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RESUMO

Objetivo: Investigar a utilizacdo da membrana amniética humana na
reconstrucio da superficie ocular ap6s exérese de carcinoma de células
escamosas da conjuntiva. Métodos: A membrana amniética foi captada
a partir de parto cesarea, conservada em meio de preservagao de cérnea
e glicerol 1:1 e armazenada a -80° C. Os critérios de inclusdo foram:
pacientes portadores de lesdo proliferativa conjuntival com caracteris-
ticas de carcinoma de células escamosas (lesdo esbranquicada plana ou
elevada com aspecto em “carne de peixe”), envolvendo conjuntiva, limbo
e cornea. Oito olhos de 8 pacientes portadores de “carcinoma de células
escamosas” da conjuntiva foram submetidos a cirurgia de exérese do
tumor conjuntival, associado a transplante de membrana amnidtica.
Destes, 3 foram submetidos a epiteliectomia total da cérnea e a transplan-
te de limbo do olho contralateral. Resultados: O tempo médio de segui-
mento foi de 17,8 meses (variag@o entre 10 e 35 meses). Cinco pacientes
(71,4%) obtiveram sucesso com o tratamento cirtirgico, com adequada
reconstrucdo da drea conjuntival retirada. Dois pacientes (28,6%) obti-
veram sucesso parcial, com presenca de alteracdes cicatriciais leves
(simbléfaro pequeno ou pequena fibrose). Um paciente foi excluido
porque apresentou recidiva agressiva do tumor, com invasdo intra-
ocular, necessitando ser submetido a exenteracdo. Conclusao: O uso de
membrana amnidtica humana pode constituir uma importante opgao para
a reconstrugdo da superficie ocular ap6s remogdo de carcinoma de
células escamosas.

Descritores: Neoplasias da conjuntiva/cirurgia; Carcinoma de células escamosas; Amnio/
transplante; Conjuntiva/transplante

INTRODUCAO

Os tumores conjuntivais podem ser divididos em pigmentados ou ndo
pigmentados. Entre os ndo pigmentados, destaca-se o carcinoma de célu-
las escamosas (CEC), que € o tumor maligno conjuntival mais comum e
tem maior incidéncia em individuos com maior exposi¢ao ao sol e mais
idosos. O CEC pode ser dividido em “neoplasia intraepitelial conjuntival”
(NIC) (quando ainda ndo ultrapassou a membrana basal da conjuntiva) e
“carcinoma escamoso invasivo” (quando ji ultrapassou a membrana ba-
sal). O tratamento classicamente preconizado € a excisdo precoce do CEC,
associada a crioterapia. Em casos avancados, pode ser necessario enuclea-
¢do ou exenteragaoV.
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Cirurgias com retirada de extensa drea de conjuntiva bul-
bar ou palpebral podem induzir alteracdes cicatriciais, mui-
tas vezes com aparéncia desfigurante e restricdo da motili-
dade ocular. Enxerto autélogo de conjuntiva (do mesmo olho
ou do olho contralateral) ou de mucosa oral recompde a regido
de onde foi retirada a conjuntiva®, mas pode levar a altera-
¢des cicatriciais na regido doadora do enxerto™®. Uma alter-
nativa para a reconstrucio da superficie ocular nesses casos
de retirada extensa de conjuntiva € o uso de enxerto de
membrana amnidtica, que tem sido utilizado nas cirurgias de
reconstrucdo da superficie ocular nos casos de doengas cica-
triciais da cérnea e conjuntiva, tais como queimadura, pen-
figbide cicatricial, eritema multiforme“®; na promog¢do da
cicatriza¢do nos defeitos epiteliais persistentes”; como en-
xerto apGs a remogdo cirdrgica de pterigio e tumores®®; no
tratamento de bolhas filtrantes com vazamento®”; redugéo
da opacidade corneal pés ceratectomia fototerap€utica'” e
nas reconstrug¢des palpebrais®.

A utilizacdo de membrana amnidtica como enxerto ba-
seia-se nas suas caracteristicas de nao induzir rejei¢éo por ser
imunologicamente inerte (nd3o apresenta antigenos de histo-
compatibilidade HLA-A, B ou DR), reduzir os processos in-
flamatério, angiogénico e cicatricial e beneficiar o processo
de epitelizacado".

