Por isso a aplicacdo dos corantes deve ser
seguida de rapida lavagem com soro
fisioldgico, permitindo a fixacdo em éareas
lesionadas, mas evitando a fixagdo sobre

superficies intactas (Cutler, 2004).

A camara anterior deve sre inspecionada
com auxilio de uma fonte de luz, buscando
a presenca de sangue, fibrina e hipopio,
facilmente observados com uso de uma
simples lanterna. Para avaliar lesdes por
edema de cornea e pequenas fissuras €
melhor utilizar um oftalmoscépio direto, em
ambiente escuro (Hendrix, 2005).

2.2.3. Termografia ocular inffravermelha

A termografia infravermelha é uma técnica
ndo-invasiva para de mensuragdo da
temperatura superficial, com a vantagem
mostrar a distribuicdo de temperatura em
tempo real (Tan et al., 2009).

O principio fisico aplicado a termografia
preconiza que a radiagdo infravermelha
emitida por diversas superficies seja
captada pela termocémera, formando a
imagem que é denominada termograma.
Diferentemente da termometria
infravermelha, que mostra apenas uma
temperatura, a termografia apresenta uma
escala de temperaturas captadas na
superficie. (Tan et al., 2009).

A técnica foi pioneiramente introduzida na
medicina moderna por Lawson em 1956
que correlacionou 0 aumento de
temperatura com a incidéncia de cancer de
mama em seres humanos. Nos ultimos 50
anos essa tecnologia transformou o conceito
de mensuracdo da temperatura corporal,
sendo amplamente empregada na atualidade
(Tan et al., 2009).

A partir dos anos 90, a termografia passou a
ser empregada no diagnostico de doencas
oculares (Stefanie, 2009). Ela ja foi
avaliada quanto ao uso em seres humanos
com dacriocistite, ceratoconjuntivite seca,
glaucoma, iridociclite e neurite (Eremenko,
1990; Tukuola et al., 1990; Morgan et al.,
1995). Na espécie equina mostrou-se um
método répido para indicar e mapear
possiveis  enfermidades na  regido
toracolombar em animais de tragdo (Fantini,
2010).

Estudos recentes demonstram a relagdo
entre a temperatura ocular e a corporal e
relacionam sua elevacao ao grau de estresse
a que cavalos sdo submetidos durante
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treinamento e competices, validando a
termografia ocular como forma de avalia-lo.
(Johnson et al., 2011; McGreevy et al.,
2012; Valera et al., 2012).

Um estudo feito na Clinica de Olhos da
Universidade de Heidelberg apontou
aumento de temperatura média de 2,2°C na
superficie corneana de seres humanos com
iridociclite em comparacdo a pessoas do
grupo controle (Stefanie, 2009).

Outras técnicas de mensuracdo da
temperatura ocular, relatadas antes do
advento da termografia, eram extremamente
invasivas e consistiam no posicionamento
de agulhas na 6&rbita como uma probe.
Além de pouco eficazes, pois a
movimentacdo da probe produz medidas
erradas, essas técnicas eram intensamente
traumaticas e exigiam contencdao e anestesia
topica (Tan et al., 2010).

Dentre as dificuldades a realizacdo da
termografia na oftalmologia destaca-se o
filme lacrimal fluido que recobre a cérnea,
apos a qual encontra-se uma camara repleta
de humor aquoso cuja profundidade difere
ao longo da estrutura curvilinea da cérnea.
Assim, dependendo do ponto mensurado na
cornea, ha certa variacdo na temperatura, 0
gue gera divergéncias sobre a técnica mais
adequada para alcancar uma medida
acurada (Tan et al., 2009).

Diversas formas de alcancar a temperatura
média da superficie ocular foram propostos:
mensuragdo horizontal em  diferentes
quadrantes ou pontos ao longo da superficie
corneana, de forma a se obter uma
temperatura média de angulos diferentes;
realizacdo de medidas ao redor do apex
corneano e a utilizacdo de um método
automatizado de um sistema de algoritmo
(Tan et al, 2012). A maioria dos
pesquisadores determina a temperatura
média com a medida de uma ou mais
regibes da superficie ocular, mas sdo
necessarios mais estudos que demonstrem a
técnica mais fidedigna de mensuracdo da
temperatura da superficie corneana de olhos
lesionados utilizando termocameras (Tan et
al., 2009, Tan et al., 2010).

2.3. Plasma rico em plaquetas (PRP)

Plaquetas sdo fragmentos citoplasmicos de

megacaridcitos e desempenham um papel
central no complexo processo de
hemostasia. A formacdo do codgulo e a
ativacdo plaquetaria sdo considerados o0s
primeiros passos do processo de reparacao
(Wroblewski et al., 2010).

O plasma é um derivado do sangue, pobre
em células, mas rico em proteinas e
plaguetas. As plaguetas  sanguineas
desempenham importante papel no processo
de reparacéo tecidual, modulando a resposta
inflamatdria (Harmon et al., 2014).

As plaguetas possuem no seu citoplasma
granulos o, & e A, organelas contendo
moléculas bioativas que provém as
propriedades cicatrizantes plaquetaria. Os
granulos-a contém diversos fatores de
crescimento que sdo liberados apos a
ativacdo plaquetéaria. O efeito combinado
desses fatores cria um elaborado processo
autocrino e paracrino que posteriormente
resulta em resposta tissular (Wroblewski et
al., 2010).

Em até uma hora ap6s a ativacdo
plaquetaria sdo secretados 95% dos fatores
pré-fabricados presentes nos granulos. As
plaquetas mantém uma producdo adicional
de fatores durante alguns dias (Wroblewski
etal., 2010).

Uma rica fonte de um complexo grupo de
fatores de crescimento essenciais para a
reparacdo tecidual é o plasma rico em
plaquetas (PRP) (Carter et al., 2003; El-
Sharkawy et al., 2007). Assim ¢
denominado o plasma cujo processamento
eleva a concentracdo inicial de plaquetas do
sangue total de onde ele foi extraido.
Entretanto, essa é uma descricdo
simplificada do PRP e ndo discorre sobre a
variedade de tipos de PRP (Harmon et al.,
2014).

Diversos parametros devem ser levados em
consideracdo quando se classifica um PRP,
como a concentracdo de plaguetas superior
a inicial, a presenca ou ndo de leucdcitos,
qual foi o anticoagulantes utilizado e se é
necessaria ativacdo exogena (Harmon et al.,
2014).

A contagem plaquetaria absoluta do PRP
varia conforme a contagem plaquetéaria
inicial e ainda ndo foi determinada a
concentracao ideal de plaquetas no PRP. A
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hipétese de que um maior ndmero de
plaguetas confere ao PRP uma maior
concentracdo de fatores de crescimento e
melhores  resultados na  aplicacdo
terapéutica ndo foi comprovada (Harmon et
al., 2014). Graziani et al. (2006) sugerem
que uma concentracdo Otima de plaquetas
no PRP deve ser duas vezes e meia superior
a concentracdo inicial. ConcentracGes mais
baixas poderiam ter efeitos inibitérios,
principalmente por estarem associadas a
alta concentracdo de leucocitos. Os
leucécitos intensificam a inflamacdo e
destruicdo tecidual oxidativa, mas a
liberacdo de fatores pro-inflamatérios
teciduais, leucocitarios ou presentes no
PRP, perpetua a inflamacdo (El-Sharkawy
et al., 2007; Busso et al., 2008; Boilard et
al, 2010).

H& dois sistemas para producdo de PRP, o
de baixa contagem, que separa 0 Sangue
total em dois componentes: celular e plasma
contendo plaquetas em suspensdo; e o de
alta contagem que separa 0 sangue total em
trés fracbes: células vermelhas, capa
leucocitaria e plasma contendo plaquetas
(Harmon et al., 2014). Dentre cada sistema
existem varios protocolos para obten¢do de
PRP.

Inicialmente, o PRP era obtido através de
equipamentos de plasmaférese com kits de
PRP contendo trombina bovina ou célcio
para ativacdo exdgena das plaguetas. Como
essa técnica apresentava alto custo para
producdo do PRP, novos protocolos mais
econdmicos permitiram a obtencdo de
pequenos volumes de PRP, utilizando
centrifugas comuns. Varios dos protocolos
mais  econbmicos  preconizam  duas
centrifugacbes. A primeira para separar
hemacias e leucdcitos das plaquetas, pelas
diferencas de densidade celular. A segunda
centrifugacdo separa o plasma rico em
plaguetas (PRP) do plasma pobre em
plaquetas (PPP) (Vendruscolo et al., 2012).

Vendruscolo et al. (2012) analisou 10
diferentes protocolos preconizando duas
centrifugacdes e observou que a quantidade
de plaquetas no PRP variou conforme a
forca de centrifugacdo (FCR). Foi
observado que protocolos com altas FCR
ndo obtém altas concentracBes plaguetérias.
Os autores acreditam que isso se deva a

lesdo ou ativacdo das plaquetas durante a
centrifugacdo. O tempo de centrifugacdo
ndo apresentou influéncia na concentracao
plaquetéria. J& a concentracdo de TGF-B foi
a mesma, independentemente do protocolo
utilizado.

Em uma  técnica  especificamente
desenvolvida para obtengdo de PRP de
equinos, foi utilizado um equipamento
denominado SmartPReP2 System, que
conseguiu concentrar 3,77 vezes 0 nUmero
de plaquetas, associado a reducédo de células
mononucleares em 1,85 wvezes. Um
resultado importante, uma vez que
leucocitos  propagam a  inflamagdo
produzindo mais lesdo tecidual (Schnabel et
al., 2007).

Muitos kits para a producdo de PRP
utilizam anticoagulantes como o 4&cido
citrico dextrose (ACD) para inibir a
agregacdo plaquetaria (Mammoto et al.,
2013). O ACD além de prevenir a
coagulacdo torna o PRP mais acido do que
é fisiologico. Como a ativacdo plaquetéria
pode ser induzida pelo pH tecidual, alguns
protocolos contam com a diluicdo do PRP
para corrigir o pH e torna-lo fisioldgico
antes da aplicacdo (Gimeno et al., 2006;
Vendruscolo, 2012).

A ativagdo resulta em répida liberagdo dos
fatores de crescimento contidos nos
granulos presentes no citoplasma das
plaquetas, levando & liberacdo de 90% doas
fatores pré-fabricados em até dez minutos.
Como muitos dos fatores de crescimento
possuem meia-vida curta, melhores
resultados sdo alcangados quando a
ativacdo ocorre imediatamente antes da
aplicagdo ou no sitio de acdo. A aplicacdo
de PRP inativado pode resultar em ativacdo
plaquetaria mais fisiologica pelo tecido
onde foi depositado (Harmon et al., 2014).

Para evitar ativacdo indesejada a maioria
dos protocolos preconiza o uso de agulhas
de grosso calibre para obtencéo do sangue e
transferéncia do PRP do frasco com
anticoagulante para o frasco de estoque.
Para as técnicas envolvendo centrifugas é
interessante que estas possuam controle da
frenagem para evitar a ativagdo no fim do
processamento. Entretanto ainda nao existe
um protocolo ideal que evite a ativacdo
(Harmon et al., 2014).
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O colégeno é um ativador natural do PRP,
assim, ndo ha necessidade de utilizar
ativadores exdgenos guando ele é aplicado
em tecidos moles. Quando os fatores de
crescimento sdo liberados se inicia um
processo inflamatério, com  duracdo
aproximada de trés dias (Fufa et al, 2008;
Harrison et al., 2011; Harmon et al., 2014).

Como o potencial de liberacdo dos fatores
de crescimento pelo PRP é pouco descrito,
as reais alteracdes inflamatdrias resultantes
da aplicacdo do PRP sdo desconhecidas (EI-
Sharkawy et al., 2007).

Diversos fatores de crescimento
plaquetdrios  atuam  diretamente  na
inflamagdo  incitando,  inibindo, ou
realizando as duas vias. Entre os fatores
encontrados no PRP estdo o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento transformador [-1
(TGF-B1), fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF-1), fator de crescimento
epitelial (EGF), fator de crescimento
epitelial vascular (VEGF) e Fator de
crescimento fibroblastico basico (FGF-b)
(Constable, et al., 1973; El-Sharkawy et al.,
2007). Ao PDGF, IGF-1 e TGF-B foram
atribuidas importantes propriedades
anabolicas e mitogéncias. O TGF-B parece
ter atuagdo bifasica, agindo como mediador
antinflamatoério, adicionalmente as suas
propriedades pré-inflamatérias. As
propriedades  reparadoras do TGF-B
indicam uma ligagdo entre mecanismos
envolvendo a resolucdo da inflamacéo e a
reparacdo de tecidos lesionados (EI-
Sharkawy et al., 2007).

A resolucdo da inflamagdo também é
mediada naturalmente por moléculas
lipidicas enddgenas derivadas do 4&cido
araquidonico,  denominadas  lipoxinas
(LX’s). Essas moléculas sdo capazes de
retardar a entrada de novos neutréfilos no
local da inflamagdo e promover sua
apoptose. As LX's também sdo
quimiotaticas para mondcitos e macrdfagos,
que fagocitam  células  apoptoticas,
promovendo reparacdo e supressdo da
inflamacdo. A mais importante via de
biossintese de LX-A4 em seres humanos é a
interacdo de neutrdfilos e plaquetas nos
vasos sanguineos (El-Sharkawy et al.,
2007).

El Sharkawy et al. (2007) demonstraram os
efeitos pré e antinflamatérios do PRP. Os
autores encontraram elevada concentragao
de fatores de crescimento liberados pelo
PRP em tecidos lesionados, 0 que aumenta
0 processo regenerativo e possui atividade
antiflogistica. Esta atividade foi
demonstrada pela auséncia de ativacdo
macrofagica, inibicio da  proteina
guimiotatica para macrofagos 1(MPC-1),
aumento na citocina liberada sob ativagéo,
expressada e secretada por células T
normais (RANTES), presente nos granulos
alfa plaquetérios. Além disso, comprovou-
se sua dupla fungdo: pré e antinflamatéria.
A aplicacdo de PRP  suprimiu
significativamente a resposta inflamatoria
ao promover a secrecdo de LX-A4. Os
autores concluiram ser o PRP capaz de
facilitar o processo de reparacéo tecidual ao
controlar a resposta inflamatéria local.

Outra caracteristica interessante do PRP € a
sua habilidade angiogénica. Diversos
fatores pro-angiogénicos como o VEGF,
PDGF, fator de crescimento epidermal
derivado de plaquetas (PD-EGF), FGF-b,
TGF-B e angiopoetinas, sinalizam e
mediam a atividade pro-angiogénese do
PRP, o que abre um novo leque de
aplicagBes terapéuticas desse rico material
biol6gico no campo da engenharia tissular e
medicina regenerativa (Mammoto et al.,
2013).

No campo da oftalmologia, diferentes
protocolos de formulagdo de PRP
produziram resultados significativos no
tratamento de ceratoconjuntivite seca,
ceratite infecciosa e Ulcera de coérnea
indolente. O PRP ¢é considerado uma
importante terapia auxiliar em lesdes
corneanas refratarias a terapias
convencionais, relacionando sua utilizagdo
a melhora dos sinais clinicos e & inducédo da
reparacdo corneana, MesSMO em CasoS
complicados por perfuragdo corneana (Alio
et al., 2007a; Alio et al., 2007b; Kim et al.,
2012; Alio et al., 2013).

Recentes estudos mostram, todavia, certos
efeitos indesejaveis dos fatores de
crescimento presentes no PRP, que ao
estimular  excessivamente  modificacdes
celulares e a deposicdo de matriz
extracelular, levam & perda da arquitetura
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tecidual normal, podendo aumentar a
densidade do estroma corneano e produzir
opacidades (Mc Grath e Lee, 2014).

O TGF-B ¢ considerado o mais importante
fator de crescimento para reparacdo de
lesGes corneanas. Ele é capaz de induzir a
transicéo dos ceratocitos para
miofibroblastos, responsaveis pela
deposicdo de matriz extracelular e
contracdo da ferida, aumentando a sintese
de fibras colégenas diversas e fibronectina,
intensificando a expressdo de actina com
maior desenvolvimento de fibrose (Saika,
2006). Os TGF’'s também podem aumentar
o0 edema e opacificacdo da cornea durante o
processo de reparagdo devido a quimiotaxia
de células inflamatérias e estimulo a
angiogénese. A modulacdo da via
inflamatéria mediada por TGF pode
contribuir para a prevencdo das cicatrizes
corneanas (Mc Grath e Lee, 2014).

A aplicacdo de plasma rico em fatores de
crescimento - obtido na ativagdo exogena
de plaguetas no PRP - intensificou a
proliferacdo e migracdo de ceratécitos e
fibroblastos conjuntivais, além de atuar na
inibicdo e protecdo contra a diferenciagdo
de miofibroblastos induzida pelo TGF-f1
(Anitua et al., 2011).

Terapias envolvendo plasma rico em
plaquetas tém sido amplamente estudadas
no campo da terapia regenerativa em
diversos sistemas e tecidos, inclusive na
oftalmologia principalmente no tratamento
de Ulceras de cdrnea complicadas e da
ceratoconjuntivite seca em seres humanos
(Gimeno et al., 2006; Cervelli et al., 2009.;
Wroblewski et al., 2010; Gimeno et al,
2013; Mammoto et al., 2013; llhan, 2014).
Mas na medicina veterinaria os estudos
ainda se restringem a ortopedia, no
tratamento de lesbes  ligamentares,
tendineas, articulares, fraturas e no
tratamento de feridas cutaneas (DeRossi et
al, 2009; Monteiro et al., 2009; Textor,
2011; Torricelli et al., 2011; Yamada et al.,
2012; Carmona et al.,, 2005). Até o
momento ndo foram encontrados estudos
sobre 0 uso do PRP na oftalmologia
veterinaria, assim como ndo ha informacéo
sobre os efeitos de terapias envolvendo
PRP heterologo,

3. MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi submetido a
Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFMG), recebendo certificacdo de
acordo com o0s principios éticos da
experimentacdo animal, sob Protocolo n°
294/2013 (Anexo 1). Dezoito cavalos foram
incluidos na presente pesquisa apos
passarem por uma avaliagdo clinica e
oftdlmica e ndo apresentarem quaisquer
condigdes patoldgicas. Os animais foram
cedidos ao experimento conforme termo de
consentimento previamente assinado por
seus proprietarios.

3.1. Experimento 1: Avaliacdo
histolégica dos olhos de equinos
submetidos a técnica de inducdo da
ulcera de cornea, com o uso do
Diamond Burr

Foram utilizados seis olhos, de trés cavalos
qgue foram a ébito por motivos diversos,
sem queixas oftalmoldgicas, em um periodo
maximo de uma hora ap6s o 6bito.

O epitélio corneano foi debridado com o
equipamento de Diamond Burr', em pontos
diferentes da superficie corneana (Fig. 2). O
aparelho foi mantido em funcionamento
sobre a cOrnea durante 5, 10, 20, 30, 60 e
120 segundos, de acordo com o ponto pré-
mapeado (Fig. 3).

Em seguida os olhos foram enucleados,
conservados em formalina tamponada 10%
e as corneas foram removidas com 0,3 mm
da esclera, sendo fixadas por formalina
tamponada 10% por 48 horas. O material
foi desidratado em solucBes crescentes de
etanol, 70%, 80%, 90% e absoluto,
diafanizadas em xilol e embebidas em
parafina e as amostras emblocadas em
parafina em equipamento histotécnico®. O
material foi cortado em micrétomo®, com
navalha de 4 mm de espessura em cortes de
3 mm de profundidade. Posteriormente

! Algerbrush®, Alger Company, INC; Lago
Vistd TX, EUA

2 LEICA ASP 300S, Leica Microsystems
Inc.; Buffalo/ NY, EUA

3 LEICA RM 2245, Leica Microsystems
Inc.; Buffalo/ NY, EUA
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foram corados pela técnica rotineira de
hematoxilina-eosina (HE) e montadas entre
lamina e laminula com balsamo do Canada
sintético.

As ladminas foram analisadas através
de microscopio 6ptico® e as imagens foram
gravadas digitalmente por cAmera® acoplada
ao microscopio.

Os achados histologicos foram analisados
através de estatistica descritiva dos achados.

Ap6s a avaliagdo  histolégica e
comprovacdo da  padronizacdo  na
profundidade da lesdo pela técnica foi dado
seguimento ao experimento in vivo.

3.2. Experimento 2: Tratamento da
Glcera de cdrnea superficial, em
cavalos, com plasma rico em
plaquetas autdlogo e heterdlogo

3.2.1. Condicdes experimentais

Cada animal foi mantido em piquete
individual recebendo agua fresca, capim
Napié picado e feno ad libitum, além de 1
kg de racdo para equinos peletizada com
13% de proteina oferecida diariamente.
Esses animais permaneceram alojados
durante os nove dias do experimento ou até
a completa resolucdo dos sinais clinicos
oculares.

As condigdes climéticas, durante a
realizagcdo do experimento, estdo descritas
na Tab.1.

* LEICA DM 400B, Leica Microsystems
Inc.; Buffalo/ NY, EUA
® LEICA DFC 500, Leica Microsystems
Inc.; Buffalo/ NY, EUA

3.2.2. Selecdo dos animais

experimentais

Foram utilizados sete machos e onze
fémeas, com idade média de 9,35 anos. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente
nos grupos experimentais abaixo descritos:

Grupo 1 (Controle positivo): Ulcera de
cornea induzida, no olho direito e tratada
com 100ul tépico de soro fisioldgico estéril
acondicionado a 5°C e aplicados a
temperatura ambiente, a cada seis horas. No
olho esquerdo foi utilizado 100ul tépico de
soro fisiolégico, a cada seis horas, sem
inducdo da ulcera, como controle negativo;

Grupo 2 (PRP aut6logo)- Ulcera de cornea
induzida, no olho direito e tratada com
100ul tépico, a cada seis horas, de Plasma
Rico em Plaquetas (PRP) aut6logo
acondicionado a 5°C e aplicados a
temperatura ambiente. No olho esquerdo foi
utilizado 100ul toépico de PRP autdlogo, a
cada seis horas, sem inducdo da ulcera,
como controle negativo do PRP aut6logo;

Grupo 3 (PRP heter6logo)- Ulcera de
cornea induzida, no olho direito e tratada
com 100ul tépico, a cada seis horas, de
Plasma Rico em Plaguetas (PRP)
heter6logo acondicionado a 5°C e aplicados
a temperatura ambiente. No olho esquerdo
foi utilizado 100ul tépico de PRP
heter6logo, a cada seis horas, sem indugdo
da Ulcera, como controle negativo do PRP
heterdlogo.
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Tabela 1:Média + erro padrdo da temperatura ambiente maxima e minima e umidade relativa do
ar, no momento dos exames termogréafico e clinico

Dia Temperatura (°C) Umidade relativa (%)
Minima Maxima
Dia0 25,95 + 0,53 27,38 + 0,54 76,04 + 2,30
Dial 23,08 + 0,44 23,82+ 0,46 75,44 + 1,18
Dia 2 23,31+0,13 24,19 + 0,29 76,61+ 1,70
Dia 3 22,99 + 0,36 24,17 + 0,15 67,18 + 2,04
Dia 4 21,82 +0,47 23,96 + 0,33 71,11+181
Dia5 22,21+0,49 23,56 + 0,14 72,83 +1,38
Dia 6 23,55 + 0,36 24,23 + 0,34 69,67 + 1,28
Dia 7 21,16 + 0,55 23,19 +0,17 74,44 + 1,28
Dia 8 23,48 + 0,21 23,97 + 0,25 72,50 + 0,56

3.2.3. Exame clinico

Todos os animais passaram por criteriosa
avaliacdo oftalmoldgica diaria, seguindo
uma tabela de escala desenvolvida para
cada sinal ocular avaliado (Anexo 2). Sinais
ndo classificados e demais observagdes
eram anotados na ficha de cada animal.
Nessa ocasido, a lesdo era também
fotografada utilizando uma escala, para
posterior  mensuracdo. Os  exames
oftalmoldgicos foram realizados durante 0s
nove dias de experimento (do dia anterior
ao tratamento até o dia seguinte a ultima
aplicacdo), de acordo com a Tab. 2,
respeitando o horario de inicio e a ordem
dos animais avaliados.

3.2.3.1. Exame termografico

Diariamente, com um intervalo minimo de
duas horas apés a medicacdo das 6:00
horas, os animais tiveram seus olhos
examinados por termografia, evitando-se a
interferéncia da manipulacdo e da aplicagdo
do tratamento.

O exame termogréfico foi realizado com
uma termocamara infravermelha’, modelo
i-40, com cdmara digital e ajuste de imagem
termografica sobre a imagem digital. Esse
aparelho detecta variacBes de temperatura
entre -20 °C a 350 °C, possui sensibilidade
térmica de 100 mK e precisdo de 0,1°C.

"FLIR i40 - FILR Systems Brasil,
Sorocaba/ Sdo Paulo, Brasil

A resolugdo termogréfica foi calibrada
automaticamente conforme a temperatura
do ambiente.

Os animais foram contidos em tronco, sem
utilizagdo de nenhum tipo de sedagdo ou
tranquilizacdo que pudessem alterar a
circulacdo periférica e consequentemente o
exame termografico. As imagens foram
tomadas sem que houvesse qualquer
manipulacdo ocular pré-exame
termogréfico, em ambiente aberto, com luz
fraca a uma distancia de um metro,
focalizando o centro ou, apex corneano, e
realizando uma ou mais imagens em cada
momento. Entretanto, apenas uma das
imagens realizadas no momento foi
considerada para andlise estatistica, para
gue a temperatura fosse obtida de uma
Unica mensuracdo, e ndo fosse uma média
de véarias mensuracBes. Realizou-se a
mensuracdo da temperatura ambiente e da
umidade relativa do ar no momento de cada
exame, com o0 auxilio do Termo-higrémetro
digital ®.

As imagens foram processadas no programa
FLIR QuickReport’, com ajuste automatico
da temperatura ambiente, considerando-se a
porgéo central do bulbo ocular. Mensurou-
se tanto a temperatura do olho direito
quanto do esquerdo (Fig. 4) (Fig. 5).

& Termo-higrometro digital — Inconterm, Porto
Alegre, Brasil

° FLIR QUICKrEPORT 1.2 - FILR Systems
Brasil, Sorocaba/ S&o Paulo, Brasil
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Figura 2. Aplicacdo do Diamond Burr sobre a cornea  Figura 3. Ulceras de cornea superficiais
de animal ex vivo. produzidas em animal ex vivo com
auxilio do Diamond Burr.
Equipamento aplicado por 5, 10, 20,
30, 60 e 120 segundos sobre a cornea.
Observar a lesdo circular formada na
cornea (seta).

Figura 4. Termografia do olho direito de equino Figura 5. Termografia do olho esquerdo de
normal. Técnica de uma Unica mensuragéo equino normal. Técnica de uma Unica
No apex corneano. mensuragéo no apex corneano.
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Tabela 2: Cronograma dos exames oftalmoldgicos em equinos com Ulcera de cérnea induzida

Dia Momento do exame

Dia0 Antes do inicio da inducdo da Ulcera

Dia 1: 12 horas ap6s a inducéo e antes do inicio do tratamento
Dia 2 24 horas apds o inicio do tratamento

Dia 3 48 horas apos inicio do tratamento

Dia 4 72 horas ap6s inicio do tratamento

Dia 5 96 horas apds inicio do tratamento

Dia 6 120 horas apds inicio do tratamento

Dia 7 144 horas apds inicio do tratamento

Dia 8 168 horas apds inicio do tratamento

3.2.3.2. Exame oftalmoldgico

O exame clinico foi realizado por trés
avaliadores, em sistema de duplo cego.
Apos a tabulacdo dos dados, considerou-se
os resultados dos avaliadores 1 e 2 para
determinagdo da  concordancia entre
avaliadores. Para definicdo dos achados
clinicos, em cada exame, utilizou-se o0s
resultados do avaliador 3 quando houve
discordancia entre os avaliadores 1 e 2.

O exame clinico foi constituido por
inspecéo e impregnacao por fluoresceina. A
inspecéao observou-se:

a) Presenca de blefaroespasmo (Fig. 6):
classificado pelo éangulo formado entre
cilios e a tangente da superficie corneana
em: 0 - ausente - angulacdo normal
aproximadamente 90° (Fig. 6A) (Gilger,
2013); 1 — discreto, com angulacao entre 90
e 45° (Fig. 6B); 2 — moderado com
angulagdo < 45° (Fig.6C) e 3 — intenso, com
as palpebras fechadas (Fig.6D);

b) Fotofobia - com auxilio de lanterna,
observou-se a retracao do bulbo ocular ap6s
a incidéncia da luz e classificou-se em: 1 -

ausente e 2 - presente;

c) Epifora: observou-se a presenca de
lacrimejamento, classificada em: 1 - ausente
e 2 — presente (Fig. 7);

d) Alopecia: observou-se a area ao redor do
bulbo ocular, onde houvesse perda de pelo,
gue pudesse ser associado a prurido,
classificando em: 1 - ausente e 2 — presente

(Fig. 8);

e) Quemose: observou-se o grau de edema
da conjuntiva, classificado em: 0 — ausente
(Fig. 9A); 1 —discreta (Fig. 9B) e 2 —
intensa (Fig. 9C);

f) Hiperemia: observou-se a coloracéo da
conjuntiva comparando-a com a de um
animal normal, classificando-a em: 0 —
ausente (Fig. 10A); 1 - discreta (Fig. 10B) e
2 —intensa (Fig. 10C);

g) Edema de cornea: exame realizado com
auxilio de uma lanterna e classificado em: 0
—ausente (Fig. 11A), 1 —focal (Fig. 11B); 2
- difuso (Fig. 11C) e 3 - opacidade total
(Fig. 11D).
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Figura 6. Blefaroespasmo em equinos: classificagdo da angulacéo formada pelos cilios e a tangente
corneana. A: blefaroespasmo ausente. Observar o angulo de 90°. B: blefaroespasmo
discreto. Observar o angulo entre 90° e 45°. C: blefroespasmo moderado: angulo inferior
a 45°. D: blefaroespasmo intenso: palpebras completamente fechadas.

f - -

Figua 7. Epifora em equino. Observar o Figura 8. Alopecia na palpebra superior de um
umedecimento da pele abaixo do canto equino. Observar a auséncia de pelos
medial. (setas).
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Figura 9. Quemose em equinos: classificacdo do edema conjuntival. A: conjuntiva de aspecto
normal. B: quemose discreta. Observar a discreta insinuacdo da conjuntiva palpebral sobre
a cornea (seta). C: quemose intensa. Observar a marcante insinuagdo da conjuntiva sobre a
cornea (setas).
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Figura 10. Hiperemia conjuntival em equinos: classificacdo da coloracdo da conjuntiva. A:
conjuntiva de coloragdo normal. B: hiperemia discreta. Observar a coloracéo rosa escura e
congestdo de vasos conjuntivais (seta). C: hiperemia intensa. Observar a coloracéo
avermelhada da conjuntiva.
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Figura 11. Edema de cérnea em equinos: classificacdo da opacidade corneana. A: cOrnea com
transparéncia normal. B: edema focal. Observar opacidade pontual (seta). C: edema difuso.
Observar opacidade em ampla area da cpornea. D: opacidade total. Observar a perda de
transparéncia completa.

Figura 12. Teste de fluoresceina positivo. Observara ~ Figura 13. Mensuracdo da area marcada em
marcante impregnacdo do corante na cdrnea verde utilizando a escala observada a
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(em verde).

3.2.3.3. Teste da fluoresceina

Apbs a inspecdo, a cérnea de ambos os
olhos era corada com duas gotas de colirio
de fluoresceina sédica a 1% =, sendo o
excesso removido com 10 ml de solugdo
fisioldgica. Em seguida, foi avaliada quanto
a presenca de Ulcera sob iluminagdo com
filtro azul cobalto e o resultado classificado
em: 1 — negativo ou 2 — positivo (Fig. 12).

3.2.3.4. Mensuracdo da Uulcera de
cornea

Apo6s o uso do corante de fluoresceina, com
auxilio de uma escala posicionada
lateralmente a 6rbita, a cérnea dos animais
foi fotografada para posterior mensuragéo
da Ulcera através do software Image J*
(Fig. 13). O procedimento foi realizado
diariamente, imediatamente apds a 0 exame
oftalmoldgico,  conforme  cronograma
descrito acima.

O programa Image J permite que o
operador selecione a é&rea da imagem
desejada para, posteriormente, calcular sua
area em pixels. Comparando a escala
existente na lateral da imagem o programa
converte o valor em pixels para cm® A
mensuracdo do tamanho do defeito
corneano foi realizada por duas técnicas:
selecionando a margem da area corada em
verde e extraindo desse perimetro o valor
correspondente a 4area; e marcando 0s
maiores didmetros horizontal e vertical
encontrados na area corada.

Ao final dos sete dias de tratamento,
aqueles animais cujo exame oftalmolégico
detectou falha na reparacdo da lesdo ou
manutencdo de sinais de inflamacdo ocular,
foram mantidos para posterior tratamento
com antimicrobianos ou antinflamatorios
adequados a condicdo ocular de cada
animal.

3.2.4. Inducdo da ulcera de cérnea
superficial

3 Fluoresceina®, Allergan Produtos
Farmacéuticos Ltda. Sdo Paulo/SP, Brasil.

' Image J./Fiji 1,46, dominio pblico.

direita.

No dia 0 os animais foram submetidos a
termograma ocular utilizando a
termocamera infravermelho e exame
oftalmoldgico completo.

Realizou-se a antissepsia de cada olho com
50 ml de soluco de iodopovidona ™ diluido
a 0,05% em solucdo fisioldgica, sendo o
excesso removido com gaze estéril.

Em seguida os animais receberam anestesia
topica com colirio de cloridrato de
proximetacaina a 0,5% *®. Foram aplicadas
duas gotas, em duas doses intervaladas de 5
a 10 minutos em cada olho. Quando
necessaria anestesia adicional mais duas
gotas eram aplicadas. Ndo foi necessaria
contencdo quimica e blogueio anestésico.

Logo apds a anestesia, 0 equipamento de
Diamond Burr era gentilmente aplicado
sobre a cornea intacta do olho direito a mao
livre através de movimentos circulares
durante trinta segundos, de forma a remover
aproximadamente 80% do epitélio corneano
(Fig. 13). O olho esquerdo ndo passou por
debridamento, sendo considerado o controle
negativo dos tratamentos a serem
realizados. Para confirmag&o da presenca da
Ulcera, sobre a cérnea de ambos os olhos
era aplicado o corante de fluoresceina, e o
exame realizado como descrito
anteriormente.

3.2.5. Processamento e aplicacdo do
PRP

Diariamente, o sangue dos animais do
Grupo PRP autbélogo era coletado por
venopun¢do da jugular em dois tipos de
frasco, um contendo o anticoagulante
EDTA e o outro contendo o anticoagulante
ACD. O sangue coletado em &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) foi
submetido a avaliagdo em hemocitémetro

° PVPI® topico a 10%, Vansil Industria
Veterinaria, Descalvadd SP, Brasil

16 Anestalcon®, Alcon Laboratérios do
Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil
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automatico pela técnica de impedancia '
para realizacdo de hemograma. O outro
frasco, contendo o anticoagulante &cido-
citrico-dextrose (ACD), foi utilizado para
processamento do PRP. Como doadores do
PRP para o grupo PRP-heter6logo foram
utilizados dois animais do grupo PRP
autélogo, sendo mantido sempre 0 mesmo
doador para um equino do grupo PRP
heter6logo.  Os frascos contendo PRP
foram acondicionados em centrifuga
automatica®, centrifugados a 130 gdurante
8 minutos com tempo de frenagem de 2
minutos. A fragdo 1 mm superior & capa
leucocitaria foi assepticamente aspirada
(aproximadamente 3 ml) com auxilio de
uma seringa de 3 ml e cateter 14G, sendo
colocada em microtubos autoclavados.
Nesse momento 0,5 ml da amostra era
utilizada para avaliagdo laboratorial e
confecgdo de laminas de citologia.

As amostras de PRP foram mantidas
durante 24 horas, a 5°C. Cada amostra foi
utilizada em um intervalo méaximo de 18
horas ap6s a obtencdo do PRP. No
momento da utilizacdo para o tratamento,
0s microtubos referentes a cada animal
eram mantidos em temperatura ambiente e
homogeneizados previamente a aplicacéo.

No dia 1, 12 horas ap6s a inducdo o0s
animais recebiam a primeira dose de
tratamento administrado via tdpica em
seringa estéril de 1 ml. Em cada animal foi
aplicado, em ambos os olhos, 100ul de
determinada solucédo, de acordo com o seu
grupo de tratamento, a cada 6 horas (6:00,
12:00, 18:00 e 24:00 horas), até a reparagao
completa da Ulcera, visualizada pela
coloracdo por fluoresceina ou durante sete
dias.

Ao final dos sete dias de tratamento,
aqueles animais cujo exame oftalmolégico
detectou falha na reparagdo da lesdo ou
manutencdo de sinais de inflamagao ocular,
foram mantidos tratados com
antimicrobianos ou antinflamatorios
adequados a condi¢do ocular de cada
animal.

" Abaccus Janior ®, Diatron Group,
Budapeste, Hungria.

8 CT 6000R®, Cientec Instrumentos
Cientificos AS, Santiago, Chile

3.2.6. Avaliagdo do PRP

As amostras de sangue e PRP foram
avaliadas guanto a  concentracdo
plaquetéria, tamanho plaquetéario, contagem
de hemacias e leucécitos, em
hemocitémetro de impedancia®®. As
amostras de PRP foram, também, contadas
em cdmara de Neubauer. Para tanto as
amostras foram diluidas a 1:200 no liquido
de Hess-Ecker %.

Apbés o preenchimento da camara de
Neubauer, com auxilio de tubo capilar
paramicro hematdcrito, esta era mantida em
repouso, em placa de petri com algodao
umedecido durante 30 a 40 minutos.
contagem de plaquetas foi realizada nos 50
campos centrais da placa e o valor obtido
multiplicado por 1000.

De cada amostra eram produzidas quatro
esfregagos, sendo cada dois corados pela
técnica de Romanovsky, corante Panético
rapido e outros dois pelo corante May-
Grunwald Giemsa. Essas laminas foram
posteriormente utilizadas para avaliar o
percentual de ativacdo das plaquetas, de
acordo com a classificacdo proposta por
Paes Leme et al., (2006), desenvolvida
pelos autores através de microscopia
eletronica (Fig. 14), em:

e Inativada: quando a plaqueta
encontra-se alongada, sem emissao
de pseuddpodes;

e Incerta: quando ha aproximacéo no
tamanho dos eixos da plaqueta,
tornando-a arredondada. Ainda ndo

devem ser observados
pseuddpodes;

e Ativada: plagueta emitindo
pseudépodes ou com membrana
irregular.

3.3.  Experimento 3: Avaliagio

termografica no diagnostico da Ulcera
de cornea equina

Neste estudo foram utilizados 305 exames

9 Abaccus Junior®, Diatron Group,
Budapeste, Hungria

0 |_iquido de Hess-Hecker, Labtest
Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil
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de termografia infravermelha ocular e o
teste de fluoresceina como padrdo ouro
para presenca da Ulcera, com objetivo de se
determinar a eficiéncia da termografia no

diagndstico da Ulcera de cornea.

A técnica para realizacdo da termografia e
do teste de fluoresceina estdo descritos nos
itens 3.2.3.1 e 3.2.3.3,, respectivamente.

Figura 14. Classificacdo do estado de ativacdo plaquetéria. Fotografia ultra-estrutural realizada em
eletromicroscopia de transmissdo de plaqueta inativada de equino (A). Fotografia ultra-estrutural,
mostrando a medida dos eixos em plaqueta em estado incerto (B). Fotografia ultra-estrutural de plaqueta
ativada de equino, mostrando emissdo de pseuddpodes (C). A escala representando 1um. Fonte: Paes

Leme et al. (2006).

3.4. Analises estatisticas

As andlises do experimento 1 (Avaliacdo
histoldgica da técnica de inducdo da ulcera
de cornea em equinos com uso do Diamnod
Burr) constaram apenas de estatistica
descritiva, ndo havendo comparacdo entre
0S grupos.

No experimento 2 (Tratamento de Ulcera de
cornea superficial, em cavalos, com plasma
rico em plaquetas autélogo e heter6logo) o
delineamento foi ao acaso em parcela
subdividida, com trés grupos e dois olhos
na parcela e nove tempos na subparcela. As
andlises foram realizadas, de acordo com a
caracteristica da variavel, como descrito
abaixo:

a) Exame clinico

A comparacdo entre os resultados obtidos,
para a concordancia dos avaliadores 1 e 2,
foi realizada pelo teste de Kappa, de acordo
com o proposto por Landis e Koch em
1977, a partir do programa Lee
(Laboratério  de Epidemiologia e
Estatistica).

A avaliagdo do escore atribuido para as
variaveis blefaroespasmo, guemose,
hiperemia e edema de cdrnea, por se
tratarem de varidveis ndo paramétricas, foi

realizado pelo teste de Kruskall-Wallis para
comparagdo de trés ou mais médias ou pelo
teste de Wilcoxon para comparagédo de duas
médias. Os valores representados nas
tabelas indicam as médias e medianas
obtidas em um determinado grupo, em um
dos dias de exame.

O escore atribuido as variaveis dicotdmicas
(fotofobia, epifora, alopecia e teste de
fluoresceina) foi comparado, de acordo com
o0 dia do exame e 0 grupo, pelo teste de Qui-
guadrado. Os valores representados nas
tabelas indicam o percentual de ocorréncia
do evento, em um determinado grupo, em
um dos dias de exame.

A temperatura ocular obtida, por meio do
termograma, foi submetida ao
procedimento PROC UNIVARIATE
NORMAL, para avaliagdo da distribuicdo
dos dados, com aplicacdo do teste de
Shapiro-Wilk ~ (SW).  Mesmo  apds
conversdao pelo log (x + 1), a distribuicdo
permaneceu nao parametrica, sendo 0s
valores médios comparados pelo teste de
Kruskall-Wallis para comparacgéo de trés ou
mais médias ou pelo teste de Wilcoxon para
comparagdo de duas médias. Os valores
obtidos, para cada grupo, em cada um dos
dias de exame foram expressos de acordo
com média + erro padréo (EP) e a mediana.
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b) Preparacdo do PRP

As variaveis referentes a contagem e
morfologia  plaquetdria, tanto  em
equipamento automatico quanto em camara
de Neubauer foram submetidas ao
procedimento PROC UNIVARIATE
NORMAL, para avaliagdo da distribuicdo
dos dados, com aplicacdo do teste de SW.
Mesmo apds conversdo pelo log (x + 1), a
distribuicdo permaneceu ndo paramétrica,
sendo os valores médios comparados pelo
teste de Kruskall-Wallis para comparagédo
de trés ou mais médias ou pelo teste de
Wilcoxon para comparacao de duas médias.

Realizou-se a correlagdo entre a contagem
em camara de Neubauer e aparelho
automatico.

Como apenas dois equinos foram utilizados
como doadores de PRP para o0 grupo
heterdlogo, comparou-se o PRP utilizado os
dois grupos. Denominou-se heterélogo o
PRP utilizado nos animais do grupo
heterdlogo e autélogo aquele utilizado nos
animais do grupo PRP autélogo.

c) Dados obtidos sobre a Glcera de cornea

Apenas no olho direito de cada animal foi
induzida a ulcera superficial. Desta forma,
todas as analises deste item foram
realizadas apenas no olho direito.

A partir da area e do eixo XY, obtidos de
cada mensuracdo da Ulcera de cada animal,
a cada dia, foram calculados o percentual de
reducdo da Ulcera em relagdo ao dia anterior
e em relagéo ao Dia 0, com o objetivo de se
verificar a velocidade de reducdo da Ulcera,
de acordo com o tratamento utilizado. Os
valores obtidos foram submetida ao
procedimento PROC UNIVARIATE
NORMAL, para avaliagdo da distribuicdo
dos dados, com aplicacdo do teste de KW.
Os dados continuos (area e eixo XY) foram
convertidos pelo log (x + 1) e os
percentuais pelo Arcos seno VX e,
novamente,  foram  submetidos  ao
procedimento de avaliacdo da distribuicdo.
Mesmo apds conversdo a distribuicdo
permaneceu ndo paramétrica, sendo 0S
valores médios comparados pelo teste de
Kruskall-Wallis para comparagéo de trés ou
mais medias ou pelo teste de Wilcoxon para
comparacdo de duas médias. Os valores
obtidos, para cada variéel, grupo, em cada

um dos dias de exame foram expressos de
acordo com média * erro padrédo (EP).

Para verificagdo do nudmero de dias
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necessarios para o fechamento da Ulcera,
comparou-se 0s grupos pelo Teste de
Kaplan-Meier. Calculou-se, também, a taxa
de risco com intervalo de confianca (IC) de
95%.

No experimento 3 avaliou-se a eficiéncia da
termografia no diagnostico da ulcera de
cérnea em equinos. Neste estudo foram
utilizados 305 termogramas, sendo 106
positivos no teste da fluoresceina (padrao
ouro) e 199 negativos. Os animais que
apresentaram positividade no teste da
fluoresceina e negativaram apés a
cicatrizacdo da Ulcera seus termogramas
ndo foram incluidos na andlise, a fim de se
evitar que fatores ndo inerentes a ulcera
pudessem interferir nas temperaturas
obtidas. Para a avaliacdo da eficiéncia do
termograma calculou-se a area sobre a
curva ROC (Receiver-operating
characteristic curves), a sensibilidade, a
especificidade, a taxa de verossimilhanca
(Likelihood ratio) positiva e negativa (LR -
e LR +), o valor preditivo positivo (VPP) e
o valor preditivo negativo (VPN). Todos os

célculos foram realizados com intervalo de
confianca (IC) de 95%.

As analises foram realizadas utilizando-se
0s pacotes estatisticos SAS System for
Windows 9.0 e MedCalc. Considerou-se a
significancia de 95% (p<0,05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento 1: avaliacdo
histolégica de coOrneas de equinos
submetidos a técnica de inducédo de
Ulcera de cornea com uso do Diamond
Burr.

As amostras submetidas a avaliacdo
histoldgica apresentaram auséncia parcial
do epitélio anterior da cornea, no local de
realizacdo do debridamento, com exposicéao
da membrana basal. Observou-se também a
preservacdo do estroma, membrana de
Descement e endotélio (Fig. 15 A e B).
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Figura 15. Fotomicrografia de cornea equina ulcerada experimentalmente. A: observar a auséncia parcial
do epitélio corneano (EC) com exposicdo do estroma anterior (seta =——>). Coloracdo por
hematoxilina e eosina (HE, aumento de 50x). B: observar a exposicdo do estroma anterior da
coérnea (seta &—>), preservacdo do estroma (EST), membrana de Descemet (seta @—p ) €
endotélio (END). Coloracdo por hematoxilina e eosina (HE, aumento de 100x).

Independentemente da porcdo avaliada
referente a0 tempo de aplicagdo do
Diamond Burr sobre a cornea, as
caracteristicas  histologicas foram  as
mesmas. As lesdes corneanas  se
caracterizaram como Ulceras superficiais
devido a perda do epitélio corneano com
exposicdo da membrana basal, mas sem
comprometimento do estroma.

Silva et al. (2011) em seu estudo
histologico de corneas caninas debridadas
com Diamond Burr encontrou areas de
perda da membrana basal, diferentemente
dos achados histoldgicos aqui encontrados,
mas manutenc¢do da integridade do estroma,
como foi observado no presente trabalho.

Pal-Gosh et al (2011), assim como ele,
encontraram auséncia da membrana basal
do epitélio em olhos de camundongos
debridados com DB. Essa diferenca se deve
a caracteristicas intrinsecas das corneas
dessas espécies, uma vez que a técnica de
inducdo foi similar e 0 mesmo equipamento
de DB foi utilizado nos trés trabalhos.

McGrath e Lee (2014) apontam para a
necessidade da manutencdo de 1-2 mm de
epitélio na periferia, de forma a preservar as
células tronco corneanas, concordando com
0 achado de Huang e Tseng (1991). A
remo¢do das células tronco presentes no
limbo pode levar a retardo na reparacdo de
defeitos corneanos e a respostas prejudiciais
a acuidade visual, como neovascularizacéo
e alteracdo na organizacdo das fibras
colagenas do estroma, com formag&o de um
tecido diferente do cornenao, processo
denominado conjuntivalizagéo.

Concordando com Aldave et al. (2009), Sila
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et al. (2009) e Silva et al. (2011), o
debridamento por DB ¢é uma técnica segura,
cuja profundidade da lesdo independe do
tempo de aplicacdo do equipamento sobre a
cérnea, ndo alcangando o estroma quando
seguido o presente protocolo.

4.2. Experimento 2: Tratamento da
Glcera superficial, em cavalos, com
plasma rico em plaquetas autdlogo e
heterélogo.

4.2.1. Inducéo de ulcera superfical de
cornea com equipamento de Diamond
Burr

Durante a realizagdo da técnica 0s animais
se apresentaram passivos, ndo
demonstrando sinais de dor, apenas com a
utilizacdo topica de colirio anestésico
anteriormente ao procedimento, como
indicado por Aldave et a. (2009) e Soong et
al. (2014). O uso de colirio anestésico é
indicado, uma vez que as terminagdes do
nervo trigémeo se localizam
superficialmente no epitélio corneano,
sendo lesionadas quando da aplicacdo do
DB.

Ndo foi necessdria a utilizacdo de
antinflamat6rios ndo esterdides, para o
controle da dor ap6s o procedimento, como
sugerido por Soong et al. (2014), que
relatam sua utilizacdo, por via topica,
devido a les@o e exposicdo das terminacdes
nervosas em seres humanos. Apesar disso,
essa terapia ainda € controversa na

oftalmologia veterinaria, pois
antinflamatorios quando administrados por
via topica podem atrasar a epitelizacao,
além reduzirem a ativagdo plaquetaria, o
que entraria em conflito com o objetivo do
presente estudo (Brooks, 1999; Andrew e
Willis, 2005; Paes Leme et al, 2006).

A contencdo realizada foi apenas com
cabresto e em troco de contencdo, com
utilizacdo tdépica de colirio anestésico
demonstrando ser uma técnica simples, de
baixo custo e uso ambulatorial, que requer
pouca tecnificacdo e baixo investimento por
demandar instalagbes pouco sofisticadas
para sua realizacdo, como relatado por
Sridhar et al. (2002).

Como forma de inducdo experimental de
Ulcera de cornea superficial a técnica foi
considerada adequada, uma vez que o
mecanismo de produgdo e a profundidade
da lesdo séo conhecidos. A técnica é segura,
ndo apresentando risco de perfuracdo com
padronizacdo do tamanho das lesdes, pois
este ndo apresentou diferenca entre 0s
grupos de tratamento analisados.

4.2.2. Prepaparacdo e avaliacdo do
Plasma Rico em Plaquetas

A constitui¢do do plasma rico em plaquetas
utilizado nos tratamentos autlogo e
hetel6go ndo apresentou diferenca (P>0,05)
guanto aos valores de plaquetas e de
volume plaquetario médio (MPV) (Tab. 3).

Tabela 3: Avaliacdo dos constituintes do sangue e do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) nos
grupos aut6logo e heterélogo, através da contagem automatica por impedancia

Parametro Sangue Total PRP

Avaliado* Autdlogo Heterdlogo Autdlogo Heterdlogo
Plaquetas (x 10°/ul) 145,03 + 8,22° 166,75 + 6,04 176,05 + 7,25® 189,94 + 4,82°
PCT (%) 0,09 +0,01° 0,11 +0,003° 0,12 + 0,0005° 0,13 + 0,004
MPV (um) 6,47 +0,11° 6,49 + 0,17° 7,10 + 0,12 6,97 +0,17°
PDWC (%) 33,31+0,37 33,79 +0,45 33,03+ 0,22 33,00 +0,31

Contagem total de Plaquetas (Plaquetas), plaquetocrito (PCT), volume plaquetario médio (MPV) e
amplitude de distribuicdo das plaquetas (PDWC) realizada em hemocitdmetro automatico (Abaccus
Junior). Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (P<0,05; Teste de Kruskal-
Wallis)

As amostras de PRP apresentaram maior
concentracdo de plaquetas  (P<0,05)
comparados ao valor basal encontrado no

sangue total, tanto na contagem automatica
por impedancia (Tab. 4).

Tabela 4: Avaliacdo do Plasma Rico em Plaquetas (PRP), utilizado nos grupos autélogo e
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heter6logo

Parametro Avaliado

Plasma Rico em Plaquetas

Autologo Heterdlogo

Plaquetas (x 10%/pl)* 241,80 + 13,18 267,20 + 22,23
Leucocitos (x 10%/ul) 1,52 + 0,12 1,42 + 0,22
Eritrdcitos (x 103/ul) 0,007 + 0,001 0,008 + 0,002
Ativagéo Plaquetéria®

Ativadas (%) 26,84 + 1,83 24,44 + 2,46

Ativacdo Incerta (%) 61,27 + 1,90 62,06 + 3,24

Inativadas (%) 11,89 + 1,07 13,50 + 1,58

p>0,05 ; *Contagem realizada em Camara de Neubauer a dilucdo de 1:200 em liquido de Hess-Ecker;
**Teste aplicado ap6s transformagao em log (x+1); *Classificagdo da ativacao plaquetéria de acordo com
Paes et al, (2006), realizada em microscopia dptica no aumento de 400x.

A contagem de plaguetas no PRP considera
como padrdo ouro a avaliagdo na camara
de Neubauer, na auséncia da citometria de
fluxo. A correlagdo entre a contagem
plaquetéria na camara de Neubauer e o
contador automatico Abaccus foi moderada
(0,49) e significativa (p=0,003). Entretanto,
a diferenca entre os valores médios para
total de plaquetas no PRP autdlogo e
heter6logo obtidos nas duas técnicas foi
significativa.  Deve-se  ressaltar  as
limitagbes da contagem automatica por
impedancia, ja que o equipamento realiza a
contagem através de um Unico parametro, o
volume celular (Harrison et al., 2000).

A tecnologia de Anélise de Impedéancia foi
desenvolvida por Wallace Coulter e baseia-
se na quantificacdo dos pulsos gerados
pelas células ao passar por um orificio onde
flui uma corrente continua. Pelo fato das
células sanguineas ndo conduzirem bem a
eletricidade, ao passar por esta peguena
abertura ocorre um aumento mensuravel da
impedancia elétrica. Deste modo sédo
contadas e medidas as células, uma vez que
0 pulso é proporcional ao tamanho da célula
analisada (Borges e Siqueira, 2009).

ASSim, fragmentos de eritrocitos,
microcitos e complexos imunoldgicos
podem ser erroneamente contados como
plaquetas, excedendo o seu nimero real em
€asos de trombocitopenia. Em
contrapartida, algumas macroplaquetas e
plaquetas gigantes sdo discriminadas como
eritrécitos devido ao aumento do volume
(Harrison et al., 2000; Briggs, et al., 2007).

A técnica automatizada por citometria de
fluxo apresenta maior acuracia, por basear-
se em mais parametros, além do volume

celular. Ela consiste no direcionamento dos
elementos celulares por uma tubulacéo
delgada, envoltos em determinado solvente,
até passar pelo ponto de analise ou flow
cell, onde serdo aplicadas as demais
tecnologias para guantificacdo e
diferenciacdo celular, como o laser,
corrente continua para impedancia e
corrente em  radiofrequéncia  para
determinar a estrutura interna das células.
Ao permitir a avaliacdo do volume e
contetdo das células, o procedimento
acentua a precisdo na contagem de
plaguetas (Borges e Siqueira,
2009). Entretanto o elevado custo do
equipamento e necessidade de padronizagéo
limitam sua aplicacdo na rotina veterinaria.

A avaliacdo pela técnica manual,
considerada padrdo ouro, foi utilizada na
padronizacdo da contagem de equipamentos
automaticos e  apresentou  algumas
dificuldades. Além de necessitar de um
protocolo demorado e pouco pratico, exigiu
um longo treinamento na fase pré-
experimental e tem carater subjetivo,
apresentando  elevado coeficiente de
variagdo (CV: 10 - 25%). O CV ird variar
de acordo com o treinamento do técnico
que efetua a contagem. De acordo com
Borges e  Siqueira  (2009)  essas
caracteristicas ndo tornam o procedimento
manual insatisfatorio, apenas geram
algumas discordancias que podem ser
resolvidas pela avaliacdo de profissionais
experientes na realizacdo do exame.

Ha pouca informacdo a respeito da
concentracdo ideal de plaquetas e leucdcitos
(WBC) em valores absolutos no PRP. A
maioria dos trabalhos considera apenas
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guantas vezes mais plaquetas deveriam ser
encontradas no PRP em relacdo ao valor no
sangue total, que seria de 2,5 vezes
(Graziani et al., 2006). Esse valor é superior
ao encontrado no protocolo de confeccdo do
PRP através de centrifugacdo Unica do
sangue a 133g, durante 8 minutos, cuja
média foi de 1,67 vezes para o PRP do
grupo autélogo e 1,6 vezes para o0 do grupo
heter6logo. Entretanto, a concentracdo
relativa de plaquetas permite apenas que
haja uma caracterizacdo do plasma como
PRP (Graziani et al., 2006).

A concentragdo absoluta de plaquetas &,
geralmente, extrapolada de trabalhos
realizados em seres humanos,
desconsiderando as variacOes interespécies
na contagem plaquetéria e na fisiologia da
degranulagdo e constituicdo quanto aos
fatores de crescimento. Ainda séo
necessarios estudos que definam a
concentragdo plaquetaria minima necessaria
para alcancar os beneficios biolégicos do
PRP em equinos, como também sugerido
por Fontenot et al. (2012).

Fontenot et al. (2012) estimaram que
concentracdes plaquetarias superiores a
250.000/ml plaguetas no PRP  seriam
clinicamente relevantes. Valor semelhante a
sua estimativa, foi encontrada na contagem
manual em camara de Neubauer (249,42 x
10%ul), independente do PRP ter sido de
origem autéloga ou heter6loga. Observou-
se (Tab. 5) uma semelhanga (P>0,05) na
contagem do PRP autélogo e heterélogo,
tanto nas contagens em Céamara de
Neubauer quanto em aprelho automatico.
Apesar disso, a contagem foi superior
(P<0,05) quando realizada em Cé&mara de
Neubauer, independentemente do PRP ser
autélogo ou heterdlogo,.

E sabido que ocorre maior concentragio
plaquetdria quando sdo realizadas duas
centrifugacbes, e no presente estudo o
protocolo contou com uma Unica
centrifugacdo  visando  obter  menor
concentracdo de leucocitos. O que se
confirma pelos resultados encontrados por
Vendruscolo et al. (2012), que obteve
concentracdo mais que duas vezes maior
gue a obtida no presente estudo (3,214 +
3,739 x10° de leucocitosful). Contudo a
concentracdo de leucdcitos aqui obtida foi

similar & encontrada por Alvares et al.
(2011) (1,16 + 1,4 x10° jul) e superior a
encontrada por Kisiday et al. (2012) (0,04 +
0,001 x10°jul). Apesar disto, a contagem de
leucocitos foi abaixo do limite considerado
por Fontenot et al. (2012) como
concentragdo 6tima de leucdcitos no PRP
(<3,0 x10° ful). Com valores extremamente
diversos para a concentacdo de leucdcitos
nos trabalhos realizados até o momento e
sem estudos que relacionem a presenca dos
leucécitos no PRP a alteracBes reais na
inflamacdo, é arriscado inferir qual seria
sua concentragdo ideal, mas pode-se afirmar
gue o PRP ndo levou a alteragdes oculares
de origem inflamat6ria que pudessem ser
atribuidas a contagem leucocitaria.

A diferenca entre os valores do
plaquetrocrito (PCT) e do volume
plaquetario médio encontrados (MPV) no
sangue total e seus respectivos PRP
autdlogo e heterdlogo, foi significativa
(p<0,05; Tab. 3). Essa diferenca pode
refletir a ativacdo de plaquetas durante o
processamento do PRP, uma vez que
plaquetas ativadas mudam seu formato
discoide, adquirindo formato esférico e
aumentando,  consequentemente,  seu
volume. A ativacdo plaquetéria precoce néo
é desejada no PRP, uma vez que leva a
liberagdo dos fatores de crescimento antes
da aplicagdo no tecido alvo. O ideal seria o
valor do MPV similar ao do sangue total, 0
gue demonstraria 0 estado de inativacéo
plaquetaria (Fontenot et al., 2012).

A avaliacdo morfoldgica sob microscopia
Optica permitiu avaliar as plaguetas quanto
ao seu percentual de ativacdo. Esse tipo de
avaliagdo é subjetiva, e como as plaquetas
sdo estruturas extremamente pequenas,
necessita de treinamento do avaliador, que
identifica mudancas no formato das
plaguetas  observadas, classificando-as
como inativadas, quando se apresentam
discoides ou fusiformes com importante
diferenca entre os tamanhos dos eixos X e
Y; ativacdo incerta, quando ha aproximagédo
entre os tamanhos dos eixos X e Y e
mudanga do formato para esférico; e
ativadas, quando forem observadas
emissdes de pseuddpodes, de acordo com o
protocolo de Paes Leme et al. (2006).

Essa classificacdo permite inferir qual o
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percentual de plaquetas iniciou suas
modificagdes em direcdo a ativacdo, e
aquelas cuja ativacao € inevitavel, pois seu
estado € irreversivel. Sendo assim, o
percentual de plaquetas com ativacdo
incerta é somado aquele de inativadas, pois
essas ndo sdo capazes de liberar o contetdo
dos seus granulos. O percentual médio de
ativacdo para o grupo autoélogo permaneceu
em 26,48 + 1,83; e heterdlogo 24,44 + 2,46
(P>0,05), mantendo um percentual superior
a 70% quando somadas as plaquetas
inativadas e em estado de ativagdo incerto.
N&o héa definicdo do percentual de ativacdo
ideal para o PRP que ndo sera
imediatamente aplicado. Acredita-se que
90% dos fatores de crescimentos de uma
plaquetas sdo liberadas até 10 minutos apds
sua ativacdo, por isso, a ativacdo deve
ocorrer imediatamente antes a aplicagéo, ou
ap6s o PRP ter sido aplicado, sendo essa
Gltima mais desejavel, uma vez que o
coladgeno promove liberacdo mais lenta dos
fatores de crescimento, considerada mais
préxima da fisioldgica (Wroblewski et al.,
2010; Harmon et al., 2014).

Considerando a manutencéo dos fatores de
crescimento dentro dos granulos o
plaguetarios como essencial para a
preservacdo dos efeitos bioldgicos do PRP,
¢ preciso buscar o menor percentual de
ativacdo possivel.

4.2.3. Avaliacéo clinica e
termogréfica de equinos com ulcera
de cornea induzida pelo DB e
tratados com PRP aut6logo ou
heterdlogo

Para saber se uma dada
caracterizacdo/classificacdo € confiavel, é
necessario ter este objeto caracterizado ou

classificado vérias vezes, como por
exemplo, por mais de um avaliador. A
concordancia entre avaliadores reflete o
grau de dificuldade na interpretacdo dos
achados clinicos avaliados no exame
oftalmoldgico. A analise de concordancia
foi realizada através do teste de Kappa, que
¢ baseada no numero de respostas
concordantes, ou seja, no nimero de casos
cujo resultado é o mesmo entre 0s
avaliadores. Esta medida de concordancia
tem como valor maximo o 1, onde o valor 1
representa total concordancia e os valores
proximos e até abaixo de 0, indicam
nenhuma concordancia, ou a concordancia
foi exatamente a esperada pelo acaso. Um
eventual valor de Kappa menor que zero,
negativo, sugere que a concordancia
encontrada foi menor do aguela esperada
por acaso (Lee, 2014).

Os critérios avaliados diariamente e
submetidos ao teste do Kappa foram
alopecia, fotofobia, epifora, edema de
cornea, hiperemia, guemose,
blefaroespasmo e o teste de fluoresceina.
Cada critério foi classificado e registrado
por dois avaliadores, nos 320 exames
realizados. O teste de fluoresceina,
excepcionalmente, apresentou 318 registros
devido a duas parcelas perdidas. Para a
descricdo dos achados clinicos, quando
houve discordancia entre os avaliadores 1 e
2, a classificagdo de um terceiro avaliador
foi utilizada.

Apesar da alopecia ser um achado,
teoricamente, de facil interpretacdo, quando
esta € discreta pode ser ignorada caso o
examinador ndo observe com muita
atencdo. Provavelmente, a falha na
identificagdo de perdas discretas de pelos
levou a fraca concordancia (0,173) entre os
examinadores (Tab. 5).

Tabela 5: Concordancia entre os examinadores 1 e 2, na avaliacdo clinica da presenca de
alopecia, em pacientes equinos, independentemente da presenca de Ulcera de

cornea
Examinador 2 Kappa (IC=95%)
Examinador 1 Ausente Presente Total
Ausente 257 (80,31%) 12 (3,75%) 269 (84,06%) 0’173(2}225'0’27)
Presente 42 (1313%)  9(2.81%) 51 (15,94%)
Total 200 (93,44%) 21 (6,56%) 320 (100,0%) p<0,001

*Avaliacao clinica do olho direito e esquerdo - apenas em um dos olhos a Ulcera estava presente ou recém

cicatrizada
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Apenas 0s animais dos grupos de
tratamento com PRP apresentaram alopecia
ao redor do olho debridado, sendo dois
animais do grupo heter6logo e, em relagédo
ao autélogo, esse achado surgiu apenas ao
final do experimento, a partir do dia 6, em
apenas um animal. Nenhum animal do
grupo controle ou nos controles negativos
de cada grupo apresentaram alopecia (Tab.
6).

A alopecia foi considerada como um sinal
ocasional para o auxilio no diagndéstico da
Glcera de cornea. A primeira causa a ser
investigada quando um cavalo apresenta
alopecia é o prurido (Scott e Miller, 2003).
A causa mais comum de prurido s&o
infecgBes cutaneas parasitarias, bacterianas,
fangicas ou mesmo alergias (Fadok, 1995).
Entretanto, o prurido é um dos sinais mais
prevalentes indicando a ocorréncia de dor
ocular (Ferraro, 2009; Andrew e Willis,
2005), o que ndo pode ser descartado neste
estudo.

A fotofobia é um sinal clinico
caracteristicamente subjetivo, sendo mais
um entre varios sinais de dor ocular. Apesar
da subjetividade desse sinal ocular no
presente  trabalho, foi identificada
concordancia moderada  entre 0s
examinadores (0,487), demonstrando que
avaliad-lo ndo representa uma dificuldade
para um examinador treinado (Tab. 7). Nos

grupos com Ulcera ndo houve diferenca
(P>0,05) entre os escores para fotofobia
durante todo o tratamento. Quando se
comparou 0S grupos com a presenca de
Ulcera e seus respectivos controles
negativos, observou-se maior frequéncia de
animais com fotofobia nos grupos com a
presenca de Ulcera (P<0,05; Tab. 6). Nos
grupos controle negativo (auséncia de
Ulcera), apenas um animal do grupo PRP
autologo e dois animais que receberam PRP
heterdlogo e soro fisiologico apresentaram
fotofobia.

Era esperado que nenhum cavalo
apresentasse fotofobia no olho esquerdo,
gue serviram de controle negativo, ou que
este estivesse distribuido na mesma
frequéncia dos seus respectivos
tratamentos, no olho contralateral, porém
isso ndo foi observado.

Na presenga de fotofobia observa-se
respostas como a oclusdo palpebral, a
retracdo do bulbo ocular e apresentacdo ou
intensificacdo da epifora. Tais respostas
podem ser discretas ou intensas, se
apresentarem isoladamente ou em conjunto,
e, muitas vezes, requerem um examinador
atento e criterioso para discernir entre 0s
sinais presentes anteriormente a incidéncia
da luz e respostas a dor devido a fotofobia
(Sauer et al., 2003).

Tabela 6: Frequéncia da ocorréncia de epifora, alopecia e fotofobia, de acordo com 0 momento
do exame, em equinos com Ulcera de cérnea induzida e tratados com Plasma Rico em

Plaquetas (PRP)

Olho direito - % (n)

Olho esquerdo (controle negativo) - % (n)

Tem-  Controle PRP autdlogo PRP heterdlogo  Controle PRP autdlogo  PRP heterdlogo
po positivo

EPIFORA

Dia0 0,00 (0/6)® 0,00 (0/6) © 0,00 (0/6) ® 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
Dial 50,00 (3/6)"*  83,33(5/6)"*  83,33(5/6)"* 0,00 (0/6)" 0,00 (0/6)° 0,00 (0/6)°
Dia2 66,67 (4/6)"* 50,00 (3/6)"®* 83,33 (5/6)"* 0,00 (0/6)" 0,00 (0/6)° 0,00 (0/6)°
Dia3 50,00 (3/6)"®  83,33(5/6)* 66,67 (4/6)"® 0,00 (0/6)° 0,00 (0/6)° 16,67 (1/6)™
Dia4 66,67 (4/6)"* 50,00 (3/6)"®* 83,33 (5/6)"* 0,00 (0/6)° 0,00 (0/6)° 0,00 (0/6)°
Dia5 66,67 (4/6)" 50,00 (3/6)**® 83,33 (5/6)"* 0,00 (0/6)° 16,67 (1/6)™ 0,00 (0/6)°
Dia6 50,00 (3/6)"® 66,67 (4/6)*®* 66,67 (4/6)"* 0,00 (0/6)° 16,67 (1/6)™ 0,00 (0/6)°
Dia7 66,67 (4/6)" 50,00 (3/6)**® 66,67 (4/6)"* 0,00 (0/6)° 16,67 (1/6)™ 0,00 (0/6)°
Dia8 16,67 (1/6)"®* 16,67 (1/6) 5 66,67 (4/6)"* 0,00 (0/6)° 0,00 (0/6)° 0,00 (0/6)°
ALOPECIA

Dia0 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
Dial 0,00 (0/6) 16,67 (1/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
Dia2 0,00 (0/6) 16,67 (1/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
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Dia3 0,00 (0/6) 16,67 (1/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
Dia4 0,00 (0/6) 16,67 (1/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
Dia5 0,00 (0/6) 16,67 (1/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
Dia6 0,00 (0/6) 16,67 (1/6) 33,33 (2/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
Dia7 0,00 (0/6) 16,67 (1/6) 33,33 (2/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
Dia8 0,00 (0/6) 16,67 (1/6) 33,33 (2/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
FOTOFOBIA

Dia0 0,00 (0/6)® 0,00 (0/6) ® 0,00 (0/6) ® 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
Dial 83,33 (5/6)" 50,00 (3/6) 83,33 (5/6) " 16,67 (1/6) 16,67 (1/6) 16,67 (1/6)
Dia2 100,00 (6/6)" 50,00 (3/6)" 66,67 (4/6)" 33,33 (2/6) 33,33 (2/6) 16,67 (1/6)
Dia3 83,33 (5/6)" 83,33 (5/6) " 66,67 (4/6)* 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 16,67 (1/6)
Dia4 50,00 (3/6)" 16,67 (1/6)"® 66,67 (4/6)" 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
Dia5 50,00 (3/6)" 16,67 (1/6)*® 16,67 (1/6)"® 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
Dia6 66,67 (4/6)" 33,33 (2/6)"® 33,33 (2/6)"® 16,67 (1/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
Dia7 50,00 (3/6)" 33,33 (2/6)"® 33,33 (2/6)"® 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 16,67 (1/6)
Dia8 16,67 (1/6)"® 16,67 (1/6)"® 50,00 (3/3)" 0,00 (0/6) 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)

Médias seguidas por letras diferentes, mintsculas na linha e maidsculas na coluna, diferem (p<0,05).

Dia 0: antes do inicio da indugdo da Ulcera; Dia 1: 12 horas ap6s a indugdo e antes do inicio do
tratamento; Dia 2: 24 horas apds o inicio do tratamento, Dia 3: 48 horas apds inicio do tratamento; Dia 4:
72 horas apds inicio do tratamento; Dia 5: 96 horas ap6s inicio do tratamento; Dia 6: 120 horas ap6s
inicio do tratamento; Dia 7: 144 horas ap6s inicio do tratamento; Dia 8: 168 horas apds inicio do
tratamento. Grupo controle: soro fisiol6gico; olho direito - Ulcera de cornea induzida; olho esquerdo - sem
inducéo de ulcera

Tabela 7: Concordancia entre os examinadores 1 e 2, na avaliacdo clinica da presenca de
fotofobia, em pacientes equinos, independentemente da presenca de Ulcera de

cornea”
Examinador 2 Kappa (IC=95%)
Examinador 1 Ausente Presente Total
Ausente 206 (64,78%) 11 (3.46%) 217 (68.24%) 0-487(0,384-0,591)
Presente 52 (16,350) 49 (15,41%) 101 (31,76%) Moderada
Total 258 (81,13%) 60 (18,87%) 318 (100,0%) p<0,001

*Avaliacdo clinica do olho direito e esquerdo - apenas em um dos olhos a Ulcera estava presente ou
recém-cicatrizada.

Alguns animais apresentaram fotofobia em
determinados momentos em ambos 0S

A epifora, apesar de ser, teoricamente, um
sinal de facil observagdo, apresentou uma

olhos, independente do grupo a que
pertenciam. Se isso se deveu a respostas
neurogénicas ou inflamatdrias sistémicas, a
aplicacdo dos tratamentos ou a propria
manipulagdo didria, ndo é possivel
determinar. Outra possibilidade seria a
interpretacdo incorreta do sinal clinico
devido ao uso de lanternas de LED, que
pode produzir reflexo de ofuscamento.

concordancia moderada (0,487).
Possivelmente isso se deva a consideragdo
errbnea  do  lacrimejamento  como
consequéncia de determinado evento, como
a contencdo ou o incomodo gerado pela
presencga de insetos no ambiente, levando o
examinador a classificar o sinal como
ausente (Tab. 8).

Tabela 8: Concordancia entre os examinadores 1 e 2, na avaliacdo clinica da presenca de
epifora, em pacientes equinos, independentemente da presenca de Ulcera de cornea

Examinador 2

Kappa (IC=95%)

Examinador 1 Ausente Presente Total

Ausente 166 (64,78%) 23 (346%) 189 (68,24%) O O7(0-2040,591)
Presente 10 (16,35%) 121 (15,41%) 131 (31,76%) 0 ;Baof
Total 176 (81,13%) 144 (18,87%) 320 (100,0%) p<0,
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*Avaliacdo clinica do olho direito e esquerdo - apenas em um dos olhos a UGlcera estava presente ou

recém cicatrizada

Ndo houve diferenca (P>0,05) na
ocorréncia de epifora entre os trés grupos
de tratamento. Porém a ocorréncia de
epifora nos olhos debridados foi superior &
dos controles negativos (P<0,05). Com
excecdo dos grupos que receberam PRP
autlogo e heterdlogo, que apresentaram
um cavalo com epifora no olhos esquerdo
(controle negativo), ndo houve ocorréncia
de epifora no controles negativos (Tab. 7).

Esse achado pode estar relacionado a
auséncia de reacdo secundaria a aplicacéo
dos tratamentos nesses olhos, demonstrando
a seguranga na aplicacdo do PRP em olhos
higidos. Contudo, nenhum  estudo
citologico foi realizado para se definir a
presenca de células inflamatorias, seria
temeroso afirmar que ndo ha reacdo por
falta de aderéncia ou ativagdo das
plaquetas, ou se isso se deve a auséncia de
lesdo epitelial.

Assim como foi aqui classificada a epifora,
Basile (2011) também determinou a sua
ocorréncia em seres humanos avaliando-a
como ausente ou presente, mas ndo ha
referéncia a concordancia entre  0s
examinadores em seu trabalho.

McCornick et al. (2006) tentaram
desenvolver um escore para classificar a
epifora quanto a intensidade, no pos
operatério  de  dacriocistorrinostomia.
Contudo, concluiram que, devido a alta
especificidade e baixa sensibilidade do
teste, essa ndo seria uma forma adequada
para avaliar a paténcia do ducto
nasolacrimal.

O blefaroespamo foi classificado em 0 —
Ausente, 1 — Discreto (45° > A <90°), 2 —
Moderado (A <45°) e 3 — Grave (Pélpebras
fechadas). Para esse teste, a concordancia
geral foi moderada (0,662). Na auséncia do
sinal, a concordancia se mostrou forte
(0,656), sendo fraca em situacdes em que
era apresentado discretamente (0,368). Isso
mostra que foi dificil discernir entre o
blefaroespasmo discreto, a auséncia de
blefaroespasmo e demais classificac@es. J&
em casos de blefaroespasmo moderado e
grave a concordancia foi moderada a forte
(respectivamente, 0,514 e 0,629) (Tab. 9).
Esse achado permite concluir que o grau de
blefaroespasmo é um sinal subjetivo, que
demanda dos examinadores treinamento e
experiéncia, podendo ser ignorado se o
paciente apresentad-lo de forma discreta.

Tabela 9: Concordancia entre os examinadores 1 e 2, na avaliacdo clinica da presenca de
blefaroespasmo, em pacientes equinos, independentemente da presenca de Ulcera

de cornea”
Examinador 2

Examinador 1 Aysente Discreto Moderado  Grave Total
Ausente 106(33,13%) 1(0,31%)  0(0,00%) O 107(33,44%)
450> A<90° 48 (15,00%) 53(16,56%) 3(0,84%) O 104(32,50%)
A <45° 6(1,87%)  33(10,31%) 45(14,06%) 1(0,31%) 85 (26,56%)
Palpebras
fechadas 0(0,00%)  0(0,00%) 12(3,75%) 12 (3,75%) 24 (7,50%)

160(50,00%) 87(27,19%) 60(18,75%) 13 (4,06%) 320(100,00%)
Categoria Kappa Geral
Kappa 0,656 0,368 0,514 0,629 0,662

p<000l  p<000l p<0001 p<0001 p<0,001
IC 0,553-0,76 0,259-0,476 0,407-0,621 0,525-0,773 0,558 -0,765

*Avaliacdo clinica do olho direito e esquerdo - apenas em um dos olhos a Ulcera estava presente ou recém

cicatrizada. IC - Intervalo de confianga
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Lindeboom et al. (1995) desenvolveram um
complicado sistema de escore em seres
humanos sofrendo de blefarospasmo devido
a distonia facial. Nesse sistema de escore 0s
pacientes classificam sua dificuldade em
realizar atividades cotidianas (como ler,
assistir a televisdo e dirigir) de 0 (nenhuma
dificuldade) a 4 (impossibilidade em
desempenhar a funcdo). Apesar de
subjetiva, uma vez que 0 paciente pode
subestimar ou superestimar sua deficiéncia,
0 sistema provavelmente produz resultados
mais confiaveis do que avaliagfes como as
realizadas neste estudo, que dependem da
interpretacdo do sinal por um expectador,
ainda que treinado.

Quanto ao escore de blefaroespasmo, nao
foi observada diferenca (P>0,05) entre os
grupos com Ulcera. Mas, 0s escores
encontrados nos grupos de tratamentos
foram maiores (P<0,05) quando
comparados aos seus controles negativos
(Tab. 10). A dor ocular tem o potencial de
perpetuar a inflamagdo ao produzir prurido
e compressdo do bulbo como respostas ao
estimulo doloroso (Ferraro, 2009).

Na avaliacdo oftalmoldgica a normalidade

da coloracdo conjuntival foi um critério de
facil identificacdo, obtendo concordancia
moderada entre  avaliadores  (0,486).
Contudo, os registros da  ficha
oftalmoldgica pediam a classificacdo dela
como Ausente, Discreta ou Intensa, e essa
classificagdo apresentou dificuldade aos
examinadores. A  concordancia para
classificacdo discreta e intensa foram
baixas, respectivamente, 0,31 e 0,37 (Tab.
11).

A concordancia entre avaliadores ndo foi
relatada no trabalho de Velpandian et al
(1999), que sugeriu uma escala de
congestdo conjuntival sendo 0 ausente, +
discreta, ++ moderada e +++ grave. Por
isso, ndo é possivel comparar a facilidade
de execucgdo dessa avaliacdo com o trabalho
de referéncia.

Stewart et al. (2003) e Leal et al. (2004)
propuseram escalas menos simplificadas
para a hiperemia conjuntival em seres
humanos, sendo 0 — ausente, 1- minima, 2-
discreta, 3 moderada e 4 grave (Stewart et
al., 2003), entretanto esses trabalhos
também ndo apresentam a analise de
concordancia entre avaliadores.

Tabela 10: Média + Erro padrdo e mediana do escore para blefaroespasmo, de acordo com o
momento do exame, em equinos com Ulcera de cornea induzida e tratados com

Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Olho direito Olho esquerdo (controle negativo)
Tempo Controle PRP autélogo  PRP heterélogo Controle PRP autdlogo  PRP heter6logo
positivo
Média + EP
Dia 0 0,00 + 0,00¢ 0,00 + 0,008 0,00 + 0,00¢ 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Dial 1,67+0,21" 233+0,33"% 233+0,21°8 0,17 +0,17° 0,50 +0,34° 0,17 +0,17°
Dia2 167+0,21"® 183+0,31" 1,83+0,31° 0,00 +0,00° 0,33 +0,21° 0,17 +0,17°
Dia3 150+0,22” 167+0,33”% 200+0,26"% 0,00 + 0,00 0,00 +0,00° 0,17 +0,17°
Dia4 167+0,21" 167+0,21" 200+0,16%% 0,00 + 0,00 0,00 +0,00° 0,17 +0,17°
Dia5 1,33+0,217% 133+0,33”% 167+0,217% 0,00+ 0,00 0,00 +0,00° 0,17 +0,17°
Dia6 1,33+0,33”%% 0,67+0,49%" 133+0,215 0,00 +0,00° 0,00 +0,00° 0,00 +0,00°
Dia7 1,00+0,37%% 0,67+0,49%" 133+042%% 0,00+ 0,00 0,00 +0,00° 0,00 +0,00°
Dia8 0,67+0,21% 0,67+0,49% 167+0,315 0,00 +0,00° 0,00 +0,00° 0,00 +0,00°
Mediana
Dia 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 1 2,00 2,50 2,00 0,00 0,00 0,00
Dia 2 2,00 2,00 2,00 0,00 0,00 0,00
Dia 3 1,50 1,50 2,00 0,00 0,00 0,00
Dia 4 2,00 2,00 2,00 0,00 0,00 0,00
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Dia 5 1,00 1,00 2,00 0,00 0,00 0,00

Dia 6 1,50 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00
Dia7 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00
Dia 8 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00

Médias seguidas por letras diferentes, minGsculas na linha e maidsculas na coluna, diferem (p<0,05).

Dia 0: antes do inicio da inducdo da Ulcera; Dia 1: 12 horas ap6s a inducdo e antes do inicio do
tratamento; Dia 2: 24 horas apds o inicio do tratamento, Dia 3: 48 horas ap6s inicio do tratamento; Dia 4:
72 horas apds inicio do tratamento; Dia 5: 96 horas apds inicio do tratamento; Dia 6: 120 horas apds
inicio do tratamento; Dia 7: 144 horas ap6s inicio do tratamento; Dia 8: 168 horas apds inicio do
tratamento. Grupo controle: soro fisioldgico; olho direito - dlcera de cornea induzida; olho esquerdo - sem
inducgdo de Ulcera.

Tabela 11: Concordéncia entre os examinadores 1 e 2, na avaliacdo clinica da presenca de
hiperemia da conjuntiva, em pacientes equinos, independentemente da presenca de
Ulcera de cornea

Examinador 1 Examinador 2 Total
Ausente Discreta Intensa

Ausente 55 (17,19%) 59 (18,44%) 0 (0,00%) 114 (35,63%)
Discreta 8 (2,50%) 127 (39,69%) 4 (1,25%) 139 (43,44%)
Intensa 1 (0,31%) 46 (14,38%) 20 (6,25%) 67 (20,94%)
Total 64 (20,00%) 232 (72,50%) 24 (7,50%) 320 (100,00%)
Categoria Kappa 0,486 0,31 0,37 Kappa geral: 0,383
Valor p < 0,001 <0,001 < 0,001 p <0,001
IC 0,385-0,588 0,218 - 0,401 0,277 - 0,463 0,312 - 0,455

*Avaliacao clinica do olho direito e esquerdo - apenas em um dos olhos a Ulcera estava presente ou recém
cicatrizada. IC - Intervalo de confianga

Na avaliacdo clinica no dia 0, anteriormente
a inducdo da lesdo corneana, alguns animais
apresentaram hiperemia discreta em um ou
ambos os olhos. Como o0s animais foram
escolhidos aleatoriamente, por sorteio,
pode-se considerar como acaso um escore
mais elevado para 0s animais que
receberiam PRP aut6logo. Apesar disso,
ndo foi observada diferenca (P>0,05) ao se
comparar 0s grupos no dia 0. Entretanto,
ap6s a inducdo da Ulcera, observou-se
diferenca (P<0,05) entre 0s grupos com e
sem a inducéo da Ulcera,
independentemente do tratamento utilizado.
No sexto dia de tratamento o grupo com
Ulcera e tratado com PRP aut6logo
apresentou a mesma intensidade de
hiperemia dos demais grupos onde a Ulcera
ndo foi induzida. Nos dias 7 e 8 0 grupo
controle positivo se igualou (P>0,05) aos
demais, exceto com o grupo PRP

heter6logo - controle negativo, onde a
hiperemia deixou de ser observada em
todos os animais desde o sexto dia de
tratamento (Tab. 12).

Observou-se dificuldade na classificagdo do
edema conjuntival, principalmente quando
esse se apresentava discreto, sendo
considerado pelos avaliadores, muitas
vezes, como ausente. A concordancia entre
avaliadores quanto a auséncia de quemose e
guemose intensa  foram  moderadas
(respectivamente, 0,456 e 0,597). Enquanto
a concordancia para quemose discreta foi
baixa (0,308) (Tab. 13). A ocorréncia de
guemose ndo variou significativamente
entre 0s grupos de tratamento, mas houve
diferenca na escala para quemose entre 0s
tratamentos e seus controles negativos,
havendo escores mais baixos nos ultimos
(Tab. 14).

Tabela 12: Média + Erro padrdo e mediana do escore para hiperemia, de acordo com o momento
do exame, em equinos com Ulcera de cornea induzida e tratados com Plasma Rico

50



em Plaquetas (PRP)

Olho direito Olho esquerdo (controle negativo)
Tem- Controle PRP aut6logo PRP heterdlogo Controle PRP autdlogo  PRP heterdlogo
po positivo
Média + EP
Dia0 0,17 +0,17° 1,00 + 0,00"® 0,17 + 0,178 0,17 +0,17 0,67 +0,21 0,33+0,21
Dial 1,33+0,21"% 133+0,21”% 150+0,22" 0,17 +0,17° 0,50 +0,34° 0,33+0,21°
Dia2 1,50+ 0,22 1,50 +0,22%  1,33+0,21" 0,33+0,21° 0,33+0,21° 0,17 +0,17°
Dia3 1,33+0,217% 150+0,22”8  117+0,17 0,17 +0,17° 0,33+0,21° 0,50 +0,22°
Dia4 1,00 +0,00%% 167+0,31"% 1,33+0,21" 0,17 +0,17° 0,33 +0,21° 0,33 +0,21°
Dia5 1,00 +0,007% 1,00+0,37% 1,00 +0,26" 0,17 +0,17° 0,17 +0,17° 0,17 +0,17°
Dia6 0,83+0,17”% 0,67+0,215  0,83+0,17" 0,17 +0,17° 0,17 +0,17° 0,00 + 0,00
Dia7 0,67 +0,215% 083+0,177% 1,67+0,17" 0,17 +0,17° 0,50 + 0,22% 0,00 + 0,00°
Dia8 0,67 +0,215® 067+0,49% 1,00+ 0,00 0,17 +0,17™ 0,67 +0,17%® 0,00 + 0,00°
Mediana
Dia 0 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00
Dia 1 1,00 1,00 1,50 0,00 0,00 0,00
Dia 2 1,50 1,50 1,00 0,00 0,00 0,00
Dia 3 1,00 1,50 1,00 0,50 0,00 0,00
Dia 4 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00
Dia5 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00
Dia 6 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00
Dia 7 1,00 1,00 1,00 0,00 0,50 0,00
Dia 8 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00

Médias seguidas por letras diferentes, minusculas na linha e maiusculas na coluna, diferem (p<0,05).

Dia 0: antes do inicio da indugdo da Ulcera; Dia 1: 12 horas ap6s a indugdo e antes do inicio do
tratamento; Dia 2: 24 horas apds o inicio do tratamento, Dia 3: 48 horas ap06s inicio do tratamento; Dia 4:
72 horas apds inicio do tratamento; Dia 5: 96 horas apds inicio do tratamento; Dia 6: 120 horas apds
inicio do tratamento; Dia 7: 144 horas apds inicio do tratamento; Dia 8: 168 horas apds inicio do
tratamento. Grupo controle: soro fisiologico; olho direito - Glcera de cornea induzida; olho esquerdo - sem
inducdo de Ulcera

Tabela 13: Concordéncia entre os examinadores 1 e 2, na avaliagdo clinica da presenca de
guemose, em pacientes equinos, independentemente da presenca de Ulcera de

cornea
Examinador 1 Examinador 2 Total
Ausente Discreta Intensa
Ausente 81 (25,31%) 79 (24,69%) 0 (0,00%) 160 (50,00%)
Discreta 8 (2,50%) 88 (27,50%) 4 (1,25%) 100 (31,25%)
Intensa 0 (0,00%) 29 (9,06%) 31 (9,69%) 60 (18,75%)
Total 89 (27,81%) 196 (61,25%) 35 (10,94%) 320 (100,00%)
Categoria Kappa 0,456 0,308 0,597 Kappa geral: 0,422
Valor p < 0,001 < 0,001 < 0,001 p <0,001
IC 0,358 - 0,554 0,217 -0,40 0,493 -0,701 0,35-0,494

*Avaliacdo clinica do olho direito e esquerdo - apenas em um dos olhos a Ulcera estava presente ou recém
cicatrizada.. IC - Intervalo de confianga

Tabela 14: Média + Erro padrdo e mediana do escore para quemose, de acordo com 0 momento
do exame, em equinos com Ulcera de cdrnea induzida e tratados com Plasma Rico
em Plaquetas (PRP)

Olho direito Olho esquerdo (controle negativo)
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Tem- Controle PRP autélogo ~ PRP heterdlogo Controle PRP autélogo  PRP heterélogo
po positivo
Média + EP
Dia0 0,50 + 0,348 0,50 + 0,34 0,33 +0,218 0,67 +0,33 0,66 + 0,42 0,33 +0,21
Dial 1,67+0,21" 150+0,34% 2,00 +0,00% 0,50 + 0,34 0,33 +0,21° 0,50 + 0,22
Dia2 1,50 +0,22" 1,67+0,31%® 1,50 + 0,228 0,50 + 0,34%° 0,33+0,21° 0,50 +0,22°
Dia3 1,67+0,177% 167+0,31°2 1,67 + 0,162 0,33 +0,17%® 0,33+0,21° 0,50 +0,22°
Dia4 1,67+0,17°8% 0,67 +0,33% 1,67 +0,16% 0,33 +0,21° 0,50 + 0,34%® 0,67 +0,33°
Dia5 1,00+0,007% 0,50 +0,34% 1,33+0,21% 0,33 +0,21° 0,50 + 0,34%® 0,67 +0,33%®
Dia6 1,00 +0,00°® 0,50 +0,34% 1,17 +0,17% 0,33 +0,21%® 0,50 +0,34° 0,67 +0,33%®
Dia7 1,00 +0,00°% 0,50 +0,34% 1,00 +0,00% 0,33 +0,21° 0,50 + 0,34% 0,50 + 0,22%
Dia8 1,00 +0,00”% 0,50 +0,34% 1,17 +0,17° 0,33 +0,21° 0,50 + 0,34% 0,50 + 0,22%
Mediana
Dia 0 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00
Dia 1 2,00 2,00 2,00 0,00 0,00 0,50
Dia 2 1,50 1,00 1,50 0,00 0,00 0,50
Dia 3 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00 0,50
Dia 4 1,00 0,50 1,00 0,00 0,00 0,50
Dia5 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,50
Dia 6 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,50
Dia 7 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,50
Dia 8 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,50

Médias seguidas por letras diferentes, minusculas na linha e maiusculas na coluna, diferem (p<0,05).

Dia 0: antes do inicio da indugdo da Ulcera; Dia 1: 12 horas ap6s a indugdo e antes do inicio do
tratamento; Dia 2: 24 horas apds o inicio do tratamento, Dia 3: 48 horas ap06s inicio do tratamento; Dia 4:
72 horas ap0s inicio do tratamento; Dia 5: 96 horas ap6s inicio do tratamento; Dia 6: 120 horas apds

inicio do tratamento; Dia 7: 144 horas ap6s

inicio do tratamento; Dia 8: 168 horas apo6s

inicio do

tratamento. Grupo controle: soro fisiol6gico; olho direito - Ulcera de cornea induzida; olho esquerdo - sem

inducdo de ulcera.

Ndo foi encontrado trabalho que
desenvolvesse ou utilizasse escala de
quemose para permitir uma comparagdo
entre o indice de concordancia entre
avaliadores. O Unico trabalho encontrado
avaliando graus de quemose apenas a
descrevia de discreta a severa em seres
humanos submetidos a blefaroplastia
(Weinfeld et al, 2008).

Para o critério gquemose 0S escores nao
variaram (P>0,05) guando se comparou 0s
tratamentos nos olhos com a inducdo da
Glcera. No grupo PRP autdélogo - olho
dirieto, ndo ocorreu aumento (P>0,05) do
escore para quemose, dentro dos dias,
guando comparados com o Dia 0. No grupo
tratado com soro fisiolégico (controle
positivo) apenas no Dia 3 0 escore médio se
igualou (P>0,05) ao Dia 0, demonstrando
um aumento inicial da quemose com
resolucdo progressiva € 0 mesmo foi
constatado no grupo PRP heter6logo - olho
direito no segundo dia de tratamento. No
olho esquerdo (controle negativo), em
todos os trés grupos de tratamento néo
houve diferenca (P>0,05) entre os dias.

Esses achados permitem inferir que houve
resolucdo mais rdpida da quemose nos
animais tratados com PRP. Sendo a
guemose resultado do processo
inflamatdrio, esse achado pode se dever aos
efeitos antiflogisticos atribuidos ao PRP por
El-Sharkawy et al. (2007), que demonstrou
haver inibicdo da proteina quimiotatica para
macro6fagos 1(MPC-1), e
consequentemente, auséncia de ativacéo
macrofagica; aumento da RANTES que
possui funcdo pré e antinflamatoria e
supressdo da resposta inflamatoria através
da inducdo a liberacdo de LXA,.

O edema de cornea foi classificado em 0 -
Ausente, 1 - Focal, 2 - Difuso. Os
avaliadores identificaram com facilidade
cOrneas que nao apresentavam edema,
obtendo concordéncia forte (0,742). A
identificacdo de edema focal também néo
representou dificuldade para os avaliadores,
sendo a concordancia igualmente forte
(0,609). Entretanto, houve dificuldade na
classificacdo como difuso que apresentou
concordancia moderada (0,415) (Tab. 15).
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Tabela 15: Concordéncia entre os examinadores 1 e 2, na avaliacdo clinica da presenca de
edema de cornea, em pacientes equinos, independentemente da presenca de Ulcera

de cornea”
Examinador 1 Examinador 2 Total
Ausente Focal Difuso
Ausente 202 (63,13%) 32 (10,00%) 4 (1,25%) 238 (74,38%)
Focal 0 (0,00%) 58 (18,13%) 12 (3,75%) 70 (21,86%)
Difuso 0 (0,00%) 4 (1,25%) 8 (2,50%) 12 (3,75%)
Total 202 (63,13%) 94 (29,38%) 24 (7,50%) 320 (100,00%)
Categoria Kappa 0,742 0,609 0,415 Kappa geral: 0,649
Valor p < 0,001 <0,001 < 0,001 p <0,001
IC 0,636 -0,848 0,502 -0,717 0,313-0,518 0,559 - 0,74

*Avaliacdo clinica do olho direito e esquerdo - apenas em um dos olhos a Ulcera estava presente ou recém
cicatrizada. Nenhum paciente foi classificado com opacidade total. IC - Intervalo de confianga

Esse resultado mostra que o treinamento
dos examinadores foi suficiente para que
eles identificassem a ocorréncia do edema,
mas talvez fosse necessaria  mais
experiéncia para realizar a classificacdo
subjetiva da opacidade.

O edema de cérnea variou (P<0,05) dentro
dos grupos de tratamento, de acordo com
dia, na avaliacdo do olho direito. No olho
esquerdo, ndo houve diferenga (P>0,05)
dentro de cada grupo, de acordo com o dia.

Quando se comparou 0s grupos, dentro dos
dias, observou-se uma igualdade no Dia 1
(P>0,05) e, apenas no Dia 5, PRP autdlogo,
olho direito - houve semelhanca (P>0,05)
com os tratamento administrados no olho
esquerdo (controle negativo). Nos grupos
soro fisioldgico e PRP heterélogo - olho
direito, esta semelhanga com os tratamentos
do controle negativo (olho esquerdo) sé
ocorreu no sexto dia de tratamento (Tab.
16).

Tabela 16: Média + Erro padrdo e mediana do escore para edema de cérnea, de acordo com o
momento do exame, em equinos com Ulcera de cérnea induzida e tratados com

Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Olho direito Olho esquerdo (controle negativo)
Tem- Controle PRP autdlogo  PRP heterdlogo Controle PRP autélogo  PRP heterdlogo
po positivo
Média + EP
Dia0 0,00 + 0,00® 0,00 + 0,00¢ 0,00 + 0,00¢ 0,17 + 0,17 0,17 + 0,17 0,17 +0,17
Dial 1,33 +0,33" 1,83+0,21%  167+021% 0,17 +0,17° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
Dia2 1,50 + 0,22 1,33+0,217%  100+0,008 0,17 +0,17° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
Dia3 1,17+0,17”%  1,00+0,26%® 1,00 + 0,00% 0,17 +0,17° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
Dia4 1,17+0117”%  1,00+0,26%® 1,00+0,00% 0,17 +0,17° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
Dia5 1,00+0,00%  0,50+0,22°® 1,00+0,00% 0,17 +0,17° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
Dia6 0,67 +0,33”® (050+0,22°® 067+0,21%  0,17+0,17%® 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
Dia7 0,67+0,33”% (050+0,34“ 067+0,21%  0,17+0,17%® 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
Dia8 0,67+0,33"® 0,33+0,33° 0,50 +0,225¢ 0,17 +0,17 0,00 + 0,00 0,50 + 0,22
Mediana
Dia 0 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00
Dia 1 1,50 2,00 2,00 0,00 0,00 0,00
Dia 2 1,50 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00
Dia 3 1,00 1,00 1,00 0,50 0,00 0,00
Dia 4 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00
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Dia 5
Dia 6
Dia7
Dia 8

1,00 0,50 1,00 0,00 0,00 0,00
0,50 0,50 1,00 0,00 0,00 0,00
0,50 0,00 1,00 0,00 0,50 0,00
0,50 0,00 0,50 0,00 1,00 0,00

Médias seguidas por letras diferentes, minasculas na linha e maidsculas na coluna, diferem (p<0,05).

Dia 0: antes do inicio da inducdo da Ulcera; Dia 1: 12 horas ap6s a inducdo e antes do inicio do
tratamento; Dia 2: 24 horas apds o inicio do tratamento, Dia 3: 48 horas apds inicio do tratamento; Dia 4:
72 horas apds inicio do tratamento; Dia 5: 96 horas apds inicio do tratamento; Dia 6: 120 horas apds
inicio do tratamento; Dia 7: 144 horas apds inicio do tratamento; Dia 8: 168 horas ap6s inicio do
tratamento. Grupo controle: soro fisioldgico; olho direito - Ulcera de cornea induzida; olho esquerdo - sem

inducdo de Ulcera

Apesar da média do escore para edema de
cornea ter sido numericamente mais baixa
no olho esquerdo, naqueles grupos em se
utilizou o PRP, ela foi similar (P>0,05) em
todos os dias do experimento. Apesar disto,
a gravidade do edema, traduzida pela
avaliagdo em conjunto da média e da
mediana foi similar nos grupos com a
inducdo da Ulcera (olho direito), com
reducdo da mediana no grupo PRP aut6logo
a partir do quinto dia de tratamento.

Apbs a lesdo epitelial forma-se um halo de
edema produzido pelo aumento de
permeabilidade de vasos limbais e
conjuntivais. O edema corneano, pode
também se apresentar difuso, azulado-
acinzentado, sendo explicado pelas
mudanca estruturais no estroma corneano
devido a infiltracdo leucocitaria e a perda
de fungcdo bombeadora do endotélio (Peiffer
etal., 1999).

Na cornea, a inflamacdo tecidual €
fundamentalmente um processo avascular,
por  isso, estruturas  vascularizadas
adjacentes a ela, como conjuntiva, esclera e
iris, podem participar ativamente em
resposta a fatores elaborados pela cérnea
lesionada (Peiffer et al., 1999).

Os eventos inflamatorios primarios também
ocorrem na conjuntiva palpebral e bulbar,
gue se torna hiperémica, edemaciada e
exsudada, com neutréfilos que alcancam o
filme lacrimal (Peiffer et al., 1999).

Como o teste de fluoresceina é
patognomonico para Ulceras de cornea, sua
avaliagdo ndo representou  nenhuma
dificuldade para os examinadores. A
concordanica entre eles foi de 0,993 (Tab.
17). Esse achado confirma ser este teste o
padrdo ouro para o diagnostico da Ulcera de
cornea.

Tabela 17: Concordancia entre os examinadores 1 e 2, no teste de fluoresceina, para diagnostico
da Glcera de cérnea, em pacientes equinos

Examinador 2

Kappa (IC=95%)

Examinador 1 Negativo

Positivo

Total

Negativo 215 (67,61%) 1 (0,31%)
Positivo 0 (0,00%)
Total

102 (32,08%) 102 (32,08%)
215 (67,61%) 103 (32,39%) 318 (100,0%)

0,993 (0,883-1,00)
Quase perfeita
p <0,001

216 (67,92%)

*Avaliacdo clinica do olho direito e esquerdo - apenas em um dos olhos a Ulcera estava presente ou recém

cicatrizada

O termograma, realizado por termografia
infravermelha demonstrou uma temperatura
entre 33,37°C e 34,76°C para o olho equino,
na auséncia de alteragdes clinicas. N&o
foram detectadas variacbes da temperatura
ocular média (P>0,05) obtida
independentemente do tratamento utilizado
(Tab. 18). Entretanto, observou-se um
aumento (P<0,05) na temperatura ocular,
apos a inducdo da Ulcera, sem retorno a
temperatura basal, nos animais tratados com

PRP aut6logo, até o oitavo dia. Nos
animais dos tratados com soro fisiol6gico
ou PRP heterdlogo, a temperatura ocular no
olho direito retornou ao basal apds o quarto
dia de tratamento (P>0,05). Quando se
comparou os tratamentos realizados no olho
direito (inducédo da ulcera) com os do olho
esquerdo (controle negativo), observou-se
superioridade na temperatura do direito
(P<0,05) até o oitavo dia de tratamento.
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Tabela 18: Média + Erro padrdo da temperatura ocular (°C) obtida pela termografia por

infravermelho, de acordo com o momento do exame, em equinos com Ulcera de
cdrnea induzida e tratados com Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Olho direito

Olho esquerdo (controle negativo)

Tem- Controle PRP autélogo  PRP heterdlogo Controle PRP autélogo  PRP heterdlogo
po positivo

Média + Erro padrao

Dia0 34,15+058% 3337+0,28%% 3476 +0,27%® 3348+0,37° 3353+0,31"™ 34,48+0,21°
Dial 35,85+0,37"* 3585+050" 36,28+0,32"%  34,58+0,26° 34,07 + 0,10° 33,63 +0,22°
Dia2 3598+0,21" 3583+0,33" 3582+0,32"% 3332+047° 33,68 + 0,29° 33,37 + 0,25°
Dia3 36,13+0,29" 3565+ 0,29 36,07 +0,40"  3320+0,42° 33,58 + 0,35° 33,88 + 0,27°
Dia4 3540+0,32”% 3570+0,25" 34,82+0,73"%% 33,07+0,33° 33,13 + 0,60° 33,05 + 0,28°
Dia5 36,03+0,32"* 3537+0,34" 3562+0,41" 3324+0,57° 33,28 + 0,19° 33,42 + 0,30°
Dia6 35,77 +0,59°% 3553 +0,40" 3557+0,52"% 3363+058°  33,75+0,25° 33,28 +0,49"
Dia7 3527 +042°% 3520+0,31" 3523+0,37" 32,83+044° 3333+027°  33,45+0,40°
Dia8 35,33+0,48%% 3525+0,43" 3547+0,42"% 3257+056°  33,35+0,30° 34,00+ 0,41°
Mediana

Dia 0 34,10 33,55 34,15 33,55 33,65 34,30
Dia 1 35,90 36,15 36,60 34,45 34,05 33,65
Dia 2 35,95 35,95 36,10 33,90 34,00 33,40
Dia 3 35,90 35,90 35,60 32,70 33,45 34,15
Dia 4 35,55 35,45 35,20 33,15 32,95 33,20
Dia5 36,05 35,50 35,55 32,50 33,20 33,45
Dia 6 36,40 35,75 35,80 34,35 33,95 33,20
Dia 7 35,70 35,55 35,30 32,90 33,45 33,60
Dia 8 32,25 35,80 35,65 32,70 33,45 33,95

Médias seguidas por letras diferentes, minusculas na linha e maiusculas na coluna, diferem (p<0,05).

Dia 0: antes do inicio da indugdo da Ulcera; Dia 1: 12 horas ap6s a inducdo e antes do inicio do
tratamento; Dia 2: 24 horas apds o inicio do tratamento, Dia 3: 48 horas ap6s inicio do tratamento; Dia 4:
72 horas ap0s inicio do tratamento; Dia 5: 96 horas ap6s inicio do tratamento; Dia 6: 120 horas apds

inicio do tratamento; Dia 7: 144 horas ap06s

inicio do tratamento; Dia 8: 168 horas ap6s

inicio do

tratamento. Grupo controle: soro fisiol6gico; olho direito - Glcera de cornea induzida; olho esquerdo - sem

inducdo de Ulcera

Apesar da literatura  preconizar a
mensuracdo de um ou mais pontos sobre a
cérnea (Morgan et al., 1995; Tan et al.,
2009), analisou-se apenas um ponto central
a Ulcera. Certamente, esta metodologia ndo
interferiu nos resultados pois foi possivel
detectar um aumento da temperatura ocular,
por infravermelho, nos olhos com Ulcera.

A termografia ocular infravermelha
demonstrou ser uma técnica de féacil
realizacdo, sem a necessidade de contencéo
quimica ou manipulacdo do animal. Como
as mensurac@es sdo obtidas a uma distancia
de 0,5 a 1,0 metro de distancia, mesmo que
0 animal apresente algum grau de
desconforto ocular, isso ndo interferira no
exame.

O aumento da temperatura ocular obtida
esta relacionado com a presenca dos sinais
de inflamacdo: calor, dor e rubor. Como

sequela de um processo de reparacao
cursando com intensa inflamagcdo ou
descontrolado, ha modificacdo da estrutura
normal da cornea, com formacdo de
neovasos, opacificagdo, pigmentacdo e
alteracdo no formato e curvatura da cérnea
(Andrew e Willis, 2005). Esta reposta
inflamatdria pode ser verificada por meio
do termograma.

4.2.4. Reparagdo da ulcera de cornea
em equinos tratados com PRP
autologo e heterélogo

A é&rea ulcerada nas corneas dos cavalos
submetidas ao debridamento foi mensurada
por duas técnicas, com auxilio do software
Image J, a mensuracdo da area (método
automatico) e do eixo XY (método
manual). Os valores obtidos foram
comparados entre 0s grupos de tratamento e
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determinado o percentual de resolucédo da
lesdo em relacdo ao dia anterior € ao dia 1.

Néo foi observada diferenca (P>0,05) na
area de lesdo corneana entre 0s grupos de
tratamentos durante todo o0 experimento,

pela técnica automatica de determinacdo da
area. Porém, pela técnica manual, o grupo
do PRP aut6logo apresentou Ulceras com
area numericamente maiores nos dias 7 e 8
do experimento (Tab. 19).

Tabela 19: Area pelas técnicas automatica (area) e manual (XY) da Ulcera de cornea, em
equinos tratados com Plasma Rico em Plaquetas (PRP), de acordo com o dia

Olho direito
Dia Controle PRP homélogo PRP heterdlogo
Area
Dia 1l 1,52 +0,33* 1,31 +0,24* 1,03 +0,21*
Dia 2 0,91 + 0,16"® 0,79 + 0,19"® 0,66 + 0,11"®
Dia 3 0,46 + 0,095%¢ 0,40 + 0,145 0,39 + 0,145
Dia 4 0,30 + 0,11¢ 0,22 + 0,10°° 0,23 +0,10¢
Dia5 0,08 +0,05°P 0,12 +0,08° 0,07 +0,03°
Dia 6 0,05 + 0,04° 0,08 + 0,08° 0,05 + 0,03
Dia7 0,05 + 0,03° 0,11+ 0,11° 0,01 + 0,004
Dia 8 0,02 + 0,01° 0,11 0,00
Distancia XY
Dial 2,05 + 0,42" 1,80 + 0,34* 1,42 +0,28"
Dia 2 1,32 +0,21* 0,92 +0,177® 0,93 + 0,13"®
Dia 3 0,68 + 0,15 0,69 + 0,248 0,58 + 0,218
Dia 4 0,55 + 0,19%¢ 0,42 +0,19°% 0,37 + 0,14°
Dia5 0,13 +0,07¢ 0,21 + 0,148 0,12 + 0,065
Dia 6 0,08 + 0,05¢ 0,15 + 0,148 0,09 + 0,06
Dia7 0,09 + 0,04° 0,19 + 0,19° 0,03 + 0,01¢
Dia 8 0,07 + 0,05° 0,33 -

Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem (P<0,05)

Grupo controle: soro fisiolégico. Dia 1: 12 horas ap6s a inducdo e antes do inicio do tratamento; Dia2: 24
horas ap6s o inicio do tratamento, Dia 3: 48 horas apds inicio do tratamento; Dia 4: 72 horas apés inicio
do tratamento; Dia 5: 96 horas apds inicio do tratamento; Dia 6: 120 horas ap6s inicio do tratamento;
Dia 7: 144 horas ap6s inicio do tratamento; Dia 8: 168 horas ap0s inicio do tratamento.

Ressalta-se que apenas um animal tratado
com PRP autdlogo e dois animais tratados
com soro fisiolégico deixaram 0
experimento sem reparacdo da Ulcera
corneana, enquanto todos os animais tratado
com PRP heter6logo  apresentaram
reparacao total da lesdo até o 8° dia.

Como observado por Dayhaw-Barker
(1995), a reparacgdo da lesdo encontrada no
presente trabalho também foi mais réapida
nos dias iniciais, levando a maior reducédo
da Ulcera nos primeiros dois a trés dias,
seguido por reparagdo mais lenta da lesdo.
Avaliando o percentual de reducdo em
relacdo ao dia 1, observa-se que até o dia 4
houve redugdo de aproximadamente 80%
da lesdo em todos os grupos de tratamento
(Tab. 20).

Dayhaw-Barker (1995) atribui esse padréo

de fechamento ao tipo de lesdo por abraséo,
produzindo uma ulcera superficial simples,
cuja repopulacdo por migracdo de células
epiteliais € mais rapida, sendo seguida por
reparacdo por mitose mais lenta nos dias
seguintes e recobrindo a lesdo apds 72 a 96
horas. Contudo, como a adesdo do novo
epitélio @ MB pode levar de dias até meses,
o epitélio neoformado é fragil e suscetivel a
novas erosdes. A ocorréncia de novas
erosdes nesse novo epitélio atrasa o
processo de reparacdo e pode iniciar o
processo de indoléncia. (Dayhaw-Barker ,
1995; Brooks, 1999). Essa hipotese &
confirmada no presente trabalho, quando
animais do grupo controle apresentaram
aumento da Ulcera (percentual de reducédo
negativo em relacdo ao dia anterior) (Tab.
17).

Outro fato que afeta a reparacdo corneana é
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o tamanho da lesdo. Acredita-se que Ulceras
pequenas tenham reparacdo mais lenta
comparadas a Ulceras maiores, quando o
processo de reparacdo é acelerado devido a
maior area denudada (Dayhaw-Barker,
1995). Essa observacdo ndo foi confirmada
pelos resultados aqui encontrados, pois ndo
houve diferenca (P>0,05) entre 0s grupos
para o percentual de reducdo das lesdes.
Entretanto ndo houve diferenca (P>0,05)
para 0 tamanho médio da lesdo no dia 0
entre os grupos de tratamento, sendo pouco
provavel uma interferéncia individual do
tamanho inicial da lesdo no tempo médio de
reparacéo dos grupos (Tab. 20 e 21).

As Ulceras tratadas com PRP aut6logo,
entretanto, apresentaram cicatrizagdo mais
rapida, inicialmente, como observado na
Fig. 16, ainda que hdo tenha sido
encontrada diferenga no tamanho final da
lesdo (Fig. 17), esse achado deve ser
considerado na definicdo do protocolo de
tratamento, pois quanto mais rapido ocorrer
o fechamento da Ulcera, menor a chance
dela se tornar infectada (Brooks, 1999;
Andrew e Willis, 2005).

O tempo médio de reparacgdo das Ulceras foi
demonstrado  através da  estatistica
descritiva. Quando avaliados os tempos de

cicatrizagdo, em média os cavalos dos
grupos tratados com PRP apresentaram
fechamento total da lesdo antes dos cavalos
do grupo controle. E os animais do grupo
tratado com PRP aut6logo apresentaram em
média tempo menor de reparacdo
comparados ao grupo heterélogo (Tab. 21).
No grupo controle houve também, maior
nimero de animais que sairam do
experimento sem a resolucdo completa da
lesdo (Tab. 22). Apenas um animal do
grupo tratado com PRP autélogo nao
apresentou resolucdo completa da lesdo ao
final do experimento (Fig. 18). O animal do
grupo tratado com PRP autélogo apresentou
prurido nos trés (ltimos dias do
experimento, o que levou a aumento na area
lesionada. Ndo foi possivel determinar se
infeccOes secundarias tiveram efeito aditivo
ao prurido, atrasando o0 processo de
reparagdo pois ndo foram realizados exames
citolégicos e culturas microbianas no
decorrer do experimento. Entretanto a
intensificacdo dos sinais clinicos oculares e
0 aumento na érea lesionada que ocorreram
em algum momento do experimento nos
trés animais que ndo apresentaram
resolucdo da ulcera, sugerem a ocorréncia
de complicag¢bes como a infec¢do da cornea
lesionada.
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Figura 16: Percentual de reparagdo da Ulcera de cérnea induzida, de acordo com o dia e 0 grupo, em
equinos tratados com Plasma Rico em Plaquetas (PRP).Dia 0: antes do inicio da inducdo da
Ulcera; Dia 1: 12 horas apés a inducédo e antes do inicio do tratamento; Dia 2: 24 horas apds o
inicio do tratamento, Dia 3: 48 horas apds inicio do tratamento; Dia 4: 72 horas apds inicio do
tratamento; Dia 5: 96 horas ap6s inicio do tratamento; Dia 6: 120 horas apds inicio do
tratamento; Dia 7: 144 horas ap6s inicio do tratamento; Dia 8: 168 horas apds inicio do
tratamento. Grupo controle: soro fisiolégico; OD: olho direito - Ulcera de cérnea induzida.
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Figura 17: Area (cm?) da Glcera de cérnea induzida, de acordo com o dia e o grupo, em equinos tratados
com Plasma Rico em Plaquetas (PRP).Dia 0: antes do inicio da indugdo da Ulcera; Dia 1: 12
horas apds a inducdo e antes do inicio do tratamento; Dia 2: 24 horas ap6s o inicio do tratamento,
Dia 3: 48 horas ap0s inicio do tratamento; Dia 4: 72 horas apo6s inicio do tratamento; Dia 5: 96
horas ap6s inicio do tratamento; Dia 6: 120 horas apds inicio do tratamento; Dia 7: 144 horas
apos inicio do tratamento; Dia 8: 168 horas ap6s inicio do tratamento. Grupo controle: soro
fisiologico; OD: olho direito - Glcera de cornea induzida.

Tabela 20: Percentual de reducfo pela mensuragdo automatica (cm?) e manual (cm?) da ulcera,
em relacdo ao dia anterior e em relagdo ao Dia 1, de acordo com o grupo, em
equinos com ulcera de cornea

Olho direito
Dia Controle PRP aut6logo PRP heterélogo
Percentual da area (%) da ulcera em relacdo ao dia anterior (automatica)
Dia 2 34,84 +9,78° 48,32 + 8,63 32,78 + 5,81°
Dia 3 48,94 + 4,89° 44,31 + 16,97 50,33 + 15,13"°
Dia 4 47,20 + 16,07° 65,72 + 11,34 52,83 + 7,48"°
Dia 5 81,95 + 9,30" 70,57 + 12,57 73,58 + 14,814
Dia 6 58,43 + 19,24° 72,24 + 21,94 64,81 + 20,36"
Dia 7 -21,28 + 77,708 57,26 + 42,74 87,38 + 2,16
Dia 8 74,56 + 19,08° 49,06 100,00
Percentual da area (%) da Ulcera em relacdo ao Dia 1 (automatica)
Dia 2 34,84 +9,78° 48,32 + 8,6° 32,78 +5,8°
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Dia 3 66,98 + 5,57° 75,62 + 6,9 65,24 + 11,3°
Dia 4 79,88 + 6,61 87,49 + 5,0* 80,88 + 6,6"
Dia 5 93,87 + 3,56" 93,54 + 3,8 93,48 + 3,6"
Dia 6 95,81 + 2,24" 95,61 + 4,0° 94,66 + 3,2
Dia 7 95,79 + 1,58" 94,68 + 5,3" 98,71 + 0,0*
Dia 8 98,36 + 1,37 94,58 100,00
Percentual da area (%) da ulcera em relacdo ao dia anterior (manual)

Dia 2 29,53 + 11,35°° 55,11 + 2,25° 30,14 + 5,98°°
Dia 3 49,30 + 7,378 24,81 + 19,96 45,40 + 17,7178
Dia 4 23,10 + 15,09° 62,85 + 11,89 48,17 + 6,36°
Dia 5 80,08 + 10,014 73,22 + 11,41 70,74 + 16,39%
Dia 6 63,82 + 15,028 71,90 + 23,01 91,29 + 4,82"
Dia 7 -32,55 + 64,66° 57,50 + 42,50 82,56 + 1,86"
Dia 8 53,25 + 32,70° 13,10 100,00
Percentual da area (%) da Ulcera em relacdo ao dia 1 (manual)

Dia 2 29,53 + 11,35%° 55,11 + 2,25°% 30,14 + 5,98
Dia 3 65,63 + 5,63° 69,79 + 9,00"® 61,42 + 12,088
Dia 4 72,03 + 6,97° 82,90 + 7,15" 78,26 + 2,96"
Dia 5 93,15 + 3,41" 91,88 + 5,12 91,29 + 34,824
Dia 6 95,64 + 2,24" 94,14 + 5,49" 93,89 + 3,53
Dia 7 94,21 + 1,674 92,85 + 7,15 97,87 + 0,25
Dia 8 96,25 + 2,90" 87,57 100,00

Médias seguidas por letras diferentes, maidscula na coluna e mindscula na linha, diferem (P<0,05)

Grupo controle: soro fisioldgico. Dia 1: 12 horas ap0s a inducéo e antes do inicio do tratamento; Dia2: 24
horas ap6s o inicio do tratamento, Dia 3: 48 horas apds inicio do tratamento; Dia 4: 72 horas apés inicio
do tratamento; Dia 5: 96 horas apds inicio do tratamento; Dia 6: 120 horas ap6s inicio do tratamento;
Dia 7: 144 horas ap6s inicio do tratamento; Dia 8: 168 horas apds inicio do tratamento.
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Figura 18: Percentual de equinos apresentando Ulcera de cérnea, de acordo com o grupo e os dias de
tratamento. Dia 1: 12 horas apés a indugdo e antes do inicio do tratamento; D2: 24 horas ap6s 0
inicio do tratamento, D3: 48 horas ap6s inicio do tratamento; D4: 72 horas apds inicio do
tratamento; D5: 96 horas ap6s inicio do tratamento; D6: 120 horas apds inicio do tratamento;
D7: 144 horas ap6s inicio do tratamento; D8: 168 horas apds inicio do tratamento.

O tempo médio de reparacdo das Ulceras foi
demonstrado  através da  estatistica
descritiva. Quando avaliados os tempos de
cicatrizacdo, em média os cavalos dos
grupos tratados com PRP apresentaram
fechamento total da lesdo antes dos cavalos
do grupo controle. E os animais do grupo
tratado com PRP aut6logo apresentaram em
média tempo menor de reparacdo
comparados ao grupo heterdlogo (Tab. 21).
No grupo controle houve também, maior
nimero de animais que sairam do
experimento sem a resolucdo completa da
lesdo (Tab. 22). Apenas um animal do
grupo tratado com PRP autélogo ndo
apresentou resolucdo completa da lesdo ao
final do experimento (Fig. 18). O animal do
grupo tratado com PRP aut6logo apresentou
prurido nos trés dltimos dias do
experimento, o que levou a aumento na area
lesionada. Nado foi possivel determinar se
infecgBes secundarias tiveram efeito aditivo

ao prurido, atrasando 0 processo de
reparacao pois ndo foram realizados exames
citolégicos e culturas microbianas no
decorrer do experimento. Entretanto a
intensificacdo dos sinais clinicos oculares e
0 aumento na area lesionada que ocorreram
em algum momento do experimento nos
trés animais que ndo apresentaram
resolucdo da Ulcera, sugerem a ocorréncia
de complicagbes como a infeccdo da cornea
lesionada.

Apesar de ndo ter sido encontrada diferenga
(P>0,05) na proporcdo de reparacdo e
tamanho da final da lesdo entre os grupos
de tratamento, o uso do PRP reduziu em
1,92 vezes o tempo de reparacdo ou a
probabilidade de reparacdo, comparados ao
protocolo que ndo o utilizava (Tab. 23 e
24). Por isso, acredita-se que o uso do PRP
acelera a recuperacdo da  lesdo,
independentemente de ser proveniente do
animal tratado ou ndo.

Tabela 21: Estatistica descritiva do tempo de cicatrizagdo (dias) da Ulcera de cornea, em equinos
tratados com Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Grupo Média Erro Padrdo  IC - 95% média Mediana IC - 95%
mediana
Controle positivo* 6,67 0,56 5,567 a 7,776 7,00 5,00 a 8,00
PRP aut6logo 5,50 0,70 4,133 a 6,687 5,50 4,00a 7,00
PRP heter6logo 6,00 0,71 4,614 a 7,386 6,00 5,00 a 8,00
Total 5,83 0,39 5,070 a 6,597 6,00 5,00 a 8,00

*Soro fisiolégico 0,9%.

Tabela 22: Percentual de equinos com Ulcera de cérnea ao final dos sete dias de tratamento.

Com cicatrizacdo da Ulcera Sem cicatrizagdo da Total
Grupo de cornea Ulcera de cOrnea
n % n % N
Controle* 4 66,67 2 33,33 6
PRP aut6logo 5 83,33 1 16,67 6
PRP heter6logo 6 100,00 0 0,00 6
Total 15 83,33 3 16,67 18

*Soro fisiologico 0,9%.
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Tabela 23: Proporcdo de cicatrizagdo (PC) da Ulcera de cdrnea, em equinos tratados com Plasma
Rico em Plaguetas (PRP), de acordo com o dia de cicatrizacdo

Controle PRP autdlogo  PRP heter6logo  Total

Cicatrizacdo (dias) PC EP PC EP PC EP PC EP
3 - - 0,833 0,152 0,833 0,152 0,889 0,074
4 - - 0,667 0,192 - - 0,833 0,088
5 0,667 0,192 0,500 0,204 0,667 0192 0,611 0,115
6 0,500 0,204 0,333 0,192 0,333 0,192 0,389 0,115
7 - - 0,167 0,152 - - 0,333 0,111
8 0,333 0,192 - - 0,000 0,000 0,167 0,088
Cicatrizagdo

Observada 40 50 6,0

Expectativa 6,0 3,9 51
Observada/expectativa ~ 0,6639 1,2747 1,875

Comparacéo das curvas de cicatrizacdo (Teste LogRank - p = 0,4698)

PC = proporcao de cicatrizacdo; EP = erro padrdo. Dia 3: 48 horas ap06s inicio do tratamento; Dia 4: 72
horas ap6s inicio do tratamento; Dia 5: 96 horas ap6s inicio do tratamento; Dia 6: 120 horas apds inicio
do tratamento; Dia 7: 144 horas apds inicio do tratamento; Dia 8: 168 horas apds inicio do tratamento.

Tabela 24: Taxa de risco®e Intervalo de Confianca (IC) - 95%, para a cicatrizacdo da Ulcera de
cérnea em equinos sob diferentes tratamentos

Grupo Controle PRP autélogo PRP heter6logo
Controle - 1,9200 1,7886

IC 0,53839 a 6,8478 0,5483 a 5,8343
PRP aut6logo 0,5208 - 0,9316

IC 0,146 a 1,8577 0,2491 a 3,4836
PRP heter6logo 0,55191 1,0735 -

IC 0,1714 a 1,838 0,2871 a 4,0143

#Coluna/linha

Esses resultados corroboram os achados de
Alio et al. (2007c) que encontraram
melhora dos sinais oculares relacionados a
inflamagdo nos olhos de seres humanos
tratados com PRP autdlogo. Na aplicacdo
do PRP como terapia auxiliar para Glcera
refrataria aos tratamentos anteriores em
seres humanos, Alio et al. (2007a)
obtiveram reducdo significativa das lesdes
corneanas, considerando excelente a
redugdo para 0,5mm ou menos em 15 dias
de tratamento. Ambos o0s estudos acima
citados foram experimentos clinicos, néo
apresentando grupo controle, sendo assim,
ndo foi possivel comparar os resultados aos
do grupo controle no presente trabalho.

Semelhantemente, Ilhan et al. (2012),
desenvolveu experimento clinico no qual
aplicou o PRP autdlogo associado a terapia
padrdo, ap6s o debridamento de Ulceras
resistentes ao tratamento, relatando tempo
médio de recuperacdo da lesdo de 4,3 + 2,3

semanas. Seus resultados os permitiram
concluir que o PRP autblogo foi uma
eficiente terapia auxiliar.

Panda et al. (2012), considerando a terapia
medicamentosa padrdo para o tratamento de
queimaduras quimicas como “controle”,
pode destacar os efeitos benéficos do PRP
autélogo como terapia auxiliar. Nesse
trabalho foi obtida resolucdo completa em
todos os olhos, dos grupos controle e PRP,
mas a resolugdo foi mais precoce
(aproximadamente 5 dias mais cedo) nos
individuos tratados com PRP. Mesmo
resultado foi encontrado no presente
trabalho, 0 que nos permite corroborar a
concluséo de Panda et al. (2012) que o
tratamento com PRP é seguro e eficaz,

promovendo rapida  epitelizacdo  da
superficie ocular.
Buscando explicar os beneficios na

reparacdao corneana do PRP, Anitua et al.
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(2011) avaliaram seus efeitos in vitro em
culturas de queratécitos e fibroblastos
conjuntivais. Seus resultados demostraram
que o PRP é capaz de aumentar
significativamente a  proliferacdo e
migracdo dos queratécitos e fibroblastos
conjuntivais. Adicionalmente, ele inibiu a
diferenciagdo, induzida por TGF-B1, dos
fibroblastos em miofibroblastos. Dessa
forma, esses autores concluiram que o PRP
pode reduzir a formacdo de cicatrizes
corneanas, ao passo que estimula a
reparacdo da superficie ocular. Achado
semelhante aos resultados de Gimeno et al.
(2010), que relataram redugdo no nimero
de miofibroblastos estromais nos individuos
tratados com PRP. O presente trabalho
corrobora essa hip6tese, pois 90 dias ap6s o
fim do experimento nenhum animal

apresentou leucoma, ou seja, cicatrizes
corneanas. Foi possivel observar a
ocorréncia de opacidades discretas tais
como opacidades pontuais denominadas
nébulas, observadas com maior frequéncia
em animais do grupo que recebeu PRP
heter6logo, opacidades maiores e muitas
vezes difusas, denominadas méaculas, foram
observadas com maior frequéncia em
animais do grupo controle positivo (soro
fisioldgico) (Fig. 19). Um animal do grupo
qgue recebeu PRP autdlogo apresentou
macula, mas este também deixou o
experimento sem a resolucdo completa da
lesdo, tendo provavelmente ocorrido
complicagbes  secundarias &  Ulcera
superficial. Os demais animais do grupo
PRP aut6logo apresentaram manutencao da
transparéncia normal da cornea (Tab. 25).

Tabela 25. Frequéncia de opacidades corneanas 90 dias apos a resolucdo da ulcera superficial em
animais tratados com PRP aut6logo, heterdlogo e soro fisiologico.

Animais Auséncia de

Grupo avaliados opacidades* Nebula™ % Macula™* %
Autblogo 5 4 80 0 0 1 20
Heter6logo 6 1 16,67 5 83,33 0 0
Controle Positivo 6 2 33,33 1 16,67 3 50

*NUmero de animais que ndo apresentaram opacidades. ** NUmero de animais que apresentaram nébula.
*** NUmero de animais que apresentaram macula.

Foi determinado um escore para a
opacidade corneana observada 90 dias apds
a reparacdo da leséo conforme a gravidade
dessa sequela. Assim, foi determinado
como 0 para a auséncia de opacidades, 1

O "////7////:,‘ per’

e

o 7 7

para a apresentagdo de nébula e 2 para a
apresentacdo de méculas. O escore total e
médio por grupo de tratamento foi
apresentado na Tab.26.
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Figura 19. Avaliacdo da transparéncia corneana 90 dias ap06s a resolugdo das Ulceras de cérnea. A:
manuten¢do da transparéncia normal. B: nébula. Observar opacidade discreta e focal (seta
amarela). C: méacula. Observar opacidade discreta ocupando ampla area da cérnea (seta

branca).

Tabela 26. Escore* para opacidade corneana observada 90 dias ap6s a reparacdo da Ulcera de
coérnea superficial em animais tratados com PRP aut6logo, heterélogo e soro

fisioldgico (Controle positivo).

Grupo Numero de animais Escore total Média**
Autologo 5 2 0,4
Heterblogo 6 7 1,166667
Controle Positivo 6 8 1,333333

*Escore 0 para auséncia de opacidade, 1 para nébula e 2 para macula.**Escore total/nimero de animais.

Apesar de ndo haver diferenga no tamanho
das lesdbes de acordo com o dia de
tratamento entre 0s grupos controle,
autologo e heterélogo, um maior nimero de
animais dos grupos tratados com PRP
apresentaram resolucdo da lesdo mais
precoce (a partir do dia 3). A auséncia de
diferenca pode ser explicada pelo
desenvolvimento de complicagbes em
individuos dos grupos de PRP, que
atrasaram ou impediram a resolucdo das
lesbes, 0 que tornou a média de redugdo nas
lesbes menor nesses grupos.

4.3. Experimento 3: Avaliacao
termografica no diagnostico da ulcera
de cornea equina.

A temperatura de corte (cut off) de 34,8°C a
area sob a curva ROC foi de 0,969, com
erro padrdo de 0,00903, intervalo de

confianca de 0,943 a 0,985 e p<0,001. Isso
significa que animais com temperatura
superior a de corte apresentam 96,9% de
chance de apresentarem Ulcera de cOrnea ao
teste da fluoresceina.

Muitos exames tém valores medidos numa
escala numérica e, assim, a sensibilidade e a
especificidade dependem de onde se coloca
0 ponto de corte (cut off) entre os resultados
positivos e negativos. Uma forma mais
eficiente de demonstrar a relagdo
normalmente antagonica entre a
sensibilidade e a especificidade dos exames
que apresentam resultados continuos sdo as
Curvas de Caracteristicas de Operacdo do
Receptor (Curvas ROC- Receiver Operating
Characteristic). A Curva ROC é um grafico
de sensibilidade (ou taxa de verdadeiros
positivos) versus taxa de falsos positivos
(Margotto, 2014) (Fig. 20).
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Figura 20: Sensibilidade e especifidade da temperatura ocular mensurada por
termografia infravermelha, no diagnéstico da Ulcera de cérnea em equinos:a
temperatura de corte 34°C, 96,9% dos animais com temperatura ocular
superior apresentardo teste de fluoresceina positivo.

Aplicando o teste estatistico a termografia,
a area sob a curva Roc representaria a
probabilidade do resultado da termografia
de um animal com Ulcera de coérnea,
escolhido aleatoriamente, em exceder a
temperatura ocular de um animal negativo,
escolhido  aleatoriamente. Esse teste
mostrou que a termografia € uma exame
eficiente para triagem de lesfes corneanas.
A termografia é também mais adequada
para avaliar grandes popula¢des de animais,
como em exposicdes e eventos esportivos
ou ao se avaliar animais indoceis ou pouco
cooperativos, quando o uso do teste de
impregnacdo  pela  fluoresceina  néo
apresenta praticidade deixando de ser
executado, apesar de sua facil aplicacdo,
baixo custo e especificidade.

Utilizando temperaturas de corte mais
baixas a sensibilidade do teste seria maior
(todos o0s animais positivos seriam
detecdados), em contrapartida, a
especificidade se tornaria mais baixa, ou
seja, varios negativos seriam dados como
positivos. Por exemplo, se a temperatura de
corte fosse 33,1°C, 10 entre 10 animais
positivos apresntariam temperatura ocular

igual ou superior a de corte, entretanto,
entre 0s que tivessem temperatura superior
ou igual a de corte haveria quase 7 animais
gue ndo apresentariam Ulcera.

O LR incorpora a sensibilidade e
especificidade do teste e fornece uma
estimativa direta do quanto o resultado do
teste vai alterar as probabilidades de se
encontrar Ulcera de cornea. LR negativo
indica o quanto diminuem as probabilidades
da doenga quando o resultado do exame
esta abaixo da temperatura de corte.

O valor preditivo positivo (VPP) determina
a proporcdo de equinos com ulcera de
cdrnea entre 0s equinos positivos no exame
termografico. O VPP para a temperatura de
corte de 34,8° C é de 86,7, ou seja, entre 10
animais com temperatura igual & de corte,
8,7 teriam Ulcera de cérnea. O valor
preditivo negativo (VPN) representa
guantos animais sadios existiram entre os
negativos no exame termografico, que para
essa temperatura de corte seria de 95,8, ou
seja, entre 10 animais com temperatura
inferior a de corte, 9,6 realmente nédo
apresentariam Ulcera de cérnea (Tab. 27).
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Tabela 27: Sensitividade, especificidade, taxa de verossimilhanca (LR), valor preditivo positivo
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN), de acordo com a temperatura ocular obtida
por termografia infravermelha, em equinos, no diagnostico da Ulcera de cornea

°C Sensitivi- Especifi- LR LR VPP VPN
dade (IC) cidade (IC) positivo negativo
> 331 100,00 32,16 1,47 0,00 44,0 100
(96,6-100) (25,7-39,1) (1,3-1,6) - (37,6-50,5) (94,4-100)
> 33,6 99,06 46,73 1,86 0,02 49,8 98,9
(94,9-100) (39,6-53,9) (16-21) (0,003-0,1) (42,8-56,7) (94,2-100)
> 34,0 99,06 64,32 2,78 0,0015 59,7 99,2
(94,9-100) (57,2-71,0) (2,2-3,3) (0,002-0,1) (52,0-67,0) (95,7-100)
> 34,5 95,28 86,43 7,02 0,055 78,9 97,2
(89,3-98,5) (80,9-90,9) (4,9 - 10,0 (0,02-0,1) (70,8-85,6) (93,5-99,1)
> 34,8 92,45 92,46 12,27 0,082 86,7 95,8
(85,7-96,7) (87,9-95,7) (7,5-20,0) (0,04-0,2) (79,0-92,4) (92,0-98,2)
> 35,2 85,85 94,47 15,53 0,15 89,2 92,6
(77,9-91,9) (90,3-97,2) (8,7-27,7) (0,09-0,2) (81,5-94,5) (88,1-95,8)
> 35,5 67,92 97,49 27,03 0,33 93,5 85,1
(58,2-76,7) (94,2-99,2) (11,3-64,9) (0,2-0,4) (85,4-97,9) (79,8-89,4)

IC: intervalo de confianca

A maioria dos pesquisadores determina a
temperatura média com a medida de uma
ou mais regifes da superficie ocular. Tan et
al. (2009 e 2010) acreditam que mais
estudos sejam necessarios para demonstrar
a técnica mais fidedigna de mensuracéo da
temperatura pela termografia da superficie
corneana de olhos lesionados. Contudo no
presente trabalho, conseguiu-se demonstrar
0 valor da termografia ocular na predicdo
de lesGes oculares com apenas uma imagem
com foco no ponto central da cérnea.

No campo médico, a termografia ja vinha
auxiliando a tomada de decisdo em
cirurgias cardiacas devido ao seu valor
preditivo (Ring, 1998; Tan et al., 2009).
Também fora utilizada no controle da dor
neuropatica (Hooshmand et al., 2001) e no
diagndstico de cancer de mama (Ng e Chen,
2006; Ng, 2009), doencas reumaéticas
(Kalili e Gratt, 1996) e doencas da glandula
tiredide (Helmy et al., 2008).

Um estudo preliminar relacionou a
diferenca entre medidas tomadas no centro
de cérneas humanas e a média de duas
medidas tomadas na regido limbal,
denominada diferenca de temperatura radial
(RTD) a ocorréncia de ceratoconjuntivite
seca, demonstrando valores maiores de
RTD para portadores da doenca em
comparagdo a valores obtidos de pessoas

normais. Seus autores consideraram a
termografia um exame apropriado para o
diagnostico da ceratoconjuntivite seca e
para a avaliagio das modalidades de
tratamento  (Morgan et al., 1995).
Diferentemente de Morgan et al (1995), o0s
valores obtidos no presente trabalho
contaram com uma Unica medida realizada
no 4pex corneano e  predizeram
fidedignamente os achados no teste da
fluoresceina.

Em equinos a aplicacdo da termografia
ocular infravermelha estava limitada como
indice da temperatura corporal (Johnson et
al., 2011), na determinagdo do estresse a
gue cavalos eram submetidos durante
treinamento e competicBes (McGreevy et
al., 2012; Valera et al, 2012). Os resultados
do presente estudo perimitiu relacionar,
pioneiramente, a temperatura ocular na
termografia infravermelha a presenca de
ceratite ulcerativa em equinos.

5. CONCLUSOES

Nas condicBGes deste experimento pode-se
concluir que o debridamento por Diamond
Burr é uma técnica valida, segura e eficaz
na inducdo de lesbes  corneanas
exclusivamente epiteliais.

Os sinais como fotofobia, blefaroespasmo,
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quemose e edema de coOrnea sdo fortes
indicativos de lesbes oculares e dor ocular e
ndo apresentam elevado nivel de
dificuldade na sua identificacdo. Esses
sinais sdo relevantes enquanto outros como
alopecia e hiperemia apresentaram elevado
nivel de dificuldade na identificacdo e ndo
foram bons indicadores de problemas
oculares para o clinico sem grande
experiéncia na oftalmologia. O teste de
fluoresceina apresentou uma concordancia
quase perfeita entre o0s examinadores,
demonstrando ser de extrema importancia
no diagnostico de Ulcera de coérnea. A
Termografia infravermelha ocular é eficaz
na triagem de lesGes oculares superficiais
em equinos.

O PRP reduziu o tamanho de Ulceras de
cornea induzidas em equinos, acelerando a
resolucdo da Ulcera experimental. A
aceleracdo na resolucdo das lesdes
corneanas é clinicamente suficiente para
recomendar a terapia com PRP.

O PRP aut6logo ou heter6logo resultou na
aceleracdo da reparacdo corneana de forma
similar. Entretanto, considerando-se a
manutencdo da transparéncia corneana apés
90 dias da resolucéo clinica o PRP aut6logo
mostrou-se melhor, evitando 0
desenvolvimento de opacidades.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Foi demonstrado por meio do teste de
concordéncia os sinais clinicos oculares de
facil e dificl identificacdo por clincos
gerais, ndo especializados em oftalmologia,
apontando para o0s sinais de maior
importancia na avaliacdo de equinos com
leses corneanas.

Apesar de ser considerado padrdo ouro e ser
essencial na avaliacéo oftalmoldgica, o teste
de fluoresceina pode ser pouco pratico para
triagem de lesdes oculares em competicdes
e exposi¢oes envolvendo grande numero de
animais. Assim, a termografia
infravermelha é uma forma de amplificar o
diagndstico dessas lesdes ao se avaliar
grandes populacGes. Como é também uma
forma de exame remoto, ou seja, que ndo
necessita 0 contato com o paciente, ela
permite a avaliagdo de animais indoceis ou
pouco cooperativos, evitando o risco de

acidentes no decorrer do exame. A
termografia ocular € uma préatica ainda
subutilizada na medicina equina, mas sua
confirmada confiabilidade no diagnostico
de problemas oculares deve servir de
estimulo para o seu maior aproveitamento.

O presente trabalho foi o primeiro a avaliar
0 uso do PRP heter6logo no tratamento de
Ulcera de coOrnea, em equinos. Apesar da
melhor preservacdo da arquitetura corneana
observada no tratamento com PRP
autologo, os resultados demonstraram que 0
PRP heter6logo também é uma excelente
opcao de tratamento pois tem o potencial de
evitar complicagdes relacionadas ao atraso
na reparacdo das lesdes corneanas e
adicionalmente confere praticidade a terapia
com PRP, permitindo que outro equino seja
fonte desse importante material biolégico,
evitando os riscos e custos do transporte do
animal enfermo a instituicdes de ensino e
pesquisa para a realizacdo do tratamento.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios,
principalmente em outros sistemas, para
confirmar a seguranca de sua utilizacdo.

Como perspectivas futuras, destaca-se a
busca por novas formas de administracao
do PRP, como formulacbes em gel,
incorporagd0  em  outros  materiais
biolégicos sélidos e implantes, que
permitam a liberagdo lenta e gradual dos
fatores de crescimento nos tecidos alvo.

Devido a rotina de preparagdo do PRP, com
necessidade de equipamentos
especializados, técnicas para a preparacdo
do PRP congelado deveriam  ser
desenvolvidas, visando um  menor
deslocamento do animal para centros
especializados.
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