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RESUMO

AZEVEDO, A. B. Ceratoplastia lamelar em caes usando membrana amniética
eqiina. Estudo clinico e morfolégico. [Lamelar keratoplasty of dogs using equine
amniotic membrane. Clinical and morphological study]. 2006. 130f Tese (Doutorado
em Medicina Veterinaria)-Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2006.

A membrana amniética tem se consolidado no tratamento das afeccdes da
superficie ocular. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade e a eficacia
do implante de MA equina, preservada em glicerina a 98%, na reparagdo de
ceratoplastias lamelares em caes, por meio do estudo da avaliacdo clinica pds-
operatdria dos animais, do tempo de cicatrizacao, da reconstrucdo da arquitetura da
cérnea, da resposta inflamatoria, e da composicéo colagena do estroma corneal no
local do implante. Foram selecionados 12 caes, sem racga definida, machos ou
fémeas, divididos em quatro grupos de trés, que tiveram tempos de observagao
distintos: 2, 7, 21 e 40 dias. Foi realizada ceratoplastia lamelar de 5 mm de didmetro
em um dos olhos de cada animal, seguida da aplicagédo do implante de membrana
amnidtica equina de 6 mm. Durante o periodo de observagdo, exame clinico
oftalmolégico foi realizado nos cées, com intervalos de 48 horas e ao final deste
periodo, foram submetidos a eutanasia. Os olhos em estudo foram enucleados e
fixados para posterior analise. Foram utilizados trés métodos de coloragdo para o
estudo histologico do tecido implantado: hematoxilina-eosina (HE), acido periédico
de Schiff (PAS) e picrossirius. Além disso, procedeu-se a imunomarcagao para
colagenos tipo |, Ill, e V, com uso de pepsina para digestdo das fibras colagenas
heterotipicas e exposicdo dos epitopos. Clinicamente os implantes foram

completamente epitelizados em aproximadamente 10 dias, 0s neovasos



apresentaram involugao progressiva a partir dos 20 dias de pos-operatorio, estando
ausentes ao final dos 40 dias de observacao, restando apenas uma nébula no local
da lesdo. A microscopia éptica, observou-se resposta inflamatéria moderada,
presenca de epitélio pavimentoso estratificado aos sete dias e epitelizacdo completa
aos 21 dias. Aos 40 dias a membrana basal do epitélio apresentou-se reconstituida.
O colageno tipo | teve sua expressado no estroma intensificada aos 21 dias de pds-
operatorio. O colageno tipo lll estd presente na membrana amnidtica, sua a
auséncia no local do implante, aos 21 dias, mostrou remodelamento do tecido
implantado. O colageno tipo V, presente no estroma da cérnea, teve sua expressao
aumentada aos 7 e 21 dias, retornando a distribuicdo normal aos 40 dias de pods-
operatdrio. Assim conclui-se que: a membrana amnidtica equina €& viavel como
implante em cérnea de cdo, sendo incorporada ao estroma, resultando em
restabelecimento parcial da transparéncia no local de implante; o colageno do tecido
implantado é remodelado e substituido ja aos 21 dias de pds-operatério; a pepsina
foi eficiente na digestdo das fibras e exposi¢cao dos epitopos dos colagenos nas

fibras heterotipicas.

Palavras-chave: cornea, caes, membrana amnibtica, oftalmologia



ABSTRACT

AZEVEDO, A. B. Lamelar keratoplasty of dogs using equine amniotic
membrane. Clinical and morphological study. [Ceratoplastia lamelar em céaes
usando membrana amnidtica equina. Estudo clinico e morfologico]- 2006. 130f Tese
(Doutorado em Medicina Veterinaria)-Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2006.

