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Resumo

Atualmente a membra amnidtica (MA) tem obtido importancia devido a comprovada capacidade de reduzir inflamagao, auxiliar a
cicatrizagdo e epitelizacdo, possuindo propriedades antimicrobianas e antivirais, além de baixa imunogenicidade. As indicacdes de
seu uso na oftalmologia tém aumentado muito nas duas dltimas décadas. Objetivo: Descrever a estrutura bdsica e as propriedades
bioldgicas da MA em relagdo aos componentes da sua matriz extracelular e fatores de crescimento, as consequéncias de diferentes
técnicas empregadas na sua preservacao e esterilizacdo, métodos para remocgao do epitélio e a comparacdo dos custos dos diferentes
meios de conservacdo atualmente empregados. Métodos: Pesquisa nas bases de dados do Portal da Biblioteca Virtual em Sadde (BVS),
Pubmed, Cochrane, Scielo e Lilacs com as palavras-chave: membrana amniética, transplante, reconstrucido da cérnea, doengas da
conjuntiva. Resultados: A literatura é vasta na descricao dos efeitos de diversos agentes e técnicas na preparagao da MA, dentre elas
sua preservacao, esteriliza¢ao e desepitelizacdo. A membrana desnuda tem sido a escolha para a reconstruc¢ao da superficie ocular,
pois facilita a cicatrizagdo. Em relagdo aos agentes conservantes, o glicerol é o meio mais utilizado mundialmente pelo baixo custo e
facilidade de manuseio. Conclusao: A comparagao das diversas técnicas nos guia na elaboracao de protocolos de preparo da MA para
uso oftalmoldgico. A membrana desnuda facilita a cicatriza¢dao em relagao a com células epiteliais. O glicerol ¢ o meio de conservacao
mais utilizado pelo baixo custo e facilidade de manuseio.
Descritores: Transplante; Membrana amnidtica; Doengas da cornea; Doengas da tinica conjuntiva

ABSTRACT

Currently, the amniotic membrane (AM) has obtained importance due to its ability to reduce inflammation, helping in the healing
and epithelialization processes, having antimicrobial and antiviral properties and low immunogenicity. Its indications in ophthalmology
have increased considerably in the past two decades. Objective: To describe the basic structure and biological properties of the AM,
the components of the extracellular matrix and growth factors, the consequences of different techniques used in its preservation, and
sterilization methods for the epithelium removal. To compare the costs of the different preservation solutions currently employed. Study
design: literature review. Methods: Research in BV'S databases, PubMed, Cochrane, Scielo and Lilacs with keywords: amniotic membrane
transplantation, corneal reconstruction, conjunctival diseases. Results: The literature is vast in describing the effects of different agents
and techniques used in the preparation of MA, including its preservation, sterilization and desepithelization. The naked membrane is
the choice to reconstruct the ocular surface, as it facilitates the healing course. Regarding the preservatives, glycerol is the most used
worldwide due its low cost and easy handling. Conclusion: Comparing different techniques guides us in developing a MA preparation
protocol for ophthalmic use. The naked membrane facilitates the healing process compared with the presence of epithelial cells. The
glycerol is the most used preservation method because of its low cost and easy handling.
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INTRODUCAO

membrana amnidtica (MA) é a camada mais interna das

trés que constituem as membranas fetais. Sua primeira

utilizagdo no tratamento de doencas data de 1910 em
transplante de pele.’) Também foi utilizada em procedimentos
cirtrgicos relacionados ao trato genito-urindrio, cérebro, cabega
e pescoco, entre outros.>¥ A primeira utilizagdo documentada
na oftalmologia foi em 1940 no tratamento de queimaduras
oculares.® Em 1990, Kim e Tseng propagaram seu uso na
pratica oftalmoldgica devido ao sucesso obtido na reparagio de
defeitos corneanos.® Atualmente a MA tem obtido importancia
devido a comprovada capacidade de reduzir inflamacao,
auxiliar a cicatrizacdo e epitelizacdo, possuindo propriedades
antimicrobianas e antivirais, além de baixa imunogenicidade.®

As indicacdes de seu uso tém aumentado nas duas dltimas
2 décadas, como em defeito epitelial corneano persistente, ilcera
neurotroéfica, perfuragdes corneanas, tlcera em escudo, ceratite
infecciosa, ceratopatia bolhosa, reconstrucao da superficie ocular
ap6s exérese de tumores, na Sindrome de Stevens Johnson, reparo
de seidel em trabeculectomias, na cirurgia de pterigio, ceratopatia
em faixa e apds queimaduras quimicas.® Mais recentemente, tem
sido utilizada como substrato para transplante de células tronco
epiteliais da superficie ocular, células do endotélio corneano e
como substrato epitelial de pigmento retiniano.1%

O processo desde a retirada da placenta doadora até o
transplante da MA é complexo. Antes da retirada ¢ necessdria
seleg¢do adequada do potencial doador. Outro importante passo
¢é o processo de desepitelizagao. A MA desnuda promove melhor
proliferacao e diferenciacao celular, melhor integridade estrutural,
assim como um padrdo mais uniforme de crescimento celular
quando comparada a MA néo-desepitelizada.1?

A literatura é vasta na descricdo dos efeitos de diversos
agentes e técnicas na preparacdo da MA, dentre elas sua
preservacao, esterilizagdo e desepitelizagdo. Nessa revisao,
descreveremos a estrutura bdsica e as propriedades bioldgicas
da MA em relagdo aos componentes da sua matriz extracelular
e fatores de crescimento, as consequéncias de diferentes técnicas
empregadas na sua preservacdo e esterilizacdo, métodos para
remog¢ao do epitélio e a comparagao dos custos dos diferentes
meios de conservagao atualmente empregados.