O objetivo deste trabalho é avaliar a utilizagdo da mem-
brana amnidtica na reconstru¢do da superficie ocular apds
exérese de carcinoma de células escamosas da conjuntiva.

METODOS

Obtengdo e preparacdo da membrana amniética

A obtencdo, preparagdo e preservacdo da membrana am-
nidtica foram realizadas de acordo com as normas do proto-
colo aprovado pela Comissio de Etica da UNIFESP/EPM.
Essas normas foram baseadas no protocolo proposto por
Tseng et al.*'?, seguindo as premissas impostas pela “United
States Food and Drug Administration (FDA)” e “The
American Association of Tissue Banking (AATB)”(13-19,

A membrana amniética foi obtida a partir de placentas
provenientes de cesdreas eletivas de pacientes do Departa-
mento de Obstetricia e Ginecologia da UNIFESP e do Hospi-
tal e Maternidade Sdo Luis, apds consentimento assinado
pelas gestantes. Todas essas pacientes tinham exames soro-
16gicos negativos para HIV, Hepatite B e C e sifilis (VDRL),
que foram reconfirmados pela realizacdo de sorologia do
sangue do corddo umbilical apds o parto.

Ap6s a obtencdo da placenta no centro cirtdrgico obstétri-
co, procedeu-se a sua lavagem com soro fisiolégico 0,9% em
ambiente estéril. Utilizando-se tesoura e pinca estéreis, sepa-
rou-se o amnio do corion, estendendo-o sobre um filtro de
nitrocelulose estéril (Millipore, Bedfort, MA, EUA) com a face
epitelial para cima. A membrana amnidtica e o filtro foram
lavados com solu¢@o tampao fosfato contendo 1000 U/ml de
penicilina, 20 mcg/ml de estreptomicina e 2,5 mcg/ml de

anfotericina B, cortados em fragmentos de aproximadamente
3x3 cm, colocados em um recipiente estéril contendo gli-
cerol (Baxter Healthcare Corporation, Stone Mountain, GA,
EUA) e meio de preservagdo de cérnea (Ophthalmos, Sao
Paulo/SP, Brasil) na propor¢do de 1:1 e congelados a -80° C.
Amostras de cada membrana obtida foram enviadas para estu-
do andtomo-patolégico e microbioldgico (bacterioscopia e
cultura) para controle de qualidade. O tempo maximo para
utilizacdo das membranas foi de 4 meses apds a congelacao.

Pacientes

Os critérios de inclusdo foram: pacientes portadores de
lesdo proliferativa conjuntival com caracteristicas de CEC
(lesdo esbranquicada plana ou elevada com aspecto em “car-
ne de peixe”), envolvendo conjuntiva, limbo e cérnea, diag-
nosticados clinicamente pelo Setor de Tumores do Departa-
mento de Oftalmologia da UNIFESP e que tiveram comprova-
¢do andtomo-patoldgica.

O grupo envolvido no estudo foi de 8 pacientes (8 olhos)
consecutivos portadores de CEC. Quatro pacientes (50%)
eram do sexo masculino e 4 (50%) do feminino. A idade
média era 66,6 anos (variacdo entre 24 e 83 anos). Todos os
pacientes foram submetidos a exérese do tumor associado a
crioterapia intra-operatéria e enxerto de membrana amnio-
tica. Trés pacientes portadores de CEC com amplo ou total
acometimento limbico foram, também, submetidos a trans-
plante de limbo aut6logo. Os detalhes e caracteristicas dos
pacientes e das condutas estdo na tabela 1.

Pré-operatorio

Os pacientes foram submetidos a exame oftalmolégico
completo, incluindo biomicroscopia com e sem fluoresceina,
tonometria de aplanagdo, fundoscopia e biomicroscopia ultra-
sonica. Também foi realizada andlise citoldgica por citologia
de impressdo e exfoliativa. Foram feitas fotografias e realizado
desenho no pré-operatério, com auxilio da lampada de fenda.
A drea do tumor foi calculada pela multiplicagdo dos maiores
didmetros horizontal e vertical observados na biomicroscopia
e registrados no desenho.

Técnica cirdrgica e pos-operatorio

Utilizou-se anestesia peri-bulbar com bupivacaina 0,75%
(5 ml) e xilocaina 2% (2 ml) em todos os casos e a técnica
cirdrgica utilizada foi a descrita na referéncia n°1.