The amniotic membrane has consecrated itself in the treatment of ocular surface
diseases. The objective of this study was to evaluate the efficiency and viability of the
equine amniotic membrane graft, preserved in glycerin at 98%, in the lamellar
keroplasty recovery in dogs. Evaluation was based on clinical post-surgical exam,
healing time, corneal architectural reconstruction, inflammatory response and
collagen composition of the corneal stroma at the graft site. Twelve mixed-breed,
male and female dogs were divided into four groups of three dogs. Each group was
submitted to different observation periods of 2, 7, 21 and 40 days. Each dog was
submitted to a 5 mm lamellar keratoplasty in one eye, followed by a 6 mm equine
amniotic membrane graft. Each animal was submitted to clinical ophthalmologic
exam every 48 hours. At the end of the evaluation period, the animal was
euthanized and the grafted eye was removed and fixated for posterior analysis. For
the histological study of the tissue graft, three methods of coloration were used:
hematoxylin eosin (HE), periodic acid of Schiff (PAS) and picrosirius.
Immunolocalization for the collagen types I, Ill and V using pepsin for fiber digestion
of heterotypic fibrils and epitope exposure, was made. Clinically, the grafts were
completely epithelized in approximately 10 days and neovascularization regressed
progressively 20 days after surgery, being completely absent after 40 days, when

only a nebula remained at the graft site.



Optic microscopy revealed mild inflammatory response and presence of stratified
pavement epithelium after 7 days and complete epithelization 21 days after surgery.
At the end of 40 days the basal membrane was reconstituted. Type | collagen had its
expression in the stroma intensified 21 days after the surgery. By day 21 the absence
of collagen Ill in the corneal stroma showed graft remodeling, since this was formerly
present in the amniotic membrane. The expression of type V fiber in the corneal
stroma showed a mildly intensified expression at 7 and 21 days of observation, but
returned to its normal distribution 40 days after surgery. Conclusion was that the
equine amniotic membrane is a viable graft for the dog’s cornea as it is incorporated
to the stroma, resulting in partial transparency at the site of the graft. Twenty-one
days after surgery, collagen from the graft is already remodeled and substituted.
Pepsin is efficient for fiber digestion and collagen epitope exposure in heterotypical

fibers.

Key words: cornea, dogs, amniotic membrane, ophthalmology
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Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior, evidenciando o tecido
implantado, superficie com inicio de epitelizagdo e presenca de raros
fibroblastos e polimorfonucleares. Coloragdo: hematoxilina eosina. Aumento:
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Fotomicrografia de corte histolégico de cérnea com implante de membrana
amniotica eqlina, com 7 dias de evolugdo pods-operatéria, mostrando
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Fotomicrografia de corte histolégico de cérnea com implante de membrana
amniotica eqlina, com 7 dias de evolugdo pods-operatéria, mostrando
descolamento do tecido implantado, epitelizagdo da superficie com epitélio
pavimentoso pavimentoso estratificado e crescimento de epitélio entre o
estroma e o implante (seta). Nota-se infiltrado inflamatério discreto com
polimorfonucleares no tecido implantado. Coloragdo: hematoxilina eosina.
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Fotomicrografia de corte histoloégico de cornea com implante de membrana
amnidtica eqlina, com 21 dias de evolugdo poés-operatdria, mostrando a
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Figura 21 — Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior evidenciando

epitelizagdo do tecido implantado, com arquitetura epitelial ainda né&o
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Figura 22 — Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior evidenciando
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presenca de membrana basal completamente reconstituida (seta).
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Fotomicrografia de corte histolégico de cornea com implante de membrana
amnidtica eqliina, aos dois dias de evolugdo pods-operatoria, mostrando
discreta diferenga na distribuicdo das fibras colagenas na membrana
amnidtica implantada com relacdo ao estroma da coérnea. Coloragao:
Picrossirius. AUMENTO: 200 X. .....eveiiieiiieiiiiriiiiiiiiiiii e e e ans 85



Figura 24 - Fotomicrografia de corte histolégico de cornea com implante de membrana
amniotica equina, aos sete dias de evolugdo pdés-operatéria, mostrando
epitélio formado sob a membrana amniética e o aspecto estroma da cérnea

e na membrana implantada. Coloragao: Picrossirius. Aumento: 100 Xx...................