MEtobpos

Foi realizada uma revisao bibliogréfica com pesquisa nas
bases de dados do Portal da Biblioteca Virtual em Satide (BVS),
Pubmed, Cochrane, Scielo e Lilacs com as palavras-chave:
membrana amnidtica, transplante, reconstrucdo da cérnea e
doencas da conjuntiva.

ResuLTADOS

Estrutura basica

Histologicamente, a MA é uma membrana avascular de
cinco camadas, com 0,02 a 0,5mm de espessura e que delimita a
camada mais interna das 3 que constituem as membranas fetais.
O liquido amniético banha a superficie apical interna, enquanto a
superficie externa ¢ ligada ao cérion. A camada mais externa das
membranas fetais € a decidua, que é composta por endométrio
modificado e € o tnico componente das membranas fetais de
origem materna.®

Rev Bras Oftalmol. 2020; 79 (1): 71-80

A camada amniética epitelial consiste em uma camada
simples de células cuboidais e colunares com microvilos na
superficie apical. O epitélio estd sobre a membrana basal (MB),
que lembra muito a MB conjuntival. A substancia prépria contém
uma camada coldgena compacta, que promove forga ténsil e uma
camada fibrobldstica, que é a camada mais espessa da MA e
consiste de fibroblastos embutidos em uma frouxa rede reticular.
A camada esponjosa, rica em mucina, ¢ a mais externa da MA
e a mais proxima ao cérion.!'® As tltimas 3 camadas podem
ser dificeis de ser distinguidas por exame histoldgico em tecido
criopreservado (Figura 1).

Figura 1: Coloragdo com hematoxilina-eosina de uma amostra
de membrana amnidtica. Uma tnica camada de células epiteliais
cubdides que recobrem a membrana basal e o tecido conjuntivo
frouxo do estroma podem ser observados.(¥

Fonte: Krachmer JH, Mannis MJ, Holland EJ. Cornea. 3 ed. New
York: Elsevier; 2011.

Propriedades biolégicas

Componentes mesenquimais da matriz extracelular (MEC)

A MEC tem varias fungdes, tais como prover suporte e
ancoragem as células e regular o comportamento dinamico celular.
Na MA a substancia prépria enreda uma variedade de fatores de
crescimento e age como um depdsito local.!¥

Colédgeno dos tipos 1 e 3 sdo os componentes fibrilares
estruturais principais da substancia prépria. A imunohistoquimica
revela predominancia do coldgeno tipo 1 nas camadas estromais.
A distribuicdo do tipo 3 € similar a do tipo 1, entretanto, a
intensidade da colorag¢do do tipo 3 € maior perto da MB amnidtica.
Coldgeno tipo 4 ¢ um componente comum a todas as membranas
basais e aparece como uma banda densa na MA com cerca de
0,2 micra. As camadas compacta e fibrobldstica mostram fraca
fluorescéncia do coldgeno tipo 4. Colagenos 5 e 6 sdo filamentosos
e conectam os coldgenos fibrilares as estruturas dos tecidos
conectivos circundantes e a MB. A intensidade do coldgeno
tipo 6 € equivalente entre as camadas compacta e fibrobléstica.
Sua concentragdo € maior perto da membrana basal amnidtica,
enquanto que a camada esponjosa evidencia imunocoloracdo
menos intensa.t1?

Outra importante propriedade estrutural fundamental na
aplicagdo clinica € o papel de suporte como substrato a organizagao
celular epitelial, j4 que membranas basais geralmente servem
como suporte biolégico. Fukuda et al relataram semelhangas
entre laminina, fibronectina e coldgeno tipos 4,5 ¢ 7 da MB da
conjuntiva, cérnea e MA. Entretanto, notou-se que a sub-cadeia
alfa do coldgeno tipo 4 da MB amniética assemelhava-se mais
com a conjuntival do que com a corneana.*?!
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Outro importante componente da MB ¢ a endostatina, que é
um heparan-sulfato proteoglicano e tem mostrado ser um potente
fator anti-angiogénico, podendo inibir a proliferacdo celular
endotelial, angiogénese e crescimento tumoral. Trombospondina-1
(TSP-1) é uma matriz proteica multifuncional secretada pelas
células e também tem mostrado papel anti-angiogénico. Riau et
al mostraram por imuno-histoquimica que a TSP-1 se localiza nas
células epiteliais amnidticas com minima expressao no estroma.®

Outro componente menos estudado, a elastina, € detectada
principalmente nas células epiteliais amnidticas com presenga
regular no estroma. A importancia maior da elastina reside na
habilidade funcional em prover elasticidade ao tecido.(23)

Fatores de crescimento

Um dos mecanismos de ag@o do transplante de MA ¢ a
liberagao de fatores de crescimento que facilitam a re-epitelizacao
corneana, bem como reducio de cicatrizes e inflamagio. Varios
fatores de crescimento estdo presentes na MA, tais como: fator de
crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento transformador
(TGF)-a, -B1, -B2 e B3, fator de crescimento de queratindcito
(KGF), receptor de KGF (KGFR), fator de crescimento de
hepatdcito (HGF), receptor de HGF(HGFR), fator de crescimento
basico de fibroblasto (bFGF), fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF).(24,25) Quantificagdo pelo método ELISA mostrou
niveis maiores de fatores de crescimento (e potentes mitégenos)
EGF, HGF, KGF e bFGF na MA contendo epitélio quando
comparada a MA desnuda. Receptores EGF (EGFR), KGF ¢
bFGF sdo mais concentrados no epitélio amnidtico (Figura 2).
O EGF ¢ um potente mitégeno no crescimento celular epitelial
e seu elevado nivel de expressao pode ser uma explicacdo para a
promocio da cicatrizacdo da superficie ocular apds transplante.
O PDGF ¢ também responsavel por nortear respostas celulares
como proliferagdo, sobrevivéncia, migracdo, e ainda a deposicao
de fatores de remodelamento e da MEC.29