Para a remocdo dos tumores que envolviam conjuntiva,
limbo e cérnea, foi realizado primeiramente epiteliecto-
mia corneal com &dlcool absoluto. O desenho pré-operat6-
rio foi importante para ajudar a delimitar o acometimento
corneal. Aplicou-se haste com algoddo na ponta (Cotone-
te®, Johnson & Johnson, Brasil) ou esponja embebidos em
dlcool absoluto por 60 segundos nos epitélios corneal,
limbico e conjuntival acometidos, deixando margem mini-
ma de 2 mm de epitélio macroscopicamente saudavel. Em
seguida, com lamina de bisturi n® 15, a partir de 2 mm da

Arq Bras Oftalmol. 2008;71(1):22-7



24 Membrana amnidtica na reconstrugcdo da superficie ocular apos exérese de carcinoma de células escamosas da conjuntiva

Tabela 1. Caracteristicas e tratamento dos tumores conjuntivais submetidos ao estudo
Paciente/ Primario Comprometi- Area do Procedimentos realizados Tempo de AP Evolucao
Idade/Sexo X mento limbar tumor (além da exérese do tumor, acompa-
recidiva (horas) (mm?2) crioterapia e uso de MA) nhamento
1/72a/M R 7 150 Epiteliectomia total 2a 11m CEC Sucesso
Tx limbo autdlogo
2/24alF P 4 70 Epiteliectomia parcial 1a 5m CEC Sucesso
Ceratite puntata
3/80a/M P 6 130 Epiteliectomia total 1a 1m CEC Sucesso parcial
Tx limbo autélogo Simbléfaro pequeno
em tarso superior
4/61al/F R 7 150 Epiteliectomia total 1a CEC Sucesso parcial
Tx limbo autélogo Pequena fibrose na
regiao superior do globo
Neovascularizagao 360°
5/83al/F R 4 70 Epiteliectomia parcial 1a 2m CEC Recidiva do tumor
e exenteragao
Retirado da casuistica
6/57alF P 2 20 Epiteliectomia parcial 2 a CEC Sucesso
7177alM P 6 130 Epiteliectomia parcial 1a 6m CEC Sucesso
8/79a/M P 7 150 Epiteliectomia parcial 10m CEC Sucesso
MA= membrana amniética; AP= anatomo-patolégico; a= anos; M= masculino; F= feminino; P= primario; R= recidiva; Tx= transplante; m= més(es); CEC= carcinoma
de células escamosas

borda do tumor na cdrnea, retirou-se o epitélio até a camada
de Bowman. Epiteliectomia total foi necessaria nos casos
avancados (casos 1, 3 e 4). A segunda etapa constou de
remoc¢do da porcdo conjuntival do tumor através de uma
escleroconjuntivectomia lamelar. Levantou-se com uma
pinca a conjuntiva da regido limbica, 4 a 5 mm de distancia
do tumor, e fez-se incisdo na conjuntiva com tesoura de
Westcott (o processo foi repetido no lado oposto do tumor).
Realizou-se resseccdo da conjuntiva e cdpsula de Tenon
ao redor do tumor mantendo-se margem livre de 4 a 5 mm,
expondo-se a esclera, onde foi feita uma incisdo a 2 mm da
borda do tumor e um “flap” escleral fino foi confeccionado
na dire¢do do limbo por baixo do tumor até a camada de
Bowman na cérnea. Usou-se cautério bipolar para caute-
rizagdo de vasos sangrantes e evitou-se o uso de esponja
no tumor para ndo espalhar células tumorais. Usou-se 4l-
cool absoluto no leito escleral para desvitalizar qualquer
célula tumoral residual. O tumor e o material proveniente
da epiteliectomia foram enviados para exame aniatomo-
patolégico. A partir desse momento, novo material cirtirgi-
co passou a ser usado para evitar contaminagao por células
tumorais nos tecidos adjacentes. Crioterapia em congela-
mento duplo foi executada em toda a margem da conjun-
tiva bulbar por 10 a 20 segundos.

