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RESUMO

Objetivo: Avaliar a evolucio da tlcera de cérnea experimental
tratada com enxerto de membrana amnié6tica (MA) homoéloga.

Meétodos: Foram utilizados 18 coelhos, divididos em dois grupos
experimentais: tlcera corneana (G1) e ulcera corneana tratada com
enxerto de MA (G2). A ulceracao corneana foi induzida na coérnea
toda, com alcool absoluto e limina de bisturi. Os animais foram
sacrificados em trés momentos experimentais: 7 dias (M1), 15 dias
(M2) e 30 dias (M3) apés a inducdo da ulceracdo. Os defeitos
corneanos foram avaliados com fotodocumentacio por analisador de
imagem Luzex-F e exames histopatolégicos, comparando-se os resul-
tados por meio da analise de varidncia.

Resultados: O resultado do exame morfométrico mostrou
desepitelizacio maior em G2 no M1; a opacidade corneana foi mais
intensa na area central da cornea, sendo significativamente maior em
G1 no M3. Os neovasos corneanos também foram mais intensos em
G1. A avaliacio histopatolégica revelou ulceracao epitelial em dois
animais de G1 no M2 e em dois de G2 no M1; o edema estromal foi
mais intenso em G1, assim como a presenca de neovasos.

Conclusdo: O uso de MA homologa no tratamento da ilcera
corneana experimental nio acelerou a cicatrizacio, porém preveniu
0 edema estromal e a formacio de neovascularizacio corneana. A
cicatrizacao se mostrou mais deficiente na area central da cornea.

Palavras-chave: Ulcera corneana; Membrana amniética; Cicatrizagdo corneana.

INTRODUCAO

O processo de cicatrizagdo corneana se da diferentemente, de acordo
com a extensao ¢ a causa da injuria. Sendo a desepitelizagdo superficial, de
pequena extensdo e ndo havendo quadro infeccioso, o processo de cicatri-
zagdo deve ocorrer em até 24 horas. A cicatrizagdo ocorre através da
restituicdo direta das camadas epiteliais corneanas ou através do cresci-
mento epitelial conjuntival (conjuntivaliza¢do) com neovascularizagio e
defeitos epiteliais corneanos persistentes ou recorrentes.

Varios sdo os tratamentos sugeridos para auxiliar o processo de cicatri-
zagdo, abreviando o tempo de desepitelizagcdo. Recentemente foi sugerido
0 uso da membrana amnio6tica (MA) como tratamento da ulcera corneana
quimica experimental em coelhos '. Outras utilizagdes para MA seriam nos
portadores de ceratoconjuntivites cicatriciais 2, no penfigdide cicatricial > e
nas queimaduras oculares térmicas e quimicas *.

O ecfeito da MA sobre os defeitos da superficie ocular ainda sdo

33 - ARQ. BRAS. OFTAL. 63(1), FEVEREIRO/2000



Tratamento da ulcera corneana experimental com mebrana amniotica

especulativos. Este trabalho teve por objetivo estudar os efei-
tos da utilizagdo da MA no tratamento da ulcera corneana
experimental em coelhos.

2) avaliacdo dos cortes histopatologicos, interessando o epité-
lio (morfologia celular e presenga de ulceracio) e o estroma
(presenga de edema e processo inflamatério) corneano.

MATERIAL E METODOS

RESULTADOS

Foram utilizados 18 coelhos albinos, machos, pesando de
1000 a 1500 g, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade
de Medicina de Botucatu. Os animais foram divididos por
sorteio em dois grupos experimentais: grupo controle (G1), no
qual foi removido o epitélio corneano e o grupo tratado (G2),
no qual a desepitelizag@o corneana foi tratada com transplante
de MA homologa.

A MA utilizada foi de coelhas, obtida de parto cesariana,
tendo sido lavada em soro fisioldgico 0,9% e cefalotina (1 g) e
conservada em glicerina a 5°C por periodo maximo de 5 dias.

Os procedimentos foram realizados com os animais anes-
tesiados, utilizando-se Pentobarbital Sodico 2% (Abbot La-
boratorios do Brasil), na dose de 30mg/kg de peso, por via
endovenosa.