Figura 2: Gel corado com brometo de etidio de produtos RT-PCR para
oito fatores de crescimento (fator de crescimento epidérmico (EGF),
fator de crescimento transformador-(TGF), fator de crescimento de
queratinécito (KGF), fator de crescimento de hepatécitos (HGF),
fator de crescimento bdsico de fibroblastos (bFGF), e os fatores de
crescimento transformadores (TGF) -B 1,-B 2 e - 3) e dois receptores
do fator de crescimento (receptor KGF (KGFR) e receptor HGF
(HGFR)) em membrana amnidtica humana preservada.

Fonte: Koizumi NJ, Inatomi TJ, Sotozono CJ, Fullwood NJ, Quantock
AlJ, Kinoshita S. Growth factor mRNA and protein in preserved human
amniotic membrane. Curr Eye Res. 2000;20(3):173-7.3>

Koizumi et al. evidenciaram a produgio de KGF e HGF pelo
epitélio amnidtico, fatores de crescimento que sdo comumente
produzidos por células mesenquimais, como os fibroblastos
estromais corneanos.(25) Na superficie ocular esses fatores de
crescimento no epitélio devem influenciar a cicatrizagdo corneana
por meio de uma acdo pardcrina. Portanto, pode-se sugerir que aps

o transplante da MA, a re-epitelizacdo corneana pode ser
acelerada pelos KGF e HGF produzidos pelo epitélio amni6tico.?”
O TGF-beta estimula a sintese e deposi¢ao de proteinas da
matriz extracelular através do incremento da sintese de inibidores
de protease, supra-regulacao de moléculas de adesdo celular e da
supressao da sintese de proteases degradadoras da matriz, podendo
ser considerado fator de crescimento influente no controle da
atividade fibrobldstica durante a cicatrizagdo.®® Entretanto,a MA
suprime a sinalizacdo de TFG-beta em fibroblastos corneanos
e limbares, e em fibroblastos da conjuntiva e de pterigio.?<?
Isso, por sua vez, sugere que a reducdo do hiper-crescimento
fibroblastico ap6s o transplante de MA depende mais da supressao
da expressdao de TGF-beta pelos fibroblastos da superficie ocular
do que de um efeito direto do TGF-beta liberado pela MA.)

Selecao e captacio da membrana doadora

A transmissao de doencas ao receptor ¢ sempre um fator de
risco nos transplantes de 6rgaos e tecidos humanos. A doadora de
MA deve ser paciente com histdria clinica sauddvel, ndo-usudria
de drogas, submetida a cesariana eletiva.G!

Por recomendagdes da Food and Drug Administration
(FDA), a amostra sanguinea retirada em visita pré-natal deve ser
submetida a uma série minima de testes soroldgicos, que incluem
HIV-1/2, Hepatite B ¢ C e sifilis.**» Exames adicionais podem
ser realizados, como triagem para citomegalovirus e HTLV.
Como existe a possibilidade de o doador estar em periodo de
janela imunoldgica, os testes devem ser repetidos, mesmo quando
negativos, 6 meses apés o parto. Enquanto isso,a MA € geralmente
preservada em glicerol até que os resultados sejam confirmados.
©D Por se tratar de processo de doacdo de tecido, a documentagéo
da captacdo é mandatoria.

O processamento e a preparacdo da membrana sdo
realizados sob condicdes estéreis. Um coquetel antibidtico para
cobrir bactérias e fungos Gram-negativos e Gram-positivos é
usado em solucdes de lavagem e armazenamento. Dois protocolos
diferentes estdo em voga. Uma popularizada pelo grupo de
Tsuboto em que a membrana ¢ cortada em pedacos medindo 10
cm x 10 cm e enxaguada sequencialmente durante cinco minutos
cada em dimetilsulf6xido 0,5 M (DMSO) (4% w / v em solucao
salina tamponada com fosfato 0,01M PBS), 1,0 M de DMSO (8%
w/vem 0,0lM PBS) e 1,5M de DMSO (12% w /v em 0,01M
PBS).®» O segundo método foi popularizado por Tseng et al.
e consiste em armazenar os pedagos de membrana em glicerol
a 50% em meio de Eagle modificado por Dulbeco (DMEM,
Gibco) ou TC-199.® Os pedacos de membrana geralmente sdo
espalhados pelo lado epitelial, em papel de nitrocelulose antes
do armazenamento em meio. O tecido ¢ armazenado congelado
a -80°C e liberado para uso somente apds o segundo teste de
triagem soroldgica, realizado seis meses ap0s o parto cesarea. O
tecido tem sido armazenado e usado por até 2 anos pds-parto. O
tecido € descongelado em temperatura ambiente e enxaguado em
solugdo salina normal tamponada imediatamente antes de ser.*)