A préxima etapa constou da reconstrucdo da superficie
ocular. Utilizou-se enxerto de membrana amnidtica para fe-
char o defeito conjuntival e corneal e, nos casos em que a
ressec¢do do limbo foi de 360°, realizou-se enxerto de limbo
autélogo (casos 1, 3 e 4). Apds ser descongelada, a membrana
amnidtica foi lavada com solugdo salina balanceada por 5
minutos e colocada sobre o olho, mantendo a orientacido da
face da membrana basal (face epitelial) para cima. Nos 3
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pacientes portadores de CEC com amplo ou total acometimen-
to limbico (casos 1, 3 e 4), foi colocado membrana amnidtica
sobre toda a superficie da cérnea e esta membrana foi
suturada com pontos continuos episclerais e na borda da
conjuntiva restante com nylon 9-0. Foi retirado um fragmen-
to de 8x5 mm do limbo e conjuntiva superior-nasal do olho
contralateral, que foi dividido em duas partes iguais. Esses
dois fragmentos de limbo/conjuntiva foram suturados superi-
or e inferiormente no limbo com quatro pontos separados de
nylon 10-0 fixados na membrana/episclera. Nos outros paci-
entes, como o acometimento limbico era menor, foi realizado
epiteliectomia parcial com retirada parcial do limbo e colo-
cado membrana sobre o defeito cérneo-conjuntival, suturan-
do-a na episclera e na borda da conjuntiva com sutura continua
de nylon 9-0 e, quando necessdrio, na cérnea com nylon 10-0.

No pés-operatério, foram instilados colirios de acetato de
prednisolona 1% de 4/4 horas nas primeiras duas semanas,
com regressdo progressiva e de ofloxacino 0,3% de 4/4 horas
apenas na primeira semana.

Os pacientes foram acompanhados no pds-operatério de
1%e 3%dias, 19,29, 3%¢e 4% semanas, 1,5 més, 2 meses, 2,5 meses,
3 meses e, a partir de entdo, mensalmente.

Critérios de avaliacdo dos resultados

Sucesso foi definido como uma adequada reconstrugdo da
drea conjuntival retirada (sem formacdo de simbléfaro, ape-
nas com cicatrizac@o na interface entre a membrana amnié-
tica e a conjuntiva).

Sucesso parcial foi definido como presenca de alteracdes
cicatriciais leves (pequeno simbléfaro) ou pequena fibrose.

Insucesso foi definido como presencga de alteracdes cica-
triciais graves (simbléfaro ou fibrose excessivos).
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RESULTADOS

O tempo médio de acompanhamento dos pacientes foi de
17,8 meses (variacao entre 10 e 35 meses).

A membrana amnidtica incorporou-se ao leito receptor
em todos os casos. A epitelizacdo corneal ocorreu em um
periodo maximo de 2 semanas naqueles pacientes em que foi
realizado ceratectomia parcial (pacientes 2, 5, 6, 7, 8) e de 3
semanas naqueles submetidos a ceratectomia total (com reti-
rada total do limbo) e transplante de limbo autélogo (pacien-
tes 1, 3 e 4). A epitelizagdo conjuntival também ocorreu entre
2 e 3 semanas em todos os casos. A membrana amnidtica, por
ser um tecido relativamente transparente, facilitou o exame
sob a lampada de fenda nas avaliagdes pos-operatorias.

O paciente 5, apesar de ter obtido uma boa reconstru¢ao
da superficie ocular nos primeiros dias de pds-operatdrio,
apresentou recidiva do tumor, percebida no 20° dia apds a
cirurgia, com quatro nédulos esclerais (dois inferiores, um
superior e um nasal) e invasdo intra-ocular. A lesdo tumoral
submetida a cirurgia era extensa, ocupando todo o fundo de
saco e conjuntiva bulbar inferior e nasal e ja era uma recidiva
de 10 dias de uma lesdo inicial operada em outro Servico, ou
entdo uma dissemina¢do da les@o primdria que ndo tivesse
sido totalmente retirada. Esse paciente evoluiu para exente-
racdo devido a recidiva, ndo podendo ser classificado como
sucesso, sucesso parcial, nem insucesso, pois nao foi possivel
um acompanhamento do caso.

Cinco pacientes (71,4%) obtiveram sucesso com o trata-
mento cirdrgico com reconstru¢do conjuntival satisfatéria
(pacientes 1, 2, 6, 7 e 8) (Figuras 1A e B). E importante
ressaltar que o paciente 2, que era portador de xeroderma
pigmentoso, teve o tumor removido e uma boa reconstrucdo
conjuntival, mas evoluiu com epiteliopatia corneal crdnica e
necessitou de tarsorrafia adicional.