Foi instilado colirio de Vitelinato de Prata 10% (Frumtost-
Allergan), procedendo-se a desepitelizagdo quimica e mecanica
da cornea, usando alcool absoluto por 20 segundos e removendo-
se, em seguida, o epitélio em toda a extensdo da cornea com
bisturi lamina 15 (Becton-Dickinson). No G1 foi realizada
tarsorrafia com Seda preta 6-0 (Cirumédica). No G2 foi coloca-
da, sobre a area desepitelizada, a MA previamente retirada da
glicerina e rehidratada em soro fisiologico 0,9% e suturada a
conjuntiva limbica com pontos continuos de Vicryl 8-0
(Ethicon). Em seguida, foi realizada tarsorrafia com Seda 6-0.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, rece-
bendo agua e ragdo “ad libitum” e o sacrificio, foi realizado de
acordo com os momentos experimentais: 7 dias (M1), 15 dias
(M2) e 30 dias (M3), apos o procedimento cirurgico, sacrifican-
do-se 3 animais de cada grupo, a cada momento experimental.

A avaliagdo clinica foi feita no dia do sacrificio, realizado-
se o exame externo e a fotodocumentagdo com maquina
fotografica Asahi Pentax K1000 (Asahi Optical CO), com
objetiva para macro-fotografia de 100 mm, com distancia de
foco padronizada com e sem a instilagdo de fluoresceina
liquida 2% (Frumtost-Allergan). Em seguida procedeu-se a
retirada da cornea, conservando—a em formol 10%. As coér-
neas foram recortadas em fragmentos de 0,2 por 0,5 cm e
processadas para exame histopatologico segundo rotina do
Departamento de Patologia-UNESP, que consiste de desidra-
tacdo automatizada em alcool absoluto (Nuclear) a 70%, 80%
€ 95%. A emblocagem foi feita em parafina e os cortes foram
corados por hematoxilina—eosina (Merck).

Estudou-se a cicatrizag@o corneana por meio de: 1) analise
das fotografias, em analisador de imagens Luzex—F (Nireco),
avaliando-se a area (mm?) dos defeitos corneanos existentes
(Glcera, opacidade e neovasos). Os resultados obtidos foram
submetidos a técnica da analise de Variancia para o esquema
fatorial 2x3, para experimentos inteiramente casualizados °;
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Todos os animais (Gle G2) submetidos a ulceragdo aguda
da cornea, apresentaram secre¢do esbranquicada, sem sinais
de infeccao.

O estudo morfométrico da area da ulcera, opacidade e
neovasos corneanos, assim como o resultado do teste estatis-
tico, realizado nos dois grupos e nos trés momentos experi-
mentais esta apresentado nas tabelas 1, 2 ¢ 3. Quanto a
ulceracdo corneana, observou-se diferenca estatisticamente
significativa entre G1 ¢ G2 em M1, onde os animais de G2
tiveram desepitelizagdo maior que os de G1. Esta foi a Gnica
alteragdo significativa, apesar de animais de G1 ainda terem

Tabela 1. Média e desvio padrédo da area de desepitelizagéo
corneana em coelhos segundo grupo, nos diferentes momentos
experimentais — UNESP, 1999.

Momento
Grupo 1 2 3
G1 0,00 + 0,00 aA 2,80 + 2,58 aA 20,00 + 0,00 aA
G2 4,13 + 3,60 bB 0,00 + 0,00 aA 0,00 + 0,00 aA

DMS (5%) = 3,20; comparacéo de grupos fixado o momento (significancias
apontadas por letras mindsculas diferentes)
DMS (5%) = 3,93; comparagdo de momentos dentro de grupo (significancias
apontadas por letras mailsculas diferentes)

Tabela 2. Média e desvio padrao da area de capacidade corneana
em coelhos segundo grupo, nos diferentes momentos experi-
mentais — UNESP, 1999.

Momento
Grupo 1 2 3
Gl 8,63+ 0,55aA 8,20 + 4,24 aA 14,37 = 14,01 bA
G2 9,97 £1,97 aA 12,46 = 2,76 aA 0,00 = 0,00 aA

DMS (5%) =10,87; comparacédo de grupos fixado o momento (significancias
apontadas por letras minusculas diferentes).
DMS (5%) = 3,53; comparagdo de momentos dentro de grupo (significancias
apontadas por letras mailsculas diferentes).

Tabela 3. Média e desvio padrédo da area de neovasos corneanos
em coelhos segundo grupo, nos diferentes momentos experi-
mentais — UNESP, 1999.

Momento
Grupo 1 2 3
Gl 1,47 + 2,54 aA 3,97 £ 3,46 aA 47,00 + 40,95 bB
G2 0,00 £ 0,00 aA 1,97 + 3,41 aA 0,00 £ 0,00 aA

DMS (5%) = 29,85; comparacéo de grupos fixado o momento (significancias
apontadas por letras mintsculas diferentes).
DMS (5%) = 36,60; comparacéo de momentos dentro de grupo (significancias
apontadas por letras mailsculas diferentes).
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apresentado ulceragdo em M2. A comparacdo da presenca de
ulceragdo nos diferentes momentos experimentais mostrou em
G2, significancia do M1 sobre os outros dois, os quais foram
semelhantes entre si. No G1, ndo houve diferenca significati-
va nos diversos momentos experimentais (Tabela 1).