Desepitelizacio

A MA possui uma variedade de proteinas e fatores
promotores de crescimento. Nao ¢ bem claro ainda como eles
sdo afetados pelos diversos procedimentos empregados para o
preparo da MA. Tampouco foram determinados quais fatores e
componentes da matriz extracelular s3o mais determinantes na
promogao do crescimento e da adesdo epitelial. Vdrias técnicas e
reagentes tém sido descritos para realizar a remocao das células
epiteliais na tentativa de produzir um substrato biolégico capaz.
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de cultivar diferentes tipos celulares.®¥ Ha duvidas se a MA
intacta ou desnuda é o melhor tipo de substrato para a expansao
ex vivo de células epiteliais para a construgao da superficie ocular.
Alguns autores reportaram potenciais beneficios da MA intacta.
Foi demonstrado que células epiteliais da MA podem produzir
neurotransmissores, neuropeptidios, fatores neurotréficos e
fatores de crescimento derivados de pigmento.®>3®

Em contrapartida, outros grupos demonstraram que a MA
desnuda pode promover melhor proliferagdo e diferenciagcdo
celular, melhor adesao celular, assim como padrao de crescimento
celular mais uniforme comparado a MA intacta.!3? A presenca
do epitélio amnidtico pode também impedir um crescimento
uniforme de explantes cultivados na membrana e atrasar a
formagdo de ligacdes hemidesmossomais resistentes.“” Esses
fatores se traduzem em um melhor processo de cicatrizacao.
Facilitar a cicatrizacdo pode ser considerada uma das mais
importantes propriedades da MA e determina a maior parte de
suas indicagdes clinicas. Por isso, MA desnuda tem sido uma das
opcdes para a reconstrucao da superficie ocular.

Vérios métodos tém sido descritos para a desepitelizacio da
MA. Cada método tem revelado diferentes efeitos na estrutura
e nas propriedades bioldgicas da membrana. Idealmente, o
método de desepitelizacdo seria eficiente e nao alteraria a
integridade estrutural (membrana basal em particular) ou sua
funcao bioldgica.

Método da Dispase

A ideia do uso da dispase para remocao de células epiteliais
amnidticas foi adaptada da técnica usada para obtengdo de epitélio
corneano intacto.®'*? A dispase age enzimaticamente através de
acgdo proteolitica que atinge proteinas da MB, tais como laminina,
coldgeno tipos IV e VII, e fibronectina.*#

A literatura mostra o uso clinico da MA desnuda
empregando 1,2 U/mL de dispase II com tempo de tratamento
variando de 5 minutos a 2 horas em temperatura ambiente.
Segue-se entdo delicada raspagem. O tratamento com dispase 11
resulta em ruptura da MB, especialmente a 1amina densa. Ha dano
fisico e bioldgico irreversiveis apds incubacao com dispase II. O
arranjo estromal subjacente torna-se frouxo e coldgeno tipo VI,
fibronectina, e vérios fatores de crescimento (TGF-o, receptores
-B1 e -B2, PDGF-A, VEGF e EGFR) diminuem apds incubagio
prolongada. Remogdo completa da MB é observada somente apos
30 minutos de tratamento.*)

Liet al investigaram explantes epiteliais limbares cultivados
em MA intacta e desepitelizada.“? Apds desagregacdo da
membrana basal nas amostras de MA notou-se posterior formacao
de componentes da MB mesmo na amostra desepitelizada. Isso
sugere que uma membrana intacta talvez ndo seja de suma
importancia na expansao de células epiteliais. Isso também explica a
alta taxa de sucesso do uso da MA tratada com dispase, mesmo com
a MB totalmente removida, na reconstru¢do da superficie ocular.

Método do EDTA

O 4cido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) é um agente
quelante que influencia o contato intercelular regulado por
fons célcio. Estudos reportam uso do EDTA em concentracdes
variando de 0,02% a 0,25% por 10 minutos a 2 horas a 37°C.4547)
E seguido geralmente de raspagem mecénica das células epiteliais
remanescentes.

Uma remocdo de células epiteliais mais vasta sem
quebra da MB subjacente é descrita usando essa técnica.4®
Os componentes da membrana extracelular (MEC) da MA
desepitelizada usando EDTA sem lesdo a MB sao semelhantes aos
da MA intacta e fatores de crescimento sdo mais escassos na forma
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desnuda pela raspagem mecénica vigorosa apods a quelagao com
EDTA. Componentes da MA (coldgeno tipos IV e VII,laminina-5
e fibronectina) também sao mantidos apds desepiteliza¢do.(49)
Entretanto, a associagdo de desepitelizagdo ao tratamento com
uso de EDTA demonstrou comprometimento da integridade da
membrana.®” Com o objetivo de se obter uma remogao de células
epiteliais completa, € necessdria uma raspagem mais agressiva e
com isso mais dano é causado.

Em termos de resisténcia, ndo foi observada significancia
estatistica na diferenga entre MA intacta e a desepitelizada com
método EDTA a 0,02%.6Y

Método Tripsina-EDTA

Tripsina-EDTA ¢ geralmente usada para separar células
semeadas do frasco de cultura. Tem sido utilizada na remocao
de células epiteliais da MA em concentragdes variando de 0,1%
a 0,25% a 37°C por 30 minutos. Na maioria dos casos, a retirada
das células epiteliais amnidticas foi observada sem raspagem,
embora em alguns grupos foi necessaria raspagem apds incubagao.
Tratando a membrana com tripsina-EDTA a 0,25%, Mehta et al
mostraram presenca de coldgeno tipos IV e VII, laminina-5 e a
presenca de lamina densa.?® Entretanto, muitos componentes
da MEC e fatores de crescimento nao foram detectados por
imunocoloragdo, provavelmente devido a natureza agressiva do
tratamento com tripsina-EDTA, que possivelmente degradou os
componentes da MEC e os fatores de crescimento.