Dois pacientes (28,6%) obtiveram sucesso parcial (pa-
cientes 3 e 4). O paciente 3 evoluiu com formagdo de pequeno
simbléfaro entre tarso superior e regido temporal superior do

globo ocular e o paciente 4 apresentou pequena fibrose na
regido superior do globo ocular.

Nao houve pacientes com insucesso, ou seja, com altera-
¢Oes cicatriciais graves (simbléfaro ou fibrose excessivos).
Também, observou-se no pds-operatério menor quemose €
inflamag@o em relagdo ao que geralmente ocorre apés a utili-
zagdo da crioterapia sem transplante de membrana amnidtica,
gerando maior conforto ao paciente.

DISCUSSAO

A exérese de lesdo tumoral conjuntival extensa cria uma
area desepitelizada, que induz processo cicatricial, podendo
vir acompanhado de simbléfaro, restricio da motilidade e
aparéncia desfigurante nesta regido®. Para evitar essas com-
plicacdes, é importante que essa drea seja recoberta adequa-
damente por tecido mucoso. Quando a drea ndo é muito exten-
sa, pode-se recorrer ao fechamento primdrio, mobilizando a
conjuntiva vizinha apds peritomia ou “deslizando” um reta-
lho conjuntival®. Quando a drea é mais extensa, utiliza-se
enxerto autélogo de conjuntiva do olho contralateral ou de
mucosa oral®¥. No entanto, esses tipos de enxerto podem
acarretar alteragdes cicatriciais na regido doadora, com as
conseqiiéncias ja descritas. Nesse sentido, o transplante de
membrana amnidtica oferece vantagem sobre os outros tipos
de enxerto mucoso, pois nio induz alteragdes cicatriciais no
doador e cria, no receptor, superficie propicia para proliferagio
de células com fenétipo de epitélio conjuntival normal, de-
monstrado por estudos empregando citologia de impressao!'¢!7.

Outra vantagem da utilizacio do enxerto de membrana am-
nidtica ao invés de mucosa labial € a transparéncia que a primei-
ra possui, o que permite o exame de estruturas mais profundas no
pés-operatdrio, podendo-se detectar mais precocemente alguma
recidiva que possa ocorrer sob o tecido enxertado.

Experiéncias in vitro mostraram que a matriz estromal da
membrana amnidtica suprime a atividade do fator de cresci-
mento beta (TGF-B) e a diferenciagdo miofibrobldstica de

. L

Figura 1 - A: Aspecto pré-operatorio do caso n® 1 evidenciando carcinoma de células escamosas conjuntival comprometendo regido peri-limbica

temporal superior; B: Aspecto pés-operatério (3 semanas) do caso n® 1 demonstrando bom aspecto estético

Arq Bras Oftalmol. 2008;71(1):22-7



26 Membrana amnidtica na reconstrugcdo da superficie ocular apos exérese de carcinoma de células escamosas da conjuntiva

Figura 2 - Aspecto pos-operatdrio do caso n® 4. Apresentou fibrose na
regiao superior do globo ocular.

fibroblastos da cérnea, limbo e conjuntiva em humanos®.
Estudos em coelhos também demonstraram que a matriz
estromal da membrana amnidtica atrai neutréfilos, levando-os
a apoptose. Além disso, a membrana amnidtica contém véarios
inibidores de protease, tais como ol antitripsina, o2
macroglobulina, inibidor da inter-o tripsina, inibidor da o2
plasmina e 02 antiquimiotripsina®®. Todos esses estudos ex-
plicam porque a membrana amnidtica ajuda a suprimir infla-
macao ap6s excisdo cirdrgica, fazendo desta um tecido subs-
tituto ideal para reconstru¢cdo em casos de extensa ressecc¢io.
A falta de inflamacdo e tecido cicatricial é particularmente
importante quando ressecgdes extensas sdo feitas em associa-
¢do com crioterapia, pois o aumento de inflama¢do pode
comprometer a motilidade ocular ou causar simbléfaro.