A opacidade corneana (Tabela 2) ocorreu em G1 ¢ em G2,
em intensidades semelhantes em todos os momentos experi-
mentais, com exce¢do em M3, quando os animais de Gl
apresentaram opacidade média superior aos animais de G2. A
opacidade corneana foi mais intensa na regido central da
cornea em todos 0s animais que a apresentaram.

Com relagdo aos neovasos (Tabela 3), a comparagdo entre
os grupos e entre os momentos foi diferente apenas em M3,
quando animais de G1 apresentaram neovasos em quantidade
muito superior aos animais de G2, sendo que esta observacao
ndo ocorreu nos demais momentos.

A avaliagdo histopatoldgica (Tabela 4) mostrou presenga
de ulcera em dois animais de G1 em M2 e dois de G2 em M1.
Foi possivel observar espagamento entre os ceratocitos, tra-
duzido como edema corneano, mais intenso e presente em
todos os animais do G1; no G2, apenas em M1 foi observado
edema mais intenso, restringindo-se depois a um animal em
M2 e um em M3. Com relagdo a neovasos na cornea, a
observacdo foi mais freqiiente em animais de G1. Com o uso
da MA (G2), o processo inflamatdrio foi mais acentuado
inicialmente (M1), porém diminuindo em M2 e M3, ao
contrario do observado em G1. Ressalte-se que a MA néo foi
observada em nenhum dos cortes histopatoldgicos analisa-
dos. Na figura | apresentamos fotomicrografias de G1 (Figu-
ral-a,b,c)edeG2 (Figural -d,e, f).

DISCUSSAO

O uso da MA teve origem no comego deste século, quando
Davis ¢ propds a sua utilizagdo como transplante sobre a pele.
Muitos outros usos foram sugeridos, como para corre¢do de
queimaduras da pele, fistula entero-cutanea, prevengdo de
adesdes meningo-cerebrais, cirurgias pélvicas, reparo de ner-
vos e de tenddes ’.

E sugerido o uso da MA “in vitro” como substrato para
cultura de células (pneumécitos e células endometriais) °.

O uso da MA em Oftalmologia foi relatado por De Roth ®

na década de 40, no reparo de defeitos conjuntivais, como o
simbléfaro.

Para este estudo foi utilizada MA homologa para a realiza-
¢do do transplante. Kim & Tseng ! fizeram o uso de MA
humana para correcdo de defeitos epiteliais oculares de coe-
lhos, ndo se preocupando com possiveis alteragdes imunolo-
gicas. A antigenicidade existe no corion; no d&mnion, a ine-
xisténcia de leucdcitos facilita a realizacdo dos halo-trans-
plantes, ndo havendo chances de rejei¢do .

O método de conservacdo com manutengdo da MA em
glicerina e a temperatura de 5°C, foi utilizado por nds e
também por Kim & Tseng !. Atualmente, é o meio de Eagle
modificado por Dulbecco e glicerol (1:1), estocado a -80°C, o
mais utilizado '*'". Outros apenas colocam a MA a -80°C,
para uso em periodo de 2 semanas 2.

A observacdo do modo adequado de conservagdo da MA é
muito importante. O uso de MA degenerada, sem duvida,
prejudica o resultado.

E pratica freqiiente ¢ necessaria adicionar antibioticos
para esterilizacdo da MA. Utilizamos cefalotina, mas varios
$30 0s esquemas propostos.

O amnio e o corion sdo entidades biologicamente distintas.
O amnio ¢ uma membrana muito fina, transparente, sendo
dificil identificar-se qual ¢ a face epitelial e a face corionica a
olho nu. Pode-se tornar mais facil a identificagdo, colocando-
se a MA sobre folha de papel de nitrocelulose, com a face
epitelial voltada para cima.

A indugdo de tllcera de cornea experimental pode ser feita por
varios métodos. Neste estudo utilizou-se desepitelizagdo quimica
associada a mecanica, realizada em toda a superficie corneana.

Tanto animais do G1 (Glcera de cérnea), como do G2
(tlcera de cornea e MA), tiveram as palpebras cerradas por
tarsorrafia. Esta medida foi tomada visando diminuir o des-
conforto da tilcera em G1 e impedir que os animais de G2
removessem mecanicamente os transplantes.

Procurou-se avaliar o processo cicatricial por dois méto-
dos: clinico (com fotodocumentagio) e histopatologico, assim
como quantificar as alteragdes morfometricamente. Clinica-
mente observou-se que nenhum animal apresentou sinais de
infec¢do que pudessem interferir nos resultados.