Método da Ureia

A ureia € conhecida por sua propriedade desnaturante de
proteinas e tem a capacidade de solubiliza-las. A desepitelizagdo da
MA pode ser obtida através do tratamento com ureia refrigerada 5
M por 5 minutos,seguida por suave desepitelizacao. As vantagens
do uso desse método sdo o relativo periodo de incubacio curto e
o agente facilmente disponivel (ureia). A membrana amnidtica
desepitelizada por esse método apresenta uma superficie lisa e
presenca de lamina basal. Componentes da MEC permaneceram
presentes na forma desepitelizada.®?

Método do Etanol

Etanol tem sido usado para separar a camada epitelial da
MB na confeccido de flaps.®» Desepitelizagdo com uso de etanol
utiliza incubagdo da MA em etanol a 20% por 30 segundos
seguido de desepitelizagdo mecanica. Semelhante a técnica da
ureia, os beneficios da técnica sdo o curto periodo de incubacdo
e a facil disponibilidade do etanol. Esse método requer raspagem
mais agressiva devido ao baixo poder de desnaturacao do etanol.
Apesar de alesdo a MB ser frequente devido a raspagem agressiva,
como demonstrado pela maioria dos estudos, poucos autores tém
evidenciado em microscopia eletrdnica a presenca de MB intacta.
@9 A existéncia de remanescentes celulares pode ser benéfica para o
crescimento de células cultivadas, assim como tem sido sugerido em
outros biomateriais que micro ou nano irregularidades de superficie
podem potencializar o crescimento celular.® Componentes
da MEC como coldgeno tipos I, II, IV, VI e VII, laminina-5,
fibronectina, elastina e trombospondina, e fatores de crescimento
tais como TGF-a, receptores p1 e 2, EGFR, KGF, bFGE, VEGF
e PDGEF sdo expressos na forma desnuda.?

Método da termolisina

O uso da termolisina na remocgao do epitélio amnidtico é
novo. Termolisina ¢ uma metaloproteinase termoestavel isolada
do bacilo strearothermophilus, que ja foi previamente usada para
isolar células epidérmicas.*>>® Com o emprego da termolisina, um
simples passo de lavagem € capaz de remover as células epiteliais
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amnioticas sem nenhum procedimento mecanico de raspagem. O
tratamento da MA com termolisina a 125pg/mL por 9 minutos é
capaz de gerar uma membrana completamente desnuda, a qual
tem aparéncia morfoldgica consistente e JAmina basal intacta.®?

Componentes da MB tais como coldgeno tipos IV e VII,
integrinas a6 e 4, e laminina-5 sdo distinta e consistentemente
expressas na MA tratada por esse método.C” A detecgdo de
integrinas a6 e 4 na auséncia de células sugere que a termolisina
cliva especificamente o complexo desmossomico.®” Isso também
sugere que a atividade proteolitica da termolisina € mais especifica
que a de outros agentes usados para isolar células epiteliais. Essas
observagdes sdo corroboradas por Perreault e cols, que utilizaram
termolisina para isolar e gerar culturas de células epiteliais
intestinais humanas normais vidveis.®®

Método do tampao hipoténico, SDS e nuclease

Wilshaw e cols foram pioneiros no emprego desse método
e a MA foi transplantada com sucesso em regido subcutinea de
modelo murino.®*% Seu uso na reconstrucédo da superficie ocular
nao foi reportado, porém Shortt e cols realizaram expansao ex
vivo de células tronco epiteliais limbares em MA desepitelizada
usando a técnica descrita por Wilshaw e cols e evidenciou que
havia maior proliferacdo celular e nimero de células expressando
AN-p63a e ABCG2 comparado a MA intacta.)

Nesse método, a MA € incubada em solugdo tampao
hipotonica 10mM contendo EDTA 0,1% e aprotinina 10 KIU/
mL a 4°C por 16 horas para induzir lise através do edema celular
pela dodecil sulfato de sédio (SDS), um detergente idnico, que
¢ entdo utilizado para tratar a MA a temperatura ambiente por
24 horas. O detergente se liga a membrana celular separando
a bicamada lipidica e causando sua desintegracdo. A seguir é
incubada com DNase 50 U/mL e RNase 1 U/mL por 3 horas
a 37 °C para assegurar a remocao de DNA e RNA residuais
da matriz. O isolamento das células epiteliais amnidticas pode
ser atingido sem raspagem mecénica. N@o foi evidenciada
perda de coldgeno tipo IV, glicosaminoglicanas, ou elastina na
MA e também nao houve diferenca significante no montante
de coldgeno desnaturado encontrado na MA desnuda quando
comparada a intacta. Microscopia eletronica revelou arranjo de
fibrilas coldgenas similar na desnuda e na intacta.®”

Preservacio e esterilizacio da membrana

A MA utilizada em cirurgia oftalmolégica tem sido fresca
ou processada através de diversos métodos de preservacao tais
como congelagao, liofilizacdo ou criopreservagdo em glicerol.
Com o objetivo de minimizar riscos de infeccdo que podem ser
transmitidas pela MA, estudos recentes tém usado a combinagao
de preservagdo com esterilizagdo por irradiacdo gama. Novos
agentes como acido paracético e trealose também tém sido usados
recentemente para preservacao e esterilizagdo da MA. (Figura 3)

Criopreservacao em Glicerol

A preservagdo em glicerol € o método mais empregado no
mundo. O armazenamento em glicerol foi introduzido nos Paises
Baixos em 1984 para preservar pele doadora para transplante.
Otimos resultados obtidos nas tltimas décadas levaram a uma
aceitacdo clinica global, incluindo sua utilizagdo na preservacao
da MA. Embora se saiba que tem certo efeito antiviral, ndo é
conhecida sua acdo esterilizante. Mesmo apds preservacao por
vdrios meses, virus e bactérias podem ser ainda vidveis. O uso de
uma concentracao elevada de glicerol compromete a viabilidade
das células da MA. (%66

Figura 3: Microscopia eletronica de varredura e micrografias de
microscopia eletronica de transmiss@o correspondentes das camadas
epiteliais e estromais em substratos de MA preservados. Fresco,
(A, F); criopreservado, (B, G); desnudado (C, H); seco (D, I) e pds-
tratamento com trehalose (E,J). As fotomicrografias mostram danos
extensos a camada de CEA e microvilosidades apds criopreservagao
em comparag@o com substratos tratados frescos, secos e trehalose.
Fonte: Allen CL, Clare G, Stewart EA, Branch MJ, McIntosh OD,
Dadhwal M, Dua HS, Hopkinson A. Augmented dried versus
cryopreserved amniotic membrane as an ocular surface dressing. PLoS
One. 2013;8(10):¢78441.

A placenta é geralmente lavada em solucdo salina
balanceada contendo antibidticos tais como estreptomicina,
penicilina, neomicina e anfotericina. A MA ¢é armazenada em
glicerol geralmente misturado com meio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) na proporgao de 1:1 (vol/vol). A MA pode
entdo ser armazenada a -80°C por até 2 anos 22. Esse método
de preservacgio foi iniciado com Lee e Tseng® e desde entdo
tem demonstrado altas taxas de sucesso em transplante de
MA.#7670 Quase a totalidade da literatura sobre o uso da MA
na reconstru¢@o da superficie ocular evidencia o uso desse meio
de preservacao. Os componentes e a estrutura bioldgica da MA
criopreservada em glicerol lembram a fresca, ndo preservada.

O principal entrave a esse processo ¢ a necessidade de um
congelador que € oneroso, pesado e dificil de ser encontrado,
particularmente em paises menos desenvolvidos. Além disso, é
relativamente dificil manter uma temperatura estdvel durante o
transporte da membrana.
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Criopreservacio em Dimetil-Sulféxido

Dimetil sulféxido (DMSO) tem sido usado como alternativa
ao glicerol- DMEM. Em vez de lavar a MA com uma solucdo
salina contendo antibidticos apds a remocdo da placenta,
uma concentracdo aumentada de DMSO ¢ utilizada. A MA é
armazenada em solucdo a 10% ou 0,15M de DMSO a -80°C por
varios meses. Clinicamente, varios trabalhos evidenciam sucesso
no uso desta técnica de preservagdo para uso em cirurgia de
superficie ocular.®*”27) O efeito na integridade estrutural e nos
componentes biolégicos da MA ainda ndo foram estudados
extensivamente com essa técnica, mas com base nos dados dos
testes ja realizados pode-se assumir que tenha qualidade similar
a criopreservada em glicerol.

Liofilizacao e esterilizacao por Radiacio Gama

Liofilizagao € um método que remove a dgua de um tecido
por sublimagdo. Isso resulta na inibicdo de reagdes quimicas
destrutivas que podem levar a alteracdo tecidual. Membrana
amnidtica liofilizada pode ser armazenada a temperatura ambiente
por um longo periodo de tempo sem deterioragio. Seu transporte
é facil, eliminando o maior problema da criopreservacao. Alguns
estudos mostram a associagdo da liofilizagdo com a esterilizacio
por meio da irradiagdo gama.®'7%

Doses adequadas de radiagao sao efetivas contra bactérias,
fungos e virus, entretanto, afeta propriedades bioldgicas e a
integridade dos tecidos.”>™® Ha poucos estudos avaliando a
eficadcia da combinacdo de liofilizacdo e irradiagdo gama como
uma técnica de esterilizacdo de MA.

Devido a remocgao de d4gua da MA, a membrana liofilizada
parece ser mais fina e macroscopicamente mais fragil que a
criopreservada.’? Em contraste, Nakamura e cols reportaram
ndo haver diferencas significantes na resisténcia fisica entre a
MA criopreservada e a liofilizada associada a radia¢@o. Nao ha
alteracdes observadas na estrutura do tecido e componentes da
MEC (coldgenos I, II1, IV, V e VII, fibronectina e laminina-5)
entre a MA liofilizada esterilizada com 25 kGy de irradiagdo
gama ¢ a MA criopreservada.®? O nivel total de proteinas
¢ significativamente menor que o encontrado na MA néo-
preservada.’” A liofilizacdo provavelmente causa a desnaturagéo
das proteinas e alteragdes na estrutura tecidual.

Um menor nivel de fatores de crescimento: TGF-a,-f1,52 e
B3, VEGF, PDGF-A e -B,KGF,bFGF, EGFR e receptor TGF-$2
¢ evidenciado na MA desnuda liofilizada e tratada com irradiacdo
comparada a criopreservada.7+7

Liofilizacao com Método da Trealose

Embora a MA liofilizada retenha a maior parte das
caracteristicas biolégicas da MA ndo-preservada, o processo
de congelamento - associado a evaporagdo por sublimagao
inerentes ao processo de liofilizacdo - afeta algumas das suas
propriedades biofisicas.