As propriedades antiinflamatérias, antiangiogénicas e
moduladoras da cicatrizacdo da membrana amnidtica pude-
ram ser constatadas pelo bom aspecto clinico pés-operatério
da maioria dos casos estudados, que apresentaram superficie
corneo-conjuntival mais estdvel, sem erosdes e com menos
inflamacdo ou formacdo de cicatrizes!”?2D, Alguns autores
mostraram resultados satisfatorios com a utilizagdo de mem-
brana amniética como enxerto apds remog¢ao de tumores con-
juntivais em 16 olhos®!®,

Nos casos em que a regido do limbo foi parcialmente
comprometida pelo tumor ou mesmo pela ressec¢do cirirgica
com uma margem de seguranga ampla, o transplante de mem-
brana amnidtica foi util para tratar a deficiéncia limbica par-
cial, pois a membrana serve como substrato para expansao de
epitélio corneal®2?. J4 nos casos que apresentaram compro-
metimento total do limbo e foram submetidos a epiteliec-
tomia total, foi importante que o transplante de membrana
amniotica fosse associado ao transplante de limbo para que
houvesse adequada recuperacdo da superficie corneal com
epitélio normal. Nesses pacientes, as células limbicas do en-
xerto expandem-se no substrato amnidtico, o que confere a
necessidade de menor quantidade de células germinativas?.
Os pacientes 1, 3 e 4, que foram submetidos a epiteliectomia
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total, receberam enxerto de limbo autélogo associado a mem-
brana amnidtica, sendo que os pacientes 1 e 3 recuperaram a
superficie corneal, porém o paciente 4 desenvolveu deficién-
cia limbica com neovascularizacdo corneal 360°.

Recentemente, novas terapias no manejo das neoplasias
conjuntivais tém sido publicadas, tais como mitomicina C
tépica, interferon tépico e subconjuntival, 5-fluorouracil,
além da resseccdo tumoral com reconstru¢do da superficie
ocular com membrana amnidtica’®**2%. Este trabalho nio
buscou comparar essas técnicas, mas procurou mostrar que a
membrana amnidtica humana pode ser usada como enxerto
alternativo importante, ja que de sete pacientes submetidos
ao tratamento cirirgico com esse enxerto, 5 (71,4%) obtive-
ram sucesso na reconstrucao da superficie e 2 (28,6%) obtive-
ram sucesso parcial.

CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho e as caracteristicas da mem-
brana amniética leva-nos a sugerir ser esta uma boa opg¢io
para reconstruc@o da superficie ocular apds remocao de tu-
mores conjuntivais. Quando for realizada epiteliectomia to-
tal ou nos casos em que a drea limbica remanescente for
menor que Y4 do limbo, sugerimos que se realize transplante
de limbo concomitante. Um niimero adicional de pacientes,
associado a um periodo maior de seguimento é importante
para conclusdes adicionais.

ABSTRACT

Purpose: This study was designed to evaluate the use of
human amniotic membrane for ocular surface reconstruc-
tion after conjunctival squamous cell carcinoma resection.
Methods: Amniotic membrane was obtained at the time of
cesarean section and was preserved at -80°C in glycerol and
cornea culture media at a ratio of 1:1. The inclusion criteria
were patients presenting proliferating lesions suggestive of
squamous cell carcinoma (flat or elevated white lesions
resembling “fish meat”) that involve the conjunctiva, lim-
bus and cornea. Eight eyes of 8 patients with conjunctival
“squamous cell carcinoma” underwent tumor resection with
amniotic membrane transplantation. Three of these cases
underwent total corneal epitheliectomy and amniotic mem-
brane transplantation associated with limbal autograft. Re-
sults: Mean follow-up time was 17.8 months (range, 10-35
months). In four patients (71.4%) surgical treatment was
successful, with good ocular surface stability. In two pa-
tients (28.6%) results were partially successful, with mild
cicatricial alterations. One patient was excluded from the
study due to aggressive tumor recurrence with intraocular
invasion that needed to be removed with exenteration. Con-
clusion: This study suggests that amniotic membrane trans-
plantation is a good alternative for ocular surface recons-
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truction after conjunctival squamous cell carcinoma re-
section.

Keywords: Conjunctival neoplasms/surgery; Carcinoma,
squamous cell; Amnion/transplantation; Conjunctiva/trans-
plantation
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