A ulceragdo corneana regrediu, tanto nos coelhos nos
quais se realizou o transplante de MA (G2), como nos que nao
areceberam (G1), estando os animais de G2 em desvantagem

Tabela 4. Andlise histopatolégica dos grupos G1 e G2, nos diferentes momentos experimentais — UNESP, 1999.

Grupo Gl G2

Momento M1 M2 M3 M1 M2 M3
Coelhos 1 2 3 1 2 3 1 2 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Ulcera - - - + o+ - - - + - + - - - - - -
Edema + + + + + + + + + + - - + - - - +
Neovasos + - - + o+ - + + - + - + + - - - -
Inflamacgéo - - - + + - + + + + + - + o - - -
[-]ausente [ +] presente
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] i 4./ : cv‘
Fig. 1 - Fotomicrografias de c6rnea de coelho:
a, b, c: Grupo 1 (G1) - Glcera de coérnea. a: G1 - M1; b: G1 - M2 - observar indmeros neovasos (n), hemacias e células inflamatérias; c: G1 - M3

- area representativa de leucoma clinicamente, observando-se a presenga de cicatriz estromal com distribuicdo desordenada dos ceratécitos.
d, e, f: Grupo 2 (2) - tlcera de c6rnea tratada com membrana amnidtica. d: G2 - M1; e: G2 - M2; f: G2 - M3 (HE - 40x).
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aos de G1 apds 7 dias da cirurgia (M1). Apesar de se pensar
ser a MA capaz de acelerar a cicatrizagdo, ja se constatou que
o0 uso de MA ndo influi na velocidade de reparacédo ’.

As opacidades corneanas coincidiram com as observagdes
histopatologicas sugestivas de edema estromal. Por ter a MA
a¢do semelhante a uma membrana semi-permeavel, controlan-
do o movimento i6nico ¢ atuando na reabsor¢do ativa do sodio
do espago inter-celular, mantendo o balang¢o entre forgas
hidrostaticas e osmoticas 7, é possivel que o edema estromal
tenha sido prevenido nos animais do G2.

Os neovasos foram mais freqlientes nos animais em que ndo
se usou a MA. Sabe-se que a presenga dos neovasos na cornea
se associa ao edema, principalmente cronico ¢ que foi mais
freqliente em G1. Além disso, ja se constatou que, com o uso do
transplante de MA, existe inibigdo da neovascularizagao '.

Também a presenca de células inflamatorias pode ter contri-
buido para a manutengdo do edema e neovascularizagdo em G1.

A MA age como uma membrana basal, facilitando a migra-
¢do de células epiteliais, reforcando a adesdo de células
basais, promovendo a diferenciagdo epitelial e prevenindo a
apoptose '°. O emprego da MA em ulceras experimentais de
coelhos ndo influiu na velocidade de cicatrizagdo. O seu uso
em superficies ulceradas ¢ 1til por promover diminui¢do da
dor, do risco de infecgdo e da perda de fluidos 7.

O uso da MA em tulcera corneana experimental de coelhos
mostrou-nos resultados positivos. Por ser a MA de facil ob-
tengdo ¢ conservagdo, a sua utilizacdo em Oftalmologia deve
se ampliar.

Agradecimentos: A Srta. Eliete Correa Soares da Nobre-
ga de Jesus pelo servigo de fotodocumentagio.

SUMMARY

Purpose: To evaluate healing of experimental corneal ulcer of
rabbit eyes terated with homologous amniotic membrane
(AM) graft

Methods: 18 rabbits were used and divided into two experimental
groups: corneal ulcer (G1) and corneal ulcer treated with AM
graft (G2). Corneal ulcer was induced by a total epithelial
removal using a scalpel and absolute alcohol. The animals were
sacrificed at three experimental moments: 7 days (M1), 15 days
(M2) and 30 days (M3) after the induction of the ulceration.
Corneal defects were evaluated with image analyzer Luzex-F and
histopathologic examinations and the results were compared
through variance analysis.

Results: Morphometric results showed corneal ulcer in G2 at
M1, corneal opacity was identified in the central area and
was significantly larger in GI at M3. New corneal vessels
were more active in the GI animals. Histopathologic
evaluation revealed epithelial defects in two animals of G1
at M2, and in two of G2 at M1; stromal edema was more
intense in G1, as well as the presence of new vessels.
Conclusion: The use of homologous MA in the treatment of
experimental corneal ulcer did not accelerate epithelial
healing but it prevented stromal edema and new vessel
formation. Epithelial healing was poorer in the central
region of the cornea.

Keywords: Corneal ulcer; Amniotic membrane; Corneal
cicatrization.
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