A trealose é um dissacarideo ndo redutor encontrado em altas
concentragdes em varios organismos que sao capazes de sobreviver
em quase total desidratacdo. Sua presenga confere resisténcia a
dessecacdo em células humanas. Ela tem a habilidade de repor
parte da dgua intracelular, permitindo protecao e estabilizagao da
estrutura amni6tica durante o processo de liofilizagao.®)

Nakamura et al sugerem que as propriedades fisicas
e a biocompatibilidade da MA tratada com trealose a 10%
previamente a liofilizagdo sdo superiores a MA liofilizada tratada
sem trealose. Eles demonstraram a presenca de coldgenos tipos
I, III, IV, V e VII, fibronectina e laminina 5 na MA tratada com
trealose. Embora esse método néo seja rotineiramente usado na
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MA em uso oftalmoldgico, outras aplicacdes sao descritas tais como
preservacdo de pulmdo para transplante bem como em forma de
colirio para o tratamento do olho seco moderado e severo.®59

Esterilizacio em Acido Paracético

O 4acido paracético (APA), pertencente a familia dos
perodxidos orgénicos, ¢ um agente esterilizante padrao altamente
efetivo contra bactérias, virus e esporos dado o seu potencial de
oxidacio.®5%) E excelente uma vez que seus metab6litos sio ndo-
toxicos (dcido acético e perdxido de hidrogénio). A estrutura da
MA esterilizada em APA se mostrou bem conservada quando
comparada a MA sem esterilizacao. Comparada a MA esterilizada
com irradiacdo gama, coldgenos tipos I e III sdo relativamente
mais abundantes na MA tratada com APA. Coldgeno tipo IV,
fibronectina e laminina foram também retidas na MA tratada
com APA, o que sugere que a MB e seus contetidos bioldgicos
néo foram rompidos.®”

A comparacao dos beneficios e desvantagens dos diferentes
meios de conservacdo atualmente empregados no preparo da MA
é demonstrada nas tabelas 1 e 2.

DiscussAo

Tanto a MA intacta como a desnuda sao substratos para
a expansdo ex vivo de células epiteliais para a reconstrucao da
superficie ocular. Alguns autores reportaram potenciais beneficios
da MA intacta. Foi demonstrado que células epiteliais da MA podem
produzir neurotransmissores, neuropeptidios, fatores neurotréficos
e fatores de crescimento derivados de pigmento.39)

Em contrapartida, outros grupos demonstraram que a MA
desnuda pode promover melhor proliferacio e diferenciacao celular,
melhor adesdo celular, assim como padrao de crescimento celular
mais uniforme comparado 8 MA intacta.!*? A presenga do epitélio
amnidtico pode também impedir um crescimento uniforme de
explantes cultivados na membrana e atrasar a formacao de ligagdes
hemidesmossomais resistentes.*” Esses fatores se traduzem em
um melhor processo de cicatrizagdo. Facilitar a cicatrizagdo pode
ser considerada uma das mais importantes propriedades da MA e
determina a maior parte de suas indicacdes clinicas. Por isso, MA
desnuda tem sido a escolha para a reconstrucdo da superficie ocular.

Desde os sucessos iniciais nos enxertos realizados na década de
60,a MA tem sido amplamente usada como patch biodegradavel em
cirurgia corneana e também como substrato anatdmico natural para
cultura de células tronco epiteliais limbares (CTEL) no tratamento
da deficiéncia de células tronco limbares (DCTL).2%) O epitélio
que recobre firmemente a MA humana é um substrato pobremente
adesivo para a maioria (sendo todas) as células epiteliais. Se as células
epiteliais amnidticas ndo sao removidas, as monocamadas de CTEL
ndo se estabelecem facilmente na MA. Apenas explantes limbares
podem desenvolver crescimentos substanciais em MA intacta (nio-
desepitelizada), possivelmente por desarranjo das células epiteliais
amnidticas. A criopreservagdo da MA com meio de preservacio
em glicerol destréi as células amnidticas, permitindo um fécil
crescimento de explantes contendo fragmentos de CTEL.®) Seu uso
disseminado tem forte relacdo com esse efeito desepitelizante pois
torna facultativa a desepitelizagdo mecanica. Quando comparadas
a MA desnuda, membranas intactas evidenciam o crescimento de
culturas de CTEL de um modo pobre pois inibem a diferenciagdo
terminal dessas células. Estimulo a diferenciagao celular € observado
especialmente quando as culturas sao expostas ao confinamento com
ar (air-lifting).®” Além disso, é preferivel utilizar MA desepitelizada
no intuito de obter culturas de CTEL mais propicias para transplante.
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Ao mesmotempo, ¢ importante manter células estromais fora do
contato de agentes desepitelizantes o maximo possivel, uma vez
que elas secretam fatores necessarios a promocao da proliferacao
celular e cicatrizacdo de feridas."

Em relacdo aos agentes desepitelizantes, dispase, EDTA
e Tripsina-EDTA, apesar de serem processos de facil manuseio,
permitem obtengdo de uma membrana desnuda de qualidade
razoavel (comprometem a integridade estrutural da matriz) e
geralmente € necessdria raspagem epitelial adicional.

As vantagens do uso da uréia como agente desepitelizante
sdo o curto periodo de incubac@o e o fato de o agente ser facilmente
disponivel. O etanol ¢ também de facil obtengdo e seu uso € barato,
répido e facil.

Com o emprego da termolisina, um simples passo de lavagem
¢é capaz de remover as células epiteliais amnidticas sem nenhum

procedimento mecanico de raspagem. O tratamento da MA com
termolisina é capaz de gerar uma membrana completamente
desnuda, a qual tem aparéncia morfoldgica consistente e 1dmina
basal intacta, porém a membrana torna-se muito fragil e fridvel ao
manuseio. Termolisina e tampao hipotonico permitem obtermos uma
MA desnuda de excelente qualidade com processamento simples,
enquanto que o alcool aumenta o risco de lesdo estrutural do tecido
pela necessidade de raspagem mecénica agressiva. E importante
salientar que tampao hipotonico — SDS ¢ um método demorado e
trabalhoso que envolve tratamento com nuclease.

Todas as técnicas de desepitelizacdo de MA com EDTA,
dispase, tripsina, termolisina, SDS, dlcool ou ureia requerem
imersdao da MA em solugdes desepitelizantes de 30 segundos a
24 horas, as quais tem impacto nas estruturas epitelial e estromal.
Alguns inconvenientes tém sido associados com a maioria dos

Tabela 1
Tabela comparativa de agentes desepitelizantes utilizados no preparo de membrana amniotica

Agentes desepitelizantes

Vantagens

Desvantagens

DISPASE 1mg/ml 100mL - Baixo custo

EDTA 100mL (Sigma-Aldrich®)

EDTA-TRIPSINA 500 mL

(Science pro®) sem raspagem

UREIA 100mL (Sigma-Aldrich®)
curto

- Remocao de células epiteliais
mais vasta sem quebra da MB

- Retirada de células epiteliais

- Causa ruptura da MB, especialmente a
lamina densa.

- O arranjo estromal subjacente torna-se
frouxo e coldgeno tipo VI, fibronectina e,
vérios fatores de crescimento diminuem
ap6s incubagao prolongada.

- Comprometimento da integridade da
membrana.

- Quando associada a desepitelizacdo, hd
comprometimento da integridade da
membrana.

- Requer uma raspagem mais agressiva..

- Degrada componentes da MEC e fatores
de crescimento.

- Periodo de incubacao relativamente

- Agente facilmente disponivel.

ETANOL 500mL (Sigma-Aldrich®)
disponibilidade.

- Curto periodo de incubacdo e rapida

- Requer raspagem mais agressiva devido
ao baixo poder de desnaturagao.

- Mantém MB intacta.

TERMOLISINA 25 mg
(Sigma-Aldrich®)

- Um simples passo de lavagem € capaz
de remover as células epiteliais

amnidticas sem nenhum procedimento
mecanico de raspagem.

- Cliva especificamente o complexo
desmossomico (atividade proteolitica

mais especifica).

TAMPAO HIPOTONICO, SDS 25¢
E NUCLEASE (Sigma-Aldrich®)

- O isolamento das células epiteliais
amniGticas pode ser atingido sem

raspagem mecanica.
- Ndo hd perda de coldgeno na MA
desnuda quando comparada a intacta.

Rev Bras Oftalmol. 2020; 79 (1): 71-80



78 Ferenczy PAVH, Souza LB

Tabela 2

Tabela comparativa de agentes conservantes utilizados no preparo de membrana amnidtica

Agentes conservantes Vantagens

Limitacoes

GLICEROL

DMSO 1000mL (Synth®)

LIOFILIZACAO

RADIACAO GAMA

TREALOSE
(Anhui Elite industrial Co. Ltd®)

- Os componentes e a estrutura bioldgica
da MA lembram a fresca, ndo preservada.
- Método mais utilizado mundialmente.

- Técnica eficaz na preservacao da MA.

- Nao ha alteragdes observadas na estrutura
do tecido e componentes da MEC entre
a MA liofilizada esterilizada com 25 kGy
de irradiacdo gama e a MA criopreservada.

- Propriedades fisicas e biocompatibilidade da
MA tratada com trealose 10% previamente

- Pouca acgao esterilizante.

- Em concentragao elevada, compromete
a viabilidade das células da MA.

- Necessidade de um congelador oneroso
pesado e dificil de ser encontrado.

- Relativamente dificil manter a
temperatura estavel durante o
transporte da MA.

- H4 poucos estudos a respeito do efeito
na integridade estrutural e nos
componentes biolgicos da MA.

- Doses adequadas de radiacdo sao efetivas - A membrana liofilizada parece ser
contra bactérias, fungos e virus.

mais fina e macroscopicamente mais,
fragil que a criopreservada.

- A liofilizacdo provavelmente causa a
desnaturacdo das proteinas e alteracoes
na estrutura tecidual

- Um menor nivel de fatores de cresci-
mento ¢ evidenciado na MA desnuda
liofilizada e tratada com irradiagao
comparada a criopreservada.

- Método pouco usado em meio
oftalmolégico.

a liofilizacdo sdo superiores.

ACIDO PARA-ACETICO
(Lvzhiyuan®)

- Boa conservagao da estrutura da MA quando
comparada a MA sem esterilizagdo

- Nao ha rotura da MB e seus contetidos

bioldgicos.

métodos de desepitelizagdo, sendo necessarios futuros critérios 2.
de padronizagdo desses importantes procedimentos.

Em relag@o aos agentes conservantes, o glicerol é o meio
mais utilizado mundialmente pelo baixo custo e facilidade 3
de manuseio, porém necessita um congelador oneroso nao

disponivel em todos os servigos oftalmoldgicos. 4
~ S.
ConcLusAo
Atualmente existe uma vasta gama de agentes e técnicas 6
na preparag¢d@o da membrana amnidtica. A membrana desnuda '
tem sido a escolha para a reconstru¢@o da superficie ocular,
pois facilita a cicatrizagdo quando comparada a membrana

com a presenca das células epiteliais. Em relagdo aos agentes
conservantes, o glicerol ¢ o meio mais utilizado mundialmente
pelo baixo custo e facilidade de manuseio. Ainda, para uso
oftalmolégico é vantajoso quando utilizado com objetivo g
cicatrizante e estimulador da diferenciacdo celular.
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