Figura 25 - Fotomicrografia de corte histolégico de cornea com implante de membrana
amniotica equina, aos sete dias de evolugdo pds-operatdria, detalhe em
maior aumento mostrando membrana amniética incorporada ao estroma.
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Figura 26 - Fotomicrografia de corte histolégico de cérnea com implante de membrana
amniodtica equina, aos 21 dias de evolugédo pds-operatoria, detalhe em maior
aumento mostrando membrana amnidtica integrada ao estroma, ndo sendo

mais possivel delimita-la. Coloragéo: Picrossirius. Aumento: 100 X. ........ccccceeeenneees

Figura 27 - Fotomicrografia de corte histolégico de cérnea com implante de membrana
amniodtica equina, aos 40 dias de evolugédo pos-operatoria, detalhe em maior
aumento completa integracdo da membrana ao estroma, ndo sendo mais
possivel delimitar a area de implante. Coloragdo: Picrossirius. Aumento: 100

D2

Figuras 28 -Amostras de cérnea normal imunomarcadas com anticolageno tipo | por
imunofluorescéncia (verde), mostrando distribuicdo do colageno tipo | no
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Figuras 29 -Amostras de cornea com implante de membrana amniética eqliina, aos dois
dias de pods-operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo | por
imunofluorescéncia (verde), mostrando colageno tipo | com distribuicao
homogénea no estroma da cérnea e maior concentragdo na membrana

amNiotica. AUMENTO: 100X .. .oeee it e e e e e e e e e e e e e e e e e eraeaeeans

Figura 30 - Amostras de cornea com implante de membrana amnidtica equina, aos sete
dias de pods-operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo | por
imunofluorescéncia (verde), mostrando colageno tipo | com distribuicao
homogénea no estroma da cérnea e na membrana amnidtica. Aumento: 100
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Figuras 31 e 32 - Amostras de cérnea com implante de membrana amniética equina,
aos 21 dias de pos-operatorio, imunomarcadas com anticolageno tipo |
por imunofluorescéncia (verde), mostrando colageno tipo | com maior

expressdo na regido do implante. Aumento: 100 x € 200 X. ......ccoeviiiiiinneen.

Figura 33 - Amostras de cornea com implante de membrana amnidtica equina, aos 40
dias de pos-operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo | por
imunofluorescéncia (verde), mostrando colageno tipo | com distribuicao

homogénea em todo estroma. AumMento: 100 X. ..cevveeieieeeeiiiiciiiieee e

Figura 34 - Amostras de cérnea com implante de membrana amniética equina, aos dois
dias de péds-operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo Il por
imunofluorescéncia (verde), mostrando sua baixa concentragdo no estroma
e discreto aumento da sua expressdo na area receptora do implante.
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Figuras 35 e 36 — Amostras de cornea com implante de membrana amnidtica eqlina,
aos sete dias de pds-operatério, imunomarcadas com anticolageno
tipo Illl por imunofluorescéncia (verde), mostrando sua baixa
concentragdo no estroma, intensa marcagdo na membrana
amnidtica e discreto aumento da sua expressdo na area receptora

do implante. AUMENTO: TOOX. ....uuiiiiieieeii e e e
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Figuras 37 -Amostras de cérnea com implante de membrana amnidética equina, aos 21

dias de pods-operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo Il por
imunofluorescéncia (verde), mostrando sua ténue expressdo no estroma.
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Figura 38- Amostras de cérnea com implante de membrana amnidtica equina, aos 40

dias de pods-operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo Il por
imunofluorescéncia (verde), mostrando sua ténue expressdo no estroma.
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Figura 39 - Amostras de cérnea normal imunomarcadas com anticolageno tipo V por
imunofluorescéncia (verde), mostrando padrao de distribuicdo do colageno
tipo V no estroma. Aumentos: 100 X. ...ccooiiiiiiiiiiiie e 93

Figura 40 - Amostras de cornea com implante de membrana amniética equina, aos dois
dias de pods-operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo V por
imunofluorescéncia (verde), mostrando a membrana fortemente marcada na
superficie e a distribuicdo homogénea deste colageno no estroma, com
discreto aumento de sua expressdo no estroma préximo ao implante.
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Figuras 41 -Amostras de cérnea com implante de membrana amnidtica equina, aos sete
dias de pods-operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo V por
imunofluorescéncia (verde), mostrando a membrana fortemente marcada na
superficie e a distribuicio homogénea deste colageno no estroma, com
discreto aumento de sua expressdo no estroma préximo ao implante.
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Figuras 42 e 43 - Amostras de cérnea com implante de membrana amnidtica equina,
aos 21 dias de pds-operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo
V por imunofluorescéncia (verde), mostrando a distribuicdo
homogénea deste colageno no estroma, com discreto aumento de sua
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1 INTRODUGAO

A reparacao das lesdes profundas da cérnea € um desafio e tem sido objeto de
pesquisa tanto na oftalmologia humana quanto na veterinaria. Essas lesbes
necessitam de tratamento emergencial e exigem do profissional decisées rapidas na
escolha da terapia clinica ou cirurgica a ser utilizada. Em pequenos animais, varias
sdo as técnicas cirurgicas disponiveis para este fim: tarsorrafia temporaria, enxertos
conjuntivais, recobrimento com terceira palpebra, transposi¢do coérneo-escleral,
enxertos corneais homoélogos, lentes de contato, retalhos sintéticos, entre outras

(BARROS et al., 1995).

Membranas bioldgicas preservadas tém sido utilizadas em cirurgia veterinaria
com inumeros objetivos. O transplante de membrana amniética (MA) é objeto de
extensa pesquisa em oftalmologia humana e veterinaria, devido ao seu potencial na
reconstrucdo da superficie ocular, apresentando-se, por suas propriedades, como
uma alternativa viavel para o tratamento dessas lesdes. A aplicacao da MA beneficia
0 processo de epitelizagao, facilitando a adesao e migragdo das células epiteliais
basais, prevenindo a apoptose, além de reduzir os processos inflamatorio,
angiogénico e cicatricial; tem ainda atividade antimicrobiana comprovada e é
imunologicamente inerte (GOMES et al.,, 1999). Além disso, embora algumas
hipoteses estejam confirmadas por trabalhos recentes, ndo ha consenso sobre o
mecanismo exato pelo qual a MA estimula a epitelizagado das superficies epiteliais
lesadas. Os pesquisadores sugerem que novos estudos sejam realizados a fim de
esclarecer todos os mecanismos envolvidos no processo de cicatrizagao da cérnea,

pos-transplante de MA. A MA equina é um tecido abundante, de facil obtencao, facil
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manipulacdo, € nao requer métodos especiais de conservacdo (BARROS et al.,
1998) podendo, assim, representar uma alternativa viavel no tratamento das ulceras

profundas da cornea, em caes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANATOMOFISIOLOGIA DA CORNEA

A superficie ocular é revestida pelo epitélio corneal, limbico e conjuntival, cada
um com fendtipo celular distinto (PIRES et al., 1999). A cérnea e a esclera formam a
tunica fibrosa do bulbo ocular, sendo a area de transicdo, onde a esclera
superficialmente recobre a cérnea, denominada limbo (MARTIN, 2005). A cornea € a
parte anterior, transparente e avascular da tunica fibrosa (HELPER, 1989), estando
envolvida pelo humor aquoso e filme pré-corneal, dos quais depende seu
metabolismo (SAMUELSON, 1999). Tem formato eliptico, com diametro horizontal
maior que o vertical nos animais domésticos (SAMUELSON,1999; SLATTER, 2001)
e suas principais funcées sdo a manutencdo do formato do olho e protecdo das
estruturas intraoculares, além da convergéncia dos raios luminosos que nela incidem
(DYCE, 1990; MARTIN, 2005). Nas espécies domésticas é responsavel por 70 a
80% da capacidade de refragdo das estruturas oculares - aproximadamente 40
dioptrias (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; HELPER,1989; MARTIN, 2005;
WARING,1984). A transparéncia da cérnea se deve a auséncia de vasos e células,
auséncia de pigmentos, controle do conteudo de agua, manutencédo da superficie
lisa pelo filme pré-corneal (FPC), e organizagao regular e didmetro das fibras
colagenas (MARTIN, 2005; PIRES et al, 1999; SCHOENAU; PIPPI, 1993;

SLATTER, 2001).

A espessura da coérnea varia de acordo com a espécie animal (SLATTER,

2001), sendo em caes mais fina no centro que na periferia (AZEVEDO; RANZANI;
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CROCCI, 2005; MARTIN, 2005), com medidas entre 0,6 e 0,95 mm (HELPER,
1989). O didmetro médio da cérnea do cao € de 8,5 mm, variando entre 13 e 17 mm

no eixo horizontal e 12 e 16 mm no eixo vertical (MARTIN, 2005).

No cdo a cornea é composta por cinco camadas: filme pré-corneal, epitélio,
estroma, membrana de Descemet, e endotélio (SLATTER, 2001). A camada de

Bowman, n&o é descrita nesta espécie (SHIVELY; EPLING, 1970).

O filme pré-corneal, de espessura de 6 a 7 microns, € composto por trés
camadas (lipidica, aguosa e mucosa), e embora ndo esteja presente nos cortes
histologicos, € considerado como parte integrante da cérnea, devido a sua
importdncia na manutencdo da integridade e transparéncia desta estrutura.

(HELPER,1989).

O epitélio é simples, escamoso e ndo queratinizado, e tem uma fina membrana
basal (HELPER, 1989). E formado por trés tipos celulares, com 4 a 12 células na sua
espessura (MARTIN, 2005; SCHOENAU & PIPPI, 1993), sendo as mais internas
colunares e poliédricas. As células mais superficiais sdo escamosas achatadas, cuja
camada mais externa esta em contato direto com o filme pré-corneal e apresenta
superficie microplicada (MURPHY, 1993). As células basais fixam-se a membrana
basal por hemidesmossomas (SHIVELY; EPLING, 1970; SLATTER, 2001). As
células basais movem-se rostralmente, e se achatam progressivamente, no ciclo de

renovacao epitelial de aproximadamente sete dias (SCHOENAU; PIPPI, 1993)

O limbo é uma area rica em vasos e terminagdes nervosas, onde estido
localizadas as células germinativas, principais responsaveis pela reposi¢ao celular

no epitélio da cérnea (DUA; FORRESTER et al., 1990).
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O estroma, que corresponde a 90% da substéncia da cérnea, é composto por
fibrécitos, ceratécitos, colageno e abundante matriz extracelular. As fibras colagenas
sdo pequenas e arranjadas de maneira uniforme em laminas. Todas as fibras em
uma lamina sao paralelas entre si e com relagao a superficie da cérnea (MURPHY,
1993), entremeadas por linfocitos, macréfagos, neutrédfilos (HELPER, 1989) e
ceratocitos, que aparecem como células achatadas com nucleo fino e limites pouco
definidos (SCHOENAU; PIPPI, 1993). A organizacéao regular das fibras colagenas é
uma das caracteristicas responsaveis pela transparéncia da cornea, diferenciando-a
da esclera e do colageno cicatricial. Entre as fibras, além das células existe uma
substancia amorfa composta por proteoglicanas, principalmente glicosaminoglicanas

representados pelo keratan sulfato e dermatan sulfato. (MARTIN, 2005).

A membrana de Descemet € a membrana basal do endotélio e vai se
espessando com a idade. E composta principalmente por fibras colagenas finas,
predominantemente do tipo IV (MARTIN, 2005). A membrana nao cora pela
fluoresceina, aparecendo como uma estrutura transparente e bolhosa no fundo de

ulceras profundas.

O endotélio € uma unica camada de células hexagonais, em contato com a
camara anterior, sendo células de alta atividade metabdlica e que possuem grande
numero de mitocéndrias. Tém capacidade limitada de se multiplicar, variando com a
espécie e com a idade do animal (SLATTER, 2001). A capacidade de regeneracgéo
€ minima em gatos e boa em c&es jovens, sendo que em adultos se da
principalmente por migragdo e achatamento das células, mais que por mitose

(MARTIN, 2005).
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O suprimento de oxigénio da cérnea vem do humor aquoso, do filme lacrimal, e
dos plexos capilares limbicos e conjuntivais. O endotélio recebe a maior parte do
oxigénio do humor aquoso, mas a maior fonte para o restante da cérnea é o oxigénio

atmosférico (SLATTER, 2001)

O metabolismo da glicose é a principal fonte de energia da cérnea, que como
um tecido avascular recebe nutrientes a partir dos vasos dos plexos perilimbais,
humor aquoso e filme lacrimal (HELPER, 1989; MURPHY, 1993). A principal via
metabolica € a de Embden-Meyerhof e o ciclo de Krebs, sendo um tergo da glicose

metabolizada pela via da hexose monofosfato (SLATTER, 2001).

A agua penetra na cornea sob influencia da pressé&o intra-ocular, e é atraida
pelo colageno do estroma e pelos mucopolissacarideos (SLATTER, 2001). O epitélio
e o endotélio controlam a quantidade de agua que penetra na cérnea. (HELPER,
1989). No endotélio esta a principal bomba ativa que tira agua do estroma para o
humor aquoso contra a presséao intra-ocular (PIO), que forga agua em diregéo a
cornea. O epitélio também ¢é importante no controle do conteudo liquido e
interferéncias no seu suprimento de oxigénio causam anaerobiose, o que leva ao

acumulo de acido latico e agua (SLATTER, 2001).

A cdrnea, por ser uma estrutura rica em terminagdes nervosas, € extremamente
sensivel (HELPER,1989), sendo inervada por ramos dos nervos ciliares, que
derivam do oftalmico e ramos do trigémio (MURPHY, 1993). Os nervos séao
concentrados no estroma anterior e penetram no epitélio, que € o mais rico em
terminagdes nervosas do corpo. As terminacdes nervosas sado sensiveis a dor,

pressao e temperatura (MARTIN, 2005).
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O sistema de defesa ndo especifico oferece protecdo natural & cérnea. E
formado por barreiras anatbmicas (superficies epiteliais conjuntival e corneal),
microbiota e lagrima. A microbiota € composta basicamente de bactérias gram
positivas e funciona como prote¢cdo de duas formas: competindo com os agentes
patolégicos e produzindo substancias anti-bacterianas. A estrutura fisica do filme
lacrimal, assim como sua composi¢ao quimica, compde uma barreira natural na
superficie ocular. Antigenos da superficie ocular sdo processados pela conjuntiva,
gue em conjunto com a uvea, funcionam como tecido linféide ativo no bulbo ocular

(EICHENBAUM et al., 1987).

As respostas patolégicas da cornea podem incluir varias combinagbes de
edema, vascularizagado, pigmentagao, acumulos de células ou metabdlitos, fibrose
ou ulceragdo. Todas essas alteragdes resultam em perda de transparéncia e em

ultima instancia, de visdo (MARRION, 2000).

2.2 A ESTRUTURA COLAGENA DA CORNEA

O colageno € a principal proteina da matriz extracelular, cuja funcdo esta
relacionada as propriedades mecanicas e bioquimicas do tecido (HAY; REVEL",
1969 apud LINSENMAYER et al.,, 1986). O nome colageno é um termo genérico
usado para proteinas com estrutura caracteristica em hélice tripla de peptideos.
Todos os membros da familia coladgeno tém esta estrutura supramolecular, mas o

seu tamanho, funcéo e distribuicdo nos tecidos podem variar. Mais de 26 tipos de

'HAY, E.D.; REVEL, J.P. Fine structure of developing avian cornea. Karger, basel (1969)
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colageno, geneticamente distintos, ja foram descritos (GELSE et al., 2003), sendo
que na coérnea fetal e adulta foram caracterizados nove tipos, em varias espécies
(QIAN ZHAN, 1995). As caracteristicas das matrizes extracelularres séao
determinadas pela sintese, estrutura e deