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RESUMO

Avaliaram-se as alteragdes relacionadas a deficiéncia das células limbicas precursoras do epitélio corneano de
coelhos e o efeito da membrana amnidtica sobre sua cicatrizagdo. A les@o, induzida com n-heptanol associado a
peritomia conjuntival em 360°, foi recoberta com membrana amnidtica canina, suturada a episclera perilimbica,
criopreservada em meio para congelagdo de embrido ou em meio proprio, ambos com glicerol a 50% e mantida
a —80°C. O grupo-controle ndo foi tratado com a membrana. As avaliagdes histologicas foram realizadas ao
sétimo, 15° e 30° dias. Todos desenvolveram deficiéncia de células germinativas do limbo, denominada
conjuntivalizagdo, com presenga de neovascularizacdo, inflamag¢do e defeitos epiteliais recorrentes,
caracterizada na histopatologia pela presenca de neovasos, edema, leucdcitos e células caliciformes. O
transplante de membrana amniética ndo foi eficiente para o tratamento desta deficiéncia, entretanto auxiliou o
processo de cicatriza¢do da cornea.
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ABSTRACT

Changes related to limbal stem cells deficiency in corneal epithelium in rabbits, as well as the results of
amniotic membrane transplant on the cicatrisation were evaluated. The ulcer was induced with n-heptanol
associated to 360° conjunctival peritomy; the corneal surface was covered with canine amniotic membrane,
sutured to perilimbal episclera, cryopreserved in embryo solution or own medium, both with 50% glycerol and
stored at -80°C. The control group was not treated with membrane. Histological evaluations were performed at
seven, 15, and 30 days. All of them developed limbal stem cells deficiency, named conjunctivalization, with
neovascularization, inflammation and recurrent epithelial defects, observed in histopathology by the
occurrence of neovascularization, edema, leukocytes and goblet cells. Thus amniotic membrane
transplantation was not efficient in the treatment of limbal stem cells deficiency, however it helped in the
process of cicatrisation.
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INTRODUCAO podem causar opacificacdo e perda da visdo

(Gomes et al., 2002). Em face da necessidade de

A regido anterior do olho estd em constante manutengdo  da  transparéncia,  buscam-se

contato com o ambiente externo, sendo assim métodos que reduzam a formagdo cicatricial.

mais susceptivel a traumas e agressdes. Devido a Dentre estes, a membrana amnidtica tem

sua estrutura relativamente simples, a resposta a apresentado Fegultados satisfatorios diante de
qualquer insulto é limitada e muitas afec¢des diversas condigdes.
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A superficie ocular é composta pelos epitélios da
cornea, limbo e conjuntiva. O revestimento do
epitélio da coérnea é continuo com o epitélio
conjuntival bulbar e a transicdo entre eles ¢
denominada limbo. Os trés epitélios apresentam
caracteristicas comuns, porém diferenciam-se tanto
fenotipica quanto funcionalmente. Além das células
epiteliais, o limbo contém melandcitos, células de
Langerhans e células precursoras do epitélio
corneano, ou stem cells e a conjuntiva bulbar
contém células caliciformes secretoras de mucina
(células goblet), linfocitos, melandcitos e células de
Langerhans. Externamente, encontram-se
revestidos pelo filme lacrimal, apresentando uma
intima relagdo metabdlica (Gomes et al., 2002).

Lesdes corneanas recompdem-se por migragdo,
mitose e adesdo epitelial. As células epiteliais
basais sdo o pivo do processo de mitose e o epitélio
basal do limbo € o reservatorio das células
germinativas epiteliais da cornea (Dua e Azuara-
Blanco, 2000). Essas lesdes estimulam a resposta
proliferativa da conjuntiva perilimbica, porém em
condi¢des normais, o epitélio limbico exerce
estimulo inibitorio a migracdo do epitélio
conjuntival sobre a cdérnea. Quando uma lesdo
envolve areas extensas do limbo, a barreira ¢
removida e o epitélio conjuntival invade a cornea,
acompanhado de neovascularizagio e células
caliciformes, processo denominado
conjuntivalizagdo.

Dentre os procedimentos cirtrgicos realizados na
superficie corneana, as membranas biologicas,
frescas ou conservadas em glicerina, sdo descritas
para protecdo mecanica de lesdes profundas ou
progressivas; dentre estas, ha diversos relatos da
utilizagdo de peritonio canino (Garcia et al., 1996),
pericardio eqiiino (Barros et al., 1997), membrana
amnidtica (Barros et al., 1998; Sampaio et al.,
2006) e capsula renal eqiiina (Andrade et al., 1999).

A membrana amnidtica ¢ composta por uma
camada de epitélio ctbico simples e uma membrana
basal espessa, formada basicamente de coldgeno
tipo IV e laminina, além de uma matriz estromal
avascular, composta por tecido conectivo frouxo e
por fibroblastos (Wynn e Corbett, 1969). Além da
prote¢do mecanica, a membrana amnidtica auxilia
no processo de reparagdo, servindo como uma
“membrana basal transplantada”, que age como
substrato para a epitelizagdo. Ela apresenta varias
propriedades, como efeito antiadesivo da
conjuntiva, protecdo da ferida, adesdo e migracdo
das células epiteliais basais, reducdo de fibrose,
prevencdo da apoptose e restauracdo do fenotipo
epitelial corneano (Kim e Tseng, 1995). Possui
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acdo antibacteriana (Kjaergaard et al., 2001),
antiinflamatoria (Shimmura et al., 2001), inibidora
de proteinases (Kim et al., 2000), além de conter
diversos fatores de crescimento, como EGF, TGF-
B, HGF, que estimulam a reepitelizagdo (Sato et al.,
1998). Outra propriedade atribuida a ela ¢ de nao
induzir a rejei¢do apo6s o transplante, pelo fato de
ndo expressar a maioria dos antigenos de
histocompatibilidade HLA, causando minima ou
nenhuma resposta inflamatoria (Houlihan et al.,
1995).

Na medicina veteriniria, a membrana amniotica
conservada em glicerina foi descrita para
ceratoplastia experimental em cdes (Barros et al.,
1998) e apods ceratectomia para excisdo de
seqiiestro corneano em felinos (Kavinski et al.,
2002).

Em casos onde se detecta deficiéncia parcial ou
total de células limbicas, o transplante de
membrana amniodtica associado ao transplante de
limbo, autégeno ou aldogeno, mostrou-se eficiente
para a restauragdo da populagdo de células
germinativas (Shimazaki et al., 1997; Shimazaki et
al., 1998).

Quanto a preserva¢do da membrana amniotica, tém-
se descrito varios métodos, dentre eles, solucdo
fisiologica para utilizagdo fresca (Mejia et al,
2000), glicerina (Kim e Tseng, 1995; Sampaio et
al., 2006) e meios de criopreservacdo, como Eagle
modificado de Dulbecco (Lee e Tseng, 1997),
utilizado para transplante de cornea e DMSO 12%
enriquecido (Shimazaki et al.,, 1997), ambos
congelados a — 80°C. Entretanto, ndo ha relatos do
meio ideal de conservagdo, visando a preservar a
sua estrutura celular e, conseqiientemente, as
propriedades relacionadas a ela.

Avaliou-se, neste experimento, por analise clinica e
histologica, a reparagdo corneana em coelhos com
deficiéncia de células germinativas limbicas,
induzida por n-heptanol, com transplante de
membrana amnidtica preservada em meio de
congelagdo de embrido’ ou em meio proprio para
membrana amniodtica, ambos com glicerol a 50% e
mantida congelada a - 80°C.

MATERIAL E METODOS

Todos os critérios utilizados seguiram as normas
para experimenta¢do animal segundo a Association
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for Research in Vision and Ophthalmology'.
Utilizou-se o olho direito de 63 coelhos,
distribuidos em trés grupos, sendo o primeiro
referente ao grupo-controle (GI), ndo tratado com a
membrana amnidtica, o segundo, tratado com a
membrana amniodtica preservada em meio proprio
para conservagdo® (GII) e o terceiro, com a
membrana preservada em meio para conservagdo de
embrido’ (GIII). Apés avaliagio diaria, foram
eutanasiados, com inje¢do intravenosa de cloreto de
potassio®, sete animais de cada grupo, aos sete, 15 ¢
30 dias pos-cirtrgicos, para andlise histologica do
tecido corneano.

Utilizaram-se dois métodos de preservagdo, um
proprio para membrana amnidtica € outro para
congelamento de embrido, composto por albumina
bovina enriquecida, propondo-se a comparar a sua
efetividade para outros materiais bioldgicos. Optou-
se pelo método de criopreservagdo, ao invés da
conservagdo em glicerina, para que fossem
mantidas as caracteristicas morfologicas da
membrana amnidtica e, conseqlientemente, as suas
fungdes, como antibidtico, antiinflamatorio e
inibidor de proteinases (Kruse et al., 2000).

A placenta foi coletada em centro cirargico, durante
cesariana de cadela a termo e lavada com solucdo
fisiologica 0,9%, contendo 1g de cefalotina sodica’.
Amnion e corion foram separados  por
descolamento e a membrana amniotica foi aderida
em papel filtro de nitrocelulose estéril®, com a face
epitelial para cima e recortada em quadrados de 4 x
4cm os quais foram acondicionados em recipiente
estéril que continha um dos meios e mantidos em
freezer a — 80°C, por periodo minimo de 15 dias e
maximo de quatro meses.

Todos os coelhos foram tranqiiilizados com
acepromazina’ e anestesiados com a combinagio de
tiletamina e zolazepam®. Procedeu-se a anti-sepsia
da superficie ocular com solugdo de iodo-povidine
a 5%, em solugdo fisiologica. A cornea foi
anestesiada com colirio de proparacaina’. Sob
observagdo em  microscopio  estereoscopico

'Aprovado pela Camara de Etica em Experimentagdo Animal —
UNESP - Botucatu, SP

*Meio para conservagdo de membrana amniética — Ophthalmos —
Sdo Paulo, Brasil.

*Emcare® — ICP Biotechnology Ltd. — Auckland, Nova Zelandia.
“Cloreto de potassio 19,1% — Hypofarma — Ribeirdo das Neves,
Brasil.

*Cefalotina sédica — Novafarma — Anépolis, Brasil.

®Membrana HA — Millipore — Sdo Paulo, Brasil.

7 Acepran — Univet — Sdo Paulo, Brasil.

$Telazol - Fort Dodge — Fort Dodge, EUA.

° Anestalcon - Alcon Lab. do Brasil — Sdo Paulo, Brasil.
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cirirgico', utilizou-se haste de algoddo embebida
em solugdo de n-heptanol“, sobre a cornea,
incluindo 2 a 4 mm do limbo do olho direito, de
forma centripeta, durante trés minutos. A remocao
do epitélio foi complementada por debridamento
mecéanico com bisturi e, em seguida, com haste de
algoddo seca. A superficie ocular foi imediatamente
lavada com 60 ml de solugdo fisiologica a 0,9%
estéril. Em seguida, procedeu-se a peritomia, em
360°, da conjuntiva limbica e peribulbar até 4mm
do limbo. Apoés prévia reidratacio da membrana
amnidtica em solucdo fisiologica, durante 15
minutos, esta foi posicionada sobre a cornea, com a
face epitelial para cima, e suturada a conjuntiva e a
episclera perilimbicas, com nailon 9-0 em oito
pontos simples separados, recobrindo toda a
superficie corneana, a excecdo dos animais do
grupo-controle. Todos os animais foram mantidos
com colar do tipo elizabetano, na tentativa de se
evitar qualquer trauma ocular ou a remocdo da
membrana amnidtica. Enquanto havia sinais de
desepitelizagdo corneana, instilou-se colirio de
ciprofloxacina'?, trés vezes ao dia, para fins
profilaticos.

Ao final de cada periodo de observacao, os animais
foram novamente anestesiados, com 0 mesmo
protocolo utilizado anteriormente e sacrificados
com injecdo de solucdo de cloreto de potassio, via
intravenosa. O tecido corneano foi fixado e corado
pelos métodos de hematoxilina/eosina (HE) e
periodic acid-Schiff (PAS) com diastase.

Os animais foram avaliados diariamente, por
iluminacdo direta com lanterna®?, quanto a evolucao
dos sinais de fotofobia, blefarospasmo, secre¢do
ocular,  hiperemia  conjuntival,  opacidade,
neovascularizagdo e conjuntivalizagdo. Essas
alteragdes foram quantificadas de forma subjetiva
em: 0 — ausente; 1 — leve; 2 — moderado; 3 — intenso
(Munger, 2002). O tempo de permanéncia da
membrana amniodtica e da reepitelizagdo corneana
foram analisados com a instilagdo de colirio de
fluoresceina'”.

Ao exame microscopico de luz, foram avaliados
pardmetros referentes ao numero de camadas e
maturidade das células epiteliais, espessura da
membrana basal, edema, neoformacdo vascular,
presenca e tipo de infiltrado inflamatorio e presenca
de células caliciformes no epitélio corneano
(Spencer, 1985; Margo e Grossniklaus, 1991).

'%SOM 62 Standard — Karl Kaps — Tuttlingen, Alemanha.
"Merck — Rio de Janeiro, Brasil.

"2Allergan-Frumtost — Brasil.

"*Halogen PenLite — Welch Allin — CA, EUA.
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Avaliou-se, também, a presengca ou ndo da
membrana amnidtica. Esses parametros
morfolégicos foram quantificados sob o mesmo
padrdo utilizado para os sinais clinicos. A analise
dos cortes histologicos foi realizada sem o
conhecimento do grupo ao qual pertenciam os
olhos.

Os  resultados  obtidos  foram  avaliados
estatisticamente por testes ndo paramétricos (Zar,
1996) visando a comparagdo de efeito nos
momentos em cada grupo, pelo teste Friedman e do
efeito nos grupos em cada momento, pelo teste
Kruskal-Wallis. O nivel de significdncia adotado
foi de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenga de fotofobia, blefarospasmo e secregdo
ocular mucoéide foi observada de forma mais
intensa nos grupos tratados, porém regrediram até
o quarto dia de poés-operatorio, quando esses
sintomas se tornaram ausentes em todos os animais.
No grupo-controle, a conjuntiva apresentou-se
hiperémica durante trés a quatro dias pos-
operatorios e nos grupos tratados, até o sétimo dia.
Esses sinais apresentaram-se em grau e tempo
maiores nos grupos tratados, provavelmente devido
a presenca do fio de sutura, que induziu ao estimulo
dos nervos sensoriais.

Devido a presenca da membrana amnidtica, a
opacidade corneana pode ser avaliada apenas apos
sua eliminag@o. Tal evento esteve presente de forma
intensa, inicialmente, em todos os animais, mas
regrediu a partir do oitavo dia, estando praticamente
ausente apos o 15° dia. A intensidade e o tempo de
permanéncia foram maiores no grupo tratado com
membrana conservada em meio proprio (GII). A
histologia, observou-se a presenga de espongiose
(edema intraepitelial) em maior intensidade aos sete
dias. Entre os grupos, ele esteve reduzido no GIII,
comparado ao GII, em todos os momentos e foi
menor aos sete dias se comparado ao GI. O edema
estromal foi observado apenas nas camadas anterior
e média e apresentou-se mais intenso no primeiro
momento, evoluindo para leve a moderado nos
demais; houve diferenga aos sete dias, de GII, que
foi mais intenso se comparado ao GI e GIIL
Entretanto, ndo houve diferenga estatistica, aos 30
dias, entre os grupos.

A presenga de vascularizagdo corneana foi
observada, no grupo-controle, a partir do quarto dia
e progrediu a partir do limbo, em dire¢do ao centro
da cornea. Nos grupos tratados, a avaliagdo inicial
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foi prejudicada pela presenca da membrana. A
histologia, neovasos foram observados na regido
superficial e média do estroma, sendo mais intensos
nos grupos tratados aos sete dias e menos aos 30
dias, em relagdo aos animais do controle. Entretanto
ndo houve diferenca estatistica entre grupos ou
momentos, corroborando os achados de Monteiro et
al. (2000), que ndo observaram a agao de proteinas
antineovascularizagdo, conforme descrito por Hao
et al. (2000).

Verificou-se a presenga de ulcera, pelo teste de
fluoresceina, até o 10° dia no GI, 13° dia no GII e
oitavo dia no GIII. A observacdo da lesdo mostrou-
se prejudicada nos primeiros dias dos grupos
tratados devido a presen¢a da membrana amniotica,
porém o teste foi realizado mesmo nestas
condig¢des, pois auxiliou na avaliagdo desta. Sete
animais referentes ao GI, cinco ao GII e seis ao
GIII desenvolveram defeitos epiteliais recorrentes,
entre 15 ¢ 30 dias. Quanto a membrana amnidtica,
esta se mostrou parcialmente transparente nos
primeiros dias, em ambos os grupos, tornando-se
opaca por volta do quarto dia, quando comegou a se
desintegrar ¢ a se desprender. Esteve presente até
no maximo 11 dias no GII e nove dias no GIII (Fig.
le2).

Na histologia observou-se um epitélio com células
jovens aos sete dias, sendo que o numero de
camadas epiteliais foi maior na periferia. Nao se
verificou diferenga significativa em relacdo ao
nimero de camadas epiteliais. A membrana basal
pode ser avaliada pela coloragdo de PAS, e néo foi
observada alteracdo em sua espessura. Células
caliciformes foram detectadas a partir dos sete dias
nos grupos tratados e a partir dos 15 dias no grupo-
controle; aos 30 dias ndo houve diferenga entre
grupos (Fig. 3).

"

Figura 1. Imagem fotografica do olho direito de
animal tratado com ~membrana amnidtica
pertencente ao grupo III aos cinco dias. Observa-se
presenca de opacidade corneana e hiperemia
conjuntival.
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Figura 2. Fotomicrografia da cornea de animal do
grupo II aos sete dias, apresentando a membrana
amnidtica aderida ao epitélio limbico, recobrindo a
superficie corneana, que se apresenta com
quantidade reduzida de camadas de células
epiteliais e grande quantidade de leucodcitos no
estroma (HE. 10x).

Figura 3. Fotomicrografia da cérnea de animal do
grupo II aos 30 dias, apresentando células
caliciformes e redu¢do do niimero de camadas de
células epiteliais. Presenca de neovascularizagdo e
polimorfonucleares na camada estromal (PAS.
40x).

Leucoécitos mono e polimorfonucleares estiveram
presentes em todos os momentos de cada grupo,
porém em quantidades e tipos predominantes
distintos em cada momento. Apresentaram-se em
quantidade aos sete dias, regredindo gradativamente
nos demais periodos. Entre os trés grupos, o GII foi
0 que apresentou maior numero de células
inflamatorias aos sete e 30 dias, comparado aos
outros grupos. O infiltrado inflamatério apresentou-
se semelhante entre os trés grupos ao término do
experimento, ou seja, nao ocorreu supressio da
reagdo inflamatdria pela membrana. Quanto ao tipo
celular, observou-se presenga de neutrofilos,
histiocitos (macrofagos), linfocitos, eosinofilos e
plasmocitos, em todos os momentos. Houve
predominio de neutrdfilos aos sete dias, neutrdfilos
e eosindfilos aos 15 dias e eosindfilos e histidcitos
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aos 30 dias, caracteristica esta observada em todos
os grupos. Quanto ao tipo celular leucocitario, a
reagdo inflamatdria predominou com presenca de
polimorfonucleares. Linfocitos e plasmocitos estdo
relacionados com a resposta imune especifica e
com reagdes de  hipersensibilidade, que
caracterizam rejeicdo a transplantes (Spencer,
1985). Considerando-se que a presenca dessas
células em quantidades menores, comparativamente
aos demais tipos, tanto no grupo-controle como nos
tratados, pode-se afirmar que ndo houve sinais de
rejeicdo ao implante neste experimento (Kubo et
al.,, 2001). Nenhuma alteracdo foi detectada em
relagdo a camada estromal profunda, & membrana
de Descemet e ao endotélio, em todos os grupos e
momentos.

Em todos os animais apresentaram-se sinais de
deficiéncia de células limbicas, com
neovascularizagdo, opacidade e defeitos epiteliais
recorrentes, tanto nos grupos tratados como no
grupo-controle, indicando que a membrana nao foi
eficiente para corregiio desta alteracio (Avila et al.,
2001), discordando dos achados de Kim e Tseng
(1995) que afirmaram terem obtido sucesso na
corregdo desta deficiéncia. A presenca de células
caliciformes na superficie corneana é a maior
indicag@o de deficiéncia limbica, pois caracteriza o
crescimento do epitélio conjuntival sobre a cornea,
denominado conjuntivalizacdo. Neste estudo, essas
células foram observadas proximas ao limbo, em
alguns animais dos grupos tratados, ja aos sete dias,
intensificando-se nos momentos seguintes, em
todos os grupos.

CONCLUSOES

O transplante de membrana amnidtica xenogena
ndo foi eficiente para o tratamento da deficiéncia
total de células germinativas. O tempo de reparagdo
epitelial, entretanto, foi menor no grupo tratado
com membrana conservada em meio para embrido.
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