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RESUMO

A membrana amnidtica humana (MAH) tem sido utilizada clinicamente na reconstrucdo da superficie
ocular nos casos de queimaduras quimicas e térmicas, principalmente, nos casos severos onde ha
deficiéncia das células germinativas do limbo. O objetivo deste trabalho foi verificar, sob os aspectos
clinicos e morfologicos, os efeitos da MAH criopreservada em DMSQ, sobre as corneas de coelhos
com deficiéncia limbar induzida por trauma mecéanico e quimico. Para tanto, foram utilizados 20
coelhos albinos sadios, com peso médio de 2,6 kg, que foram divididos por sorteio em dois grupos
experimentais (G1 e G2). Os grupos foram ainda subdivididos em dois subgrupos para realizagdo dos
estudos aos sete e trinta dias (G1: n=10; G2: n=10). Apds anestesia, os animais do G1, sofreram
trauma a superficie ocular constituido de peritomia e ceratolimbectomia 360°, seguidas de queimadura
com NaOH 0,5 M e desepitelizacdo mecanica com bisturi. Os animais do G2, ap6és 0 mesmo trauma
receberam a MAH criopreservada. Ao final de sete e trinta dias, metade dos animais de cada grupo foi
submetida a eutanasia e tiveram suas corneas colhidas. A MAH criopreservada ¢ uma alternativa
eficiente na reconstrucdo da superficie ocular, pois as corneas tratadas com membrana apresentaram
uma evolugdo clinica melhor com menor defeito epitelial. Os achados clinicos foram confirmados
pelas analises morfologicas.

Palavras-chave: membrana amniotica, transplante, superficie ocular, deficiéncia limbica, coelho.

CLINICAL AND MORPHOLOGICAL ASPECTS OF THE HUMAN AMNIOTIC
MEMBRANE ON RABBITS CORNEAS WITH INDUCED LIMBAL GERMINATIVE CELLS
DEFICIENCY.

ABSTRACT

The human amniotic membrane (HAM) has been used in ocular surface reconstruction of the
thermical and alkali burns with limbal steam cells deficiency. The purpose of this study was to
evaluate of the DMSO, cryo-preserved HAM on rabbit’s corneas with limbal deficiency, under
clinical and morphological aspects. Twenty healthy rabbits, with 2.6kg weigth-body were used. The
animals were randomized into two groups (G1- n=10, G2— n=10). The groups were subdivided into
two subgroups for study at 7" and 30™ days postoperatively. The animals of G1 were submitted to
total peritomy and keratolimbectomy, followed by application of 0.5 M NaOH, under anaesthesia, and
did not receive the HAM transplantation. The G2 animals, under the same conditions, received the
HAM after mechanical and chemical injuries. After 7" and 30™ postoperatively observation, half of
the animals of each group (G1 and G2) were submitted to humanitarian euthanize and the respective
corneas collected for morphological analysis. Cryo-preserved HAM may be an effective alternative in
ocular surface reconstructive surgery because the HAM-treated corneas shown a better clinical
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evolution and a less epithelial defect. These aspects were confirmed by morphological analysis.
Key words: amniotic membrane, transplantation, ocular surface, limbal deficiency, rabbit.

ASPECTOS CLINICOS Y MORFOLOGICOS DEL TRANSPLANTE DE LOS AMNIOS
HUMANOS SOBRE LA CORNEA DE CONEJOS CON DISCAPACIDAD INDUZIDA DE
LAS CELULAS GERMINALES DEL LIMBO

RESUMEN

El amnios humano (MAH) se ha utilizado clinicamente en la reconstruccion de la superficie ocular en
los casos de productos quimicos y quemaduras térmicas, sobre todo en casos los cuales hay deficiencia
severa de las células germinales del limbo. El objetivo de este trabajo fue comprobar en los aspectos
clinicos y morfologicos, los efectos de la MAH criopreservada en DMSO, en las corneas de conejos
con discapacidad limbar inducida por traumas quimicos y mecanicos. Para ello, se utilizaron 20
conejos albinos sanos, con un pormedio de peso de 2.6 kg, que fueron divididos por sorteo en dos
grupos experimentales (G1 y G2). Los grupos fueron también subdivididos en dos subgrupos para los
estudios a los siete e treinta dias (G1: n = 10; G2: n = 10). Después de la anestesia, los animales de G1,
sufrieron traumatismo a la superficie ocular utilizandose de peritomia y ceratolimbectomia 360°,
seguido por quema con NaOH 0,5 M y desepitelizaccion mecanica con bisturi. Los animales de G2,
después del mismo trauma recibieron la MAH criopreservada. Al final de los siete y treinta dias, la
mitad de los animales de cada grupo fue sometida a la eutanasia y sus corneas fueron cosechadas. La
MAH criopreservada es una alternativa eficiente en la reconstruccion de la superficie del ojo, pues las
corneas tratadas con membrana presentaron una mejor evoluccion clinica con menos defecto epitelial.
Los allados clinicos fueron confirmados por andlisis morfologicas.

Palabras-clave: amnio humano, transplante, superficie del ojo, discapacidad de las células
germinales, conejos.

INTRODUCAO

A cornea, que representa uma das estruturas da tinica fibrosa do bulbo ocular, constitui-se em
um tecido predisposto a lesdes dada a sua localizagdo externa. Por ser transparente, esta diretamente
envolvida na visdo e a cornea t€m sido estudada no homem e nos animais nos ultimos tempos, devido
ao crescente numero de doencas relacionadas a ela, algumas ainda, de etiologias e tratamentos
desconhecidos. Essas doengas podem causar dano epitelial, vascularizagdo e inflamagdo cronica, que
resultam na perda de sua transparéncia e diminui¢do da acuidade visual (TSENG e TSUBOTA, 1997;
GOMES, 2000). Dentre elas, os defeitos epiteliais cronicos constituem complicagdes freqiientes dos
“Disturbios da superficie ocular e do filme lacrimal” e podem evoluir para inflamacdo estromal e
infeccdo (ASSOULINE, 1993; GOMES et al.,, 1999). Diversos tratamentos convencionais sao
relatados na literatura, como o uso de medicacao topica (lubrificantes sem preservativos e esterdides
topicos), lente de contato terapé€utica, tarsorrafia, transplante de limbo e recobrimento conjuntival
(KENYON e TSENG et al., 1989; VAN KLINK et al., 1993; WAGONER, 1997; GOMES et al.,
1999; TSUBOTA et al., 1999). Mais recentemente, o uso de fatores de crescimento, como EGF, NGF
e outros, também tém sido relatados com resultados promissores (NISHIDA et al., 1993; WILSON et
al., 1993; SOTOZONO et al., 1995; LAMBIASE et al., 1998; CAMPBELL et al., 2000). No entanto, o
alto custo dessas substancias ainda inviabiliza seu uso na pratica clinica. A membrana amniotica, por
possuir fatores de crescimento estimuladores da epitelizacao e propriedades antiinflamatorias, tem sido
utilizada por alguns autores como op¢do terapéutica cirurgica nos casos mais graves de defeitos
epiteliais persistentes (KRUSE et al., 1990; KIM e TSENG, 1995; TSENG et al., 1998; GOMES et al.,
1999; SIPPEL e FOSTER, 2001). As queimaduras quimicas da cornea por alcali resultam em ceratite
recalcitrante caracterizada por uma formagao bolhosa, ruptura epitelial recorrente, morte das células
estromais, infiltracdo de células inflamatoérias e disfungdo endotelial (KIM et al., 2000).

Varios modelos experimentais de disfungdo das células germinativas limbicas tém sido
propostos para simular as alteragdes encontradas em diversas doengas que afetam a superficie ocular.
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Com uma superficie apresentando conjuntivalizag¢do e vascularizacdo, pode-se avaliar a eficacia de um
tratamento em restabelecer uma superficie ocular préxima ao normal, por meio da regressdo dos vasos
corneais, da recuperagdo do epitélio corneal original e do retorno a transparéncia (PARENTE et al.,
2002). Embora existam modelos em animais, como ratos e camundongos geneticamente modificados
para mimetizar doengas da superficie ocular (VAN DER VEEN et al., 1994; YAO et al., 1994;
SMITH et al., 1996), o coelho ¢ o animal mais utilizado em modelos de disfungdo das células
germinativas (CINTRON et al., 1979, THOFT et al., 1979; TSENG et al., 1984; PARENTE et al.,
2002). No entanto, a destrui¢do do epitélio corneal e limbico ja foi investigada por varios métodos
como escarificagdo mecanica, alcool etilico, n-heptanol entre outros, para mimetizar situagdes clinicas
de deficiéncia de células germinativas do limbo. Freqiientemente ocorre variagdo dos achados clinicos
em condi¢des experimentais, € nem sempre coincidem com os achados clinicos dos distirbios da
superficie ocular no homem. Sendo assim, esse trabalho teve por objetivos avaliar, clinica e
morfologicamente em coelhos, os efeitos da membrana amnidtica humana criopreservada, sobre a
superficie ocular submetida ou ndo a traumas mecanico e quimico com NaOH 0,5 M.

MATERIAL E METODOS

ASPECTOS ETICOS

O estudo foi realizado de acordo com os principios internacionais orientados para a pesquisa
biomédica envolvendo animais e conforme o Cédigo de Nuremberg (GOLDIM, 1995). Foi utilizado o
numero minimo de animais necessarios para se observar ¢ analisar os resultados obtidos. Este estudo
foi aprovado pela Comissio de Etica de Experimentagio Animal (CEEA) da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba (SP) da UNESP - Campus de Aragatuba.

OBTENCAO E PRESERVACAO DA MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA

As membranas foram obtidas a partir de placentas de mulheres submetidas ao parto cesariana.
As pacientes tiveram como quesitos de aprovagdo para colheita: o resultado de sorologia negativa para
Hepatite B ¢ C, HIV e Herpes virus. A colheita da membrana dependeu da aprovacao das pacientes e
do Comité de Etica Humana da UNIFESP - EPM. Ao final do parto cesariana, procedeu-se a colheita
asséptica das membranas amniodticas em capela de fluxo laminar que, em seguida, foram lavadas
sistematicamente com solugdo fisiologica estéril 0,9% contendo antibidticos e antifungicos. Em
seguida, foram esticadas sobre papel de nitrocelulose com sua face estromal voltada para a membrana
e recortada nas dimensdes de 3,0 X 3,0 cm. Finalmente, as mesmas foram introduzidas em frascos
assépticos de vidro de 20 ml contendo DMSO, 12% enriquecido, que foram mantidos em congelador a
temperatura de -80°C por, no minimo, 15 dias.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os coelhos foram divididos de forma aleatoria em dois grupos. Constituiram-se os seguintes
grupos: G1 (lesdo) = grupo formado pelo olho direito (OD) de dez coelhos que sofreram trauma
cirurgico e quimico de queimadura da cornea e deficiéncia limbar; G2 (lesdo + membrana) = grupo
formado pelo OD de dez coelhos que, ap6s o trauma cirtirgico e quimico de queimadura da cérnea e
deficiéncia limbar, receberam transplante de membrana amnidtica criopreservada em DMSO, 12%.
Cada grupo foi, ainda, subdividido em dois subgrupos, para realizacdo das avaliagdes aos sete e aos
trinta dias de pds-operatorio. Os olhos contralaterais normais (sem trauma) também foram avaliados
para a busca de intercorréncias oculares.

PROCEDIMENTOS ANESTESICOS

Previamente as condutas operatdrias, observaram-se os cuidados relativos a jejum hidrico e
alimentar. Foi realizada a conteng@o do animal para aplicagdo de acepromazina na dose de 0,1 mg/kg
pela via intramuscular. Apés 15 minutos, os animais receberam quetamina e xilazina nas doses de 35
mg/kg e 5 mg/kg, respectivamente, misturados na mesma seringa e administrados pela mesma via.

PROCEDIMENTOS DE TRAUMA A SUPERFICIE OCULAR E TRANSPLANTE DA MAH
Estando os animais sob efeito da anestesia, realizaram-se as condutas pertinentes ao trans-
operatorio, monitoradas com microscépio cirurgico. Com objetivos voltados a execucdo das lesdes a
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superficie ocular, apds anti-sepsia com PVPI aquoso e preparo rotineiro de campo operatorio, efetuou-
se blefarostase mecanica. Em seguida, o olho foi posicionado em proptose, para facilitar a realizagdo
do trauma proposto. Entdo, foi realizada peritomia 360° seguida de ceratolimbectomia 360° de 2 mm.
Em seguida, com auxilio de um papel filtro, recortado no diametro da cérnea (1,5 cm) e embebido em
NaOH 0.5 M (pH 12), foi colocado sobre a cornea durante 1 minuto. Ato continuo, a regido
correspondente ao limbo foi ainda escarificada com auxilio do mesmo papel, por mais 1 minuto. Apos
este procedimento, as corneas foram lavadas continuamente com solugdo fisioldgica estéril 0,9%
durante 1 minuto. Em seguida, com auxilio de uma ldmina nimero 15 montada em cabo de bisturi n°
3, procedeu-se o desbridamento mecanico da cérnea, a fim de se promover a desepitelizacdo. A sua
efetividade foi comprovada instilando-se gotas de fluoresceina sodica. Por fim, a superficie ocular foi
novamente irrigada com solugdo salina durante 1 minuto. Ao término de cada procedimento cirirgico
de trauma corneal, os animais foram sorteados com propdsito de se constituir os grupos experimentais
acima descritos (G1 e G2).

Os animais do G2 receberam, ao final do trauma a membrana amni6tica humana descongelada
naturalmente, onde a mesma foi esticada sobre a superficie ocular com a face estromal voltada para a
superficie ocular e suturada com mononylon 9-0 na regido escleral, proxima ao foérnice conjuntival, a
uma distancia de 1,0 cm do limbo, utilizando-se pontos simples isolados distando 0,6 cm um do outro,
em um total de 12 pontos.

CUIDADOS POS-OPERATORIOS

Como conduta pos-operatoria, os animais receberam colirio a base de tobramicina, duas vezes
ao dia, durante 7 dias, como medida profilatica da infeccdo. Para um conforto pods-operatorio,
receberam buprenorfina, na dose de 0,05 mg/kg, pela via subcutanea a cada 12 horas, também por sete
dias. E finalmente, para que fatores comportamentais, relativos a automutilagdo ndo interferissem com
a evolucdo das lesdes concebeu-se aplicar em todos os animais, colares de protecdo do tipo
“Elisabetano” durante 10 dias. Os pontos da cantorrafia foram retirados aos 10 dias de pds-operatorio.

PROTOCOLOS DE AVALIACAO

AVALIACAO CLINICA

Metade dos animais do G1 e G2 foi avaliada diariamente durante sete dias, € a outra metade de
cada grupo foi avaliada diariamente durante trinta dias, por meio de exame oftalmologico com auxilio
de lampada de fenda. Ao final de cada periodo de observagdo clinica, os animais foram anestesiados
para que seus olhos fossem colhidos para o estudo morfologico. Em seguida, os mesmos foram
submetidos a eutandasia. Para tanto, foi realizada tranqiiilizagdo com injecdo de acepromazina pela via
intravenosa, na dose de 0,2 mg/kg. Apds 15 minutos, pela mesma via, foi administrado tionembutal
em dose excessiva (dose acima de 15 mg/kg) até o momento em que o animal apresentasse sinais de
parada respiratoria seguida de parada cardiaca, que foi confirmada a auscultagdo.

Os olhos operados foram avaliados diariamente por sete e trinta dias, na busca dos fendmenos
intercorrentes com a evolugdo clinico-cirirgica ¢ demais manifestagdes oculares. O exame foi
realizado por dois examinadores “cegos”. Os eventos clinicos observados e os escores adotados estdo
apresentados no Quadro 1.

AVALIACAO MORFOLOGICA

Para estudo a microscopia Optica, conceberam-se os periodos de sete e trinta dias. Os
fragmentos foram incluidos em Tissue Freezing Medium e estocados em freezer (—20°C). No momento
da obtengdo dos fragmentos histologicos, as amostras (corneas) foram descongeladas em temperatura
ambiente e foram lavadas em PBS em placa de Petri estéril para obtencao do fragmento. Em seguida,
os fragmentos foram introduzidos em frascos contendo solucdo de formaldeido 10% tamponado para
fixagdo durante trés dias. Ato continuo, os fragmentos foram incluidos em parafina e cortados em
micrétomo a uma espessura de 5 um. De cada amostra, obtiveram-se 6 cortes. Em seguida, os
fragmentos foram corados pelos métodos: 1) Coloragdo de Hematoxilina-Eosina (HE): para avaliagdo
de todas as corneas especialmente os fendmenos referentes a congestdo, edema, hemorragia,
infiltracdo de leucocitos polimorfonucleares e mononucleares, vascularizagdo corneal e fibrose e 2)
Coloragdo de Tricromio de Masson, para avaliagdo do colageno.
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QUADRO 1. Parametros oftalmologicos estudados e escores adotados para avaliagdo dos olhos de
coelhos submetidos a trauma mecanico e quimico da superficie ocular, tratados ou nao com MAH.

Parametro Clinico Escores
Blefarospasmo (0): auséncia
(1): leve

(2): moderado
(3): intenso
Secrec¢iao ocular (0): auséncia
H:1
(++):2
(+++): 3
Quemose (a): auséncia
(p): presenca
Hiperemia conjuntival (0): auséncia
(1): leve
(2): moderada
(3): intensa
Vascularizacio corneal (0): auséncia
(Segundo THOFT, FRIEND, MURPHY, 1979) (2): proliferacdo vascular até 2mm do limbo
(4): proliferacdo vascular até 4mm do limbo
(6): proliferacdo vascular até 6mm do limbo
(8): proliferacdo vascular at¢ 8 mm do limbo
(vasos no eixo visual)

Defeito epitelial (a): auséncia — quando ndo havia defeito epitelial
(t): total — quando havia defeito epitelial de toda
cornea

(p): parcial — quando havia defeito epitelial de
parte da cornea
(pu): puntiforme

Opacidade corneal (0): quando ndo havia dificuldade para observagéo
de detalhes da iris
(1): discreta - quando havia borramento dos
detalhes da iris
(2): moderada - quando havia dificuldade em
definir detalhes da iris
(3): severa - quando ndo era possivel observar
detalhes da iris

Conjuntivalizacio (a): auséncia
(p): presenca
Descemetocele (a): auséncia
(p): presenca
Perfuracgio corneal (a): auséncia

(p): presenca

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos em cada analise foram tabulados e submetidos a andlise estatistica para a
comparacao das variaveis. Para as variaveis blefarospasmo, secrecdo ocular, hiperemia conjuntival,
neovascularizagdo corneal e opacidade corneal utilizou-se a mediana, para caracterizar a tendéncia
central dos grupos, e o teste de Mann-Whitney, para comparar os grupos G1 (controle) e G2
(membrana) em cada dia. Para as variaveis quemose, defeito epitelial e conjuntivalizagdo foram
realizados o teste exato de Fisher, para verificar associag@o entre as variaveis e os grupos (G1 e G2).
As estatisticas foram consideradas significativas quando P<0,05. As analises estatisticas foram
efetuadas empregando-se o programa SAS' (Statistical Analysis System).

" SAS INSTITUTE. SAS/STAT software: changes and enhancementes through release 6.12. Cary: Statistical Analysis System Institute,
1997. 1167p.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo experimental de trauma a superficie ocular foi idealizado buscando-se obter a
remocao completa das células germinativas. Kruse et al. (1990) relataram que a utilizagdo do n-
heptanol, durante cinco minutos, seria capaz de remover a totalidade do epitélio limbico. Outros
autores utilizaram o mesmo composto durante um minuto (CINTRON et al., 1979; SHAPIRO et al.,
1981; TSENG et al., 1984), com o mesmo propoésito. A viabilidade de execugdo da técnica foi testada
previamente em estudo piloto. Inicialmente verificou-se que a utilizacdo do n-heptanol friccionado
sobre o epitélio da cornea associada a peritomia 360° a 2 mm do limbo e dissec¢ao cirurgica lamelar
do limbo conforme fora descrito por Kim e Tseng (1995) ndo foram capazes de produzir um quadro de
queimadura da cornea com defeito epitelial persistente, pois todas as coérneas apresentaram-se
reepitelizadas, com teste de fluoresceina negativo e sem quaisquer outras alteragdes. Frente a esse
resultado, optou-se por substituir o n-heptanol por uma solu¢do de NaOH 0,5 M (pH=12) durante um
minuto, associada a uma peritomia 360° de 3 mm do limbo, seguida de ceratolimbectomia de 2 mm
para cornea e para esclera, na regido do limbo. Neste caso, todas as corneas dos seis coelhos
apresentaram defeito epitelial persistente com vasculariza¢do e opacidade corneal, o que nos fez optar
por esse novo modelo.

Parente et al. (2002) estudaram, comparativamente, trés modelos de inducdo de deficiéncia
limbica em coelhos. No estudo, observaram que na maior parte das corneas submetidas as técnicas de
lesdo limbica, a epitelizagdo se iniciou pela periferia proxima ao limbo, como ocorre no homem (DUA
e FORRESTER, 1990). Além disso, conseguiram reproduzir um dos modelos propostos por Kim e
Tseng (1995).

Intercorréncias sistémicas ou alteragdes, como deiscéncia de sutura ou infec¢des, ndo foram
observadas em nenhum grupo experimental estudado. No que se refere ao quadro oftalmico, destacou-
se o blefarospasmo, considerado importante nos periodos iniciais de pds-operatorio. Os animais do G1
(lesdo) apresentaram esse sinal clinico de forma mais intensa do que os animais do G2
(lesdo+membrana), comprovada por analise estatistica entre o 1° ¢ 10° dias de observacdo. Sugere-se
sua correlacdo com a estimulagdo das terminagdes nervosas do epitélio e estroma corneais (WARING,
1984) e fios de sutura junto a cornea ou superficie ocular sensibilizando as incursdes palpebrais, bem
como uveites reflexas, a despeito de ndo poderem ser avaliadas (KERN, 1990). Isto sugere dor ocular,
embora medidas para minimizar este sintoma tenham sido tomadas com a utilizagdo sistémica da
buprenorfima durante 7dias.

A quemose ¢ a hiperemia conjuntival, sio comuns em conjuntivites agudas (YANOFF e
FINE, 1989). Elas aparecem rapidamente apds um trauma ou exposi¢do a alérgenos ou toxinas. Era
esperado, portanto, que se observassem as suas ocorréncias apds o trauma a superficie ocular aqui
adotado. Nao houve associagdo significativa entre a presenga e a auséncia da quemose entre 0s grupos
estudados, e, quanto a hiperemia, embora tenha se verificado diferenga estatistica entre os grupos em
apenas dois dias da observagao (12° e 17° dias). Os valores obtidos no teste estiveram proximos do
nivel de significancia adotado (p=0,05), ndo havendo, portanto, diferenca significante entre os grupos.

Em algumas situagdes, o uso de membranas biologicas utilizadas na reparagdo de lesdes
corneais com grande perda tecidual, ocorre o fendmeno de vascularizagdo. A vascularizagdo pode
ocorrer por dois tipos de mecanismos: a vasculogénese (PEPPER et al., 1996), ¢ a angiogénese
(FOLKMANN, 1985). Vascularizacdo das corneas dos animais do Gl (lesdo) e do G2
(lesdo+membrana) ocorreu a partir do sétimo dia de pds-operatorio, intensificando-se aos 15 dias, com
tendéncia a reducdo, mas, persistente, nos periodos tardios. Parente et al. (2002) encontraram dados
semelhantes ao estudarem, comparativamente, trés modelos de deficiéncia limbica em coelhos. Tais
achados, nos respectivos tempos, foram confirmados a avaliagdo morfoldgica por microscopia Optica
pela coloragdo de Tricrdmio de Masson, corroborando as observacdes de Maurice et al. (1966) citado
por Naumann e Sautter (1988), que informaram que o processo decorre da deflagracdo de fatores
angiogénicos na cornea. STRIETER et al. (1992), demonstraram a participagdo da interleucina-8 (11-8)
liberada da matriz comneal e seu efeito angiogénico sobre o crescimento de neovasos limbicos.
Clinicamente, os animais do G1 (lesdo) apresentaram um padrao vascular superficial, ao passo que os
animais do G2 (lesdo+membrana) apresentaram um padrdo de vasculariza¢do profunda. Kim e Tseng
(1995), ao estudarem experimentalmente os efeitos da membrana amniotica sobre a cornea de coelhos,
observaram que todas as corneas submetidas a trauma quimico e cirurgico apresentavam
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vascularizacao e conjuntivalizagdo. No mesmo estudo, apés um més, metade dos animais recebeu a
membrana amnidtica. Segundo os autores, a mesma permitiu a reconstru¢ao da superficie ocular com
corneas sem vascularizagdo e defeito epitelial. O mesmo ndo foi observado no presente estudo, pois a
membrana amnidtica ndo foi capaz de reduzir a vascularizacdo corneal quando comparada ao grupo
que recebeu somente o trauma mecanico ¢ quimico (G1), provavelmente por ter sido aplicada logo
apos o trauma. Tal efeito foi descrito em casos de disturbios cronicos da superficie ocular, reduzindo a
vascularizacao corneal (GOMES et al., 1999; PIRES et al., 2001).

Outro motivo aventado a persisténcia da vasculariza¢do até o final da observacao é o fato da
utilizagdo do NaOH 0,5 M, ao invés do n-heptanol, que é costumeiramente utilizado em experimentos
com o objetivo de lesar as células germinativas. Os produtos de natureza alcalina, por promoverem
uma reagdo de saponificacdo tecidual, penetram nos tecidos oculares com maior facilidade, causando
lesdes mais graves e profundas, caracterizadas por necrose do estroma e/ou endotélio corneal, com
perfuragdo secundaria (NOIA et al., 2000). Entretanto, em nossa experiéncia, o n-heptanol ndo foi
capaz de reproduzir uma situacgdo clinica de queimadura, como descrito por Kim e Tseng (1995).

Em alguns estudos foi demonstrado que a progressdo da vascularizagdo corneal ocorre de
forma assimétrica (THOFT et al., 1979; PARENTE et al., 2002); o mesmo nao foi observado neste
trabalho. A Unica diferenca observada foi quanto ao padrdo de vascularizagdo superficial, no Gl
(lesdo), e brush like no G2 (lesdo+membrana). Tais dados foram semelhantes aos observados por
Swift et al. (1996).

Quanto a avaliagdo proposta nesse trabalho de estudar a distancia dos vasos sobre a cornea a
partir do limbo (THOFT et al., 1979), ambos os grupos apresentaram vasculariza¢do progressiva ao
longo do tempo, até atingirem o eixo visual, com diferenca estatistica significante apenas no 17° dia,
cujo valor obtido também esteve proximo do nivel de significancia aqui adotado (p=0,05). Com isso,
pode-se considerar que ndo houve diferenca entre os grupos (Gl e G2), quanto a este pardmetro
avaliado. Ainda, 100% dos animais de cada grupo (G1 e G2) apresentaram vascularizagdo corneal até
o final da observacdo clinica proposta (30 dias). Dados semelhantes foram encontrados (KRUSE et al.,
1990; PARENTE et al., 2002), com modelo de deficiéncia limbar semelhante ao adotado no presente
estudo. No entanto, os autores utilizaram n-heptanol como agente de queimadura. Os mesmos achados
também foram encontrados por Tsai et al. (1990), que utilizaram um modelo semelhante com
posteriores transplantes autdlogo de limbo e conjuntival, e concluiram que, apesar da realizacdo dos
transplantes, a destrui¢do da regido limbica induz a vascularizagdo corneal e conjuntivalizagdo. Os
achados deste trabalho ndo surpreendem, pois Kruse et al. (1990) e Tsai et al. (1990) afirmaram a
necessidade da remogdo do limbo por meio de dissec¢do lamelar para se obter um bom modelo de
deficiéncia limbar. Entretanto, Parente et al. (2002) verificaram um elevado percentual de coérneas
vascularizadas em dois de seus grupos, onde fora realizada a aplicagdo do n-heptanol, associada ou
ndo a desepitelizagdo mecanica com bisturi.

Outro parametro avaliado foi o defeito epitelial. Para isso, utilizou-se o teste da fluoresceina
diario, que so foi possivel de ser analisado nos animais do G1 (lesdao), embora esse teste tenha sido
aplicado aos animais do G2 (lesdo+membrana). Nesse ultimo grupo, ndo se poderia avaliar a area de
defeito epitelial, pois as corneas receberam a membrana, ndo sendo possivel a avaliagdo do estroma
desnudo. Como a face epitelial da membrana possui afinidade pela fluoresceina, era natural esperar
que o corante corasse a membrana, uma vez que esta face foi aplicada sem contato com a cornea.
Embora ndo tenha sido avaliado o defeito epitelial nos animais do G2 (lesdo+membrana) o teste serviu
para avaliar diariamente a presenca da membrana sobre a superficie ocular. A membrana permaneceu
em meédia até o 21° dia da observacdo, quando entdo se rompia, ficando apenas uma parte retraida e
aderida junto a por¢ao temporal superior da cérnea. Por isso, avaliagdo do defeito epitelial s6 foi
possivel de ser realizada entre os G1 (lesdo) e G2 (lesdo+membrana), onde foi causada desepitelizacdo
completa da cornea.

Optou-se por quantificar o defeito epitelial em total, parcial e puntiforme. Nao foi observado
nenhum caso onde o defeito epitelial fosse puntiforme, que indicasse reepitelizagdo quase total. Todos
os animais do G1 (lesdo) e G2 (lesdotmembrana) apresentaram, ao final da observacdo, defeito
epitelial parcial, cuja analise estatistica ndo demonstrou associagdo significante entre a ocorréncia de
defeito epitelial e os grupos, a partir do 21° dia até o final da observagdo. Este parametro pode ser
avaliado mais precisamente pela mensuragdo da area desepitelizada a partir de fotografias diarias da
cornea (MARINHO et al., 1998), ou seqiienciais a cada 12 horas (JORGE, 1995). O mesmo ndo foi
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realizado neste trabalho, pois nos propusemos a avaliar a capacidade da membrana em restaurar o
fendtipo da cdrnea, sob os aspectos descritos. Parente et al. (2002), que também avaliaram a area de
reepitelizagdo da cornea, informaram que a avaliagdo por esse método de fotografias ficou prejudicada
por adotarem um espacamento de dias entre os momentos de avaliacdo maior do que os adotados pelos
autores citados.

Ainda, no terco final da observagdo clinica deste evento, era nitido verificar a diferenca de
area corneal com defeito epitelial entre os grupos estudados G1 (lesdo) e G2 (lesiotmembrana).
Quanto ao primeiro grupo, todos os animais apresentaram defeito epitelial parcial envolvendo 2/3 da
cornea, ao passo que os animais do G2 (lesdo+membrana) apresentavam 1/3 ou menos que isso de
area desepitelizada. Com base nesses dados, a membrana amniotica foi capaz de promover a
restauracdo parcial do fenotipo epitelial normal ao final de 30 dias, momento este em que se encerrou
as avaliagdes clinicas neste estudo. O mesmo foi descrito por Prabhasawat e Tseng (1997). Entretanto,
estes autores adotaram periodos mais longos de observagdo Esse efeito terap€utico benéfico da
membrana possivelmente deve-se ao fato dela permitir uma restauracdo do estroma, produzindo uma
membrana basal epitelial saudavel para a proliferagdo e diferencia¢ao epitelial (PIRES et al., 2001).
Recentes trabalhos cientificos indicam que dentre os inimeros mecanismos de agdo da membrana
amniodtica, um dos principais se deve ao fato da sua membrana basal servir de substrato ideal para
garantir o crescimento e o desenvolvimento de células epiteliais germinativas, prolongando o seu
periodo de vida e mantendo sua capacidade de produzir colonias dessas células, fendmeno
denominado de clonogenicidade (MELLER e TSENG, 1998). Este mecanismo explica porque o
transplante de membrana amnidtica suporta o crescimento de células epiteliais do limbo em cultura de
explantes, com posterior transplante da membrana em superficie corneal afetada, obtendo-se
excelentes resultados. E possivel que o fato dos animais que receberam a membrana apresentarem uma
maior area epitelizada também tenha ocorrido porque a mesma permite a diferenciagdo de células nédo-
caliciformes do epitélio conjuntival (CHO et al., 1999).

O sucesso de causarmos uma lesao severa as células germinativas pdde ser comprovado pelos
sinais clinicos observados no G1 (lesdo) principalmente, onde o defeito epitelial ao final da
observagdo foi maior do que nos animais do G2 (lesdo+membrana). Com a lesdo, houve perda do
fornecimento continuo das células germinativas, que se constituem na ultima fonte de regeneragdo
epitelial (TSENG, 1996). Essas células do epitélio corneal estdo localizadas no limbo (SHERMER et
al., 1986), e acredita-se que as do epitélio conjuntival estejam localizadas no fornice conjuntival (WEI
et al., 1993). E provéavel que a membrana amnidtica, em nosso estudo, tenha servido de substrato para
expandir as poucas células germinativas do limbo e as células amplificadoras de transi¢do da cornea
que tenham restado apds o trauma (TSENG et al.,, 1998). Sabe-se que a fungdo destas células
germinativas € regulada por fatores hormonais, neuronais, vasculares e inflamatorios em progressao no
meio estromal do limbo (PIRES et al., 2001). Sabe-se, ainda, que a membrana basal da membrana
amnidtica que ¢é espessa, possui propriedades antiinflamatoérias, antiapoptdticas e inibitorias da
cicatrizagdo, provavelmente relacionadas a presenca e/ou a inibicdo de fatores de crescimento tais
como TGF-B 1 e 2, bFGF e HGF. Outros estudos demonstraram que o uso da membrana possibilita a
restauracdo de um meio-ambiente estromal perilimbar sem inflamacao (TSENG et al., 1998). Sendo
assim, a membrana permitiu a recuperacdo das poucas células germinativas do limbo e fornice
conjuntival, e conseqiiente maior reepitelizacio. E possivel que, se a observagdo clinica fosse
prolongada, tivéssemos encontrado uma maior area sem defeito epitelial do que foi observado aqui,
onde adotamos um periodo curto de observacao (trinta dias).

Ao longo dos dias, verificou-se que a reparacdo do defeito epitelial se deu com movimento
celular circunferencial, ao longo do limbo corneo-escleral, e centripetamente, a partir do limbo para o
centro da cornea, conforme descreveram Dua e Forrester (1990). A analise morfologica confirmou os
achados clinicos de defeito epitelial. Em ambas as colora¢des observaram-se um estroma corneal
desnudo nos animais do G1 (lesdo), cuja area foi maior na observagdo de sete dias. Aos trinta dias, a
area de defeito epitelial ainda foi grande, se comparado aos animais do G2 (lesio+membrana).
Entretanto, ao analisarmos as areas periféricas dos cortes, observou-se, aos trinta dias, a presenca de
epitélio corneal hiperplasico e desorganizado, com intensa exocitose de neutrofilos. Porém, nos
animais do G2 (lesio+membrana), aos sete dias verificou-se a presenca de células epiteliais
constituindo o epitélio corneal em camada unica, sob a membrana amniética. De permeio a membrana
e no estroma anterior, observou-se reagdo inflamatdria caracterizada por um exsudato inflamatério
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neutrofilico e eosinofilico. Aos trinta dias, observou-se uma area desnuda menor, constituida de um
epitélio estratificado, tendendo a organizagdo. Sendo assim, infere-se que a membrana amnidtica foi
capaz de restabelecer o defeito epitelial, com formacdo de um epitélio microscopicamente mais
organizado do que o encontrado nos animais do G1 (lesio+membrana).

E importante informar que ndo foram observados sinais clinicos e nem morfolégicos de
fendmenos que indicassem rejeicdo da membrana, indicando, assim, insucesso cirurgico. A membrana
ndo expressa os antigenos de histocompatibilidade HLA-A, B ou DR e quando preservada, ¢
considerada imunologicamente inerte, o que a torna uma excelente op¢do de enxerto (TRELFORD e
TRELFORD-SAUDER, 1979; ADINOLFI et al., 1982; TSUBOTA et al., 1996).

A opacidade corneal foi progressiva em ambos os grupos e diminuiu a medida que ocorreu a
epitelizagdo de parte da cornea. Alguns estudos foram conduzidos e a relacionaram com os fatores
causais, principalmente com os processos avulsivos da cornea e exposi¢do do estroma (SCHOENAU e
PIPPI, 1993). Os animais do G2 (lesdo+membrana) apresentam aparentemente menor opacidade
corneal do que os animais do G1 (lesdo), mesmo com a presenga da membrana sobre a superficie
ocular. A analise estatistica revelou diferenga estatistica significante entre os dois grupos (Gl e G2)
apenas no 8°, 9° e 17° dias de observacdo, com valores proximos ao nivel de significancia adotada.
Entretanto, apenas um caso de conjuntivalizagdo em um animal do G1 (lesdo) foi observado. Este
fendmeno € escrito em modelos experimentais de trauma a superficie ocular (KRUSE et al., 1990) e
ou em casos graves de doengas cronicas da superficie ocular do homem (GOMES et al., 1999;
GOMES, 2000). Ndo observamos formagdo de tecido cicatricial durante a reparagdo da cérnea. Isso
provavelmente ocorreu porque o lado estromal da membrana foi aplicado sobre a superficie lesada.
Esta face estromal contém alguns componentes raros da matriz, os quais suprimem a sinalizacdo de
TGF-B, proliferagdo e diferenciagdo miofibroblastica de fibroblastos da cornea e do limbo (TSENG et
al., 1998). Essa agdo explica porque o transplante de membrana amniética ajuda a reduzir a formagao
de tecido cicatricial durante a reconstrugdo da superficie conjuntival (TSENG e TSUBOTA, 1997), a
prevenir a recorréncia de tecido cicatricial apos remogao de pterigeo (PIRES et al., 2001) e a reduzir o
haze corneal apos PTK e PRK (WANG et al.,1998). Embora essa agdo seja mais efetiva quando os
fibroblastos estdo em contato com a matriz estromal da membrana, um efeito menor é também
observado quando os fibroblastos estdo separados ou distantes da membrana, sugerindo, assim, que
fatores difusiveis possam também estar envolvidos, além da presenca dos componentes insoluveis da
membrana. Juntamente com estes achados, varios fatores de crescimento tém sido identificados na
membrana amnidtica (SATO et al., 1998). Estudos futuros serdo necessarios para determinar com
exatidao este mecanismo de ag¢do (PIRES et al., 2001).

A transparéncia corneal requer um estroma avascular, mantido em bom estado de hidratacdo e
com um arranjo interno regular das fibrilas de colageno (CHIRILA et al., 1998). Esse arranjo regular e
eqiiidistante das fibrilas de coldgeno necessita também da homogeneidade do didmetro dessas fibrilas
na matriz estromal (MAURICE, 1970). Uma das fung¢des primordiais do epitélio corneal é protegé-la,
e alteragdes em sua integridade repercutem diretamente no estroma. Neste estudo, causamos lesdo
direta sobre o epitélio e também sobre a por¢do anterior do estroma corneal. Os conceitos
depreendidos poderdao ser aplicados na pratica oftalmoldgica, onde a manutencdo da transparéncia
corneal é fundamental para a obtengdo de boa acuidade visual. Acreditamos que os resultados possam
contribuir para oftalmologia humana, embora o modelo animal escolhido apresente uma variagao
anatomica da coérnea, quando comparado ao homem, que ¢ o fato de ndo apresentar a camada de
Bowman, que aparentemente exerce uma fungdo importante de barreira na relacdo epitélio/estroma
(SORIANO, 2000). Os aspectos clinicos e morfologicos estdo apresentados nas Figuras 1, 2 e 3.
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FIGURA 1. Imagem fotografica do olho no poés-operatério. Em A, observa-se blefarite intensa aos trés dias de pds-
operatorio de um animal do grupo G1 (lesdo). Em B, olho de animal do G2 (lesdo+membrana) com secre¢do mucdide aos
sete dias de pos-operatorio. Em C, vascularizagdo corneal até o eixo visual em olho de animal do G1 (les@o) aos trinta dias de
pos-operatério. Em D, olho de animal do G2 (lesdo+membrana) aos trinta de pos-operatorio, onde se observa vascularizagao
do tipo “brush like”. Em E, observa-se defeito epitelial persistente corado pela fluoresceina em olho de um animal do G1
(les@o) aos trinta dias de pos-operatorio. Em F, pequena area de defeito epitelial corneal corado pela fluoresceina em um
animal do G2 (lesdo+membrana) aos trinta dias de pos-operatorio. Observa-se ainda, retracdo da membrana amnidtica junto a
porgdo corneo-escleral temporal (seta). Em G, olho de um animal de G1 (lesdo) onde se observa conjuntivalizagdo aos 30
dias de pos-operatorio. Em H, olho de um animal do G3 (sem lesdo+membrana) aos trinta dias de pds-operatodrio.
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FIGURA 2. Fotomicrografias de corneas de coelhos dos grupos 1, 2 ¢ 3 coradas por H.E. A, cornea
normal (e = epitélio; est = estroma). B, coérnea de animal do G1 (lesdo) aos sete dias; observa-se
estroma desnudo e detalhe mostra area de estroma desorganizado com infiltrado polimorfonuclear. C,
cornea de animal do G1 (trinta dias). Observa-se estroma desnudo e detalhe mostra regido periférica
da cornea com epitélio hipertrofico e irregular. D, coérnea de animal do G2 (lesdo+membrana) aos sete
dias; observa-se a membrana amnidtica humana revestida superficialmente por infiltrado inflamatorio
e reagdo intensa polimorfonuclear no estroma anterior (detalhe). E, cornea de animal do G2 aos trinta
dias. Observa-se rea¢do polimorfonuclear e mononuclear com epitélio integro, no entanto, ainda sem
organizacao estratificada. F, cornea de animal de G3 aos sete dias. Observa-se organizagdo do epitélio
e estroma corneal. (HE 100X e detalhe: 200X).
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FIGURA 3. Fotomicrografias de corneas de coelhos dos grupos 1, 2 ¢ 3 coradas por Tricrdmio de
Masson. A, cornea normal. Observam-se células coradas em vermelho e colageno em azul celeste. B,
cornea de animal do G1 (lesdao) aos sete dias. Observa-se estroma desnudo e detalhe mostra area do
estroma desorganizado com infiltrado polimorfonuclear marcado em vermelho e fibras colagenas em
azul. C, cornea de animal do G1 (trinta dias). Observa-se na area periférica da cornea com epitélio
hipertréfico e irregular marcado em vermelho. D, cornea de animal do G2 (lesdo+membrana) aos sete
dias. Observa-se infiltrado inflamatorio de permeio as fibras colagenas em azul. Observam-se, ainda,
vasos corados em vermelho no estroma anterior da cornea. E, cornea de animal do G2 aos trinta dias.
Observa-se epitélio integro marcado em vermelho (detalhe) e desorganizagdo estratificada das fibras
colagenas. F, cornea de animal de G3 (sem lesdo+membrana) aos sete dias. Observa-se organizagao do
epitélio e estroma corneal e, algumas fibras colagenas em vermelho (Tricromio de Masson, 100X e
detalhe: 200X).
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CONCLUSOES

Dos resultados obtidos com a pesquisa, nas condi¢des adotadas, permite-se concluir que:

Os procedimentos de trauma mecanico e quimico da superficie ocular de coelhos utilizados
foram capazes de produzir um quadro de queimadura da cornea, com defeito epitelial persistente e
vascularizac¢do corneal em todos os animais.

Clinicamente, a membrana amni6tica humana foi capaz de reduzir o defeito epitelial persistente.

Achados histologicos confirmaram os dados clinicos de defeito epitelial, e também mostraram
que o epitélio corneal neoformado nos animais que receberam a membrana amnidtica era mais
organizado do que aquele observado em animais que nao receberam a membrana

A aplicagdo de membrana amniotica humana criopreservada sugere ser um recurso util para o
reparo de queimadura quimica aguda da coérnea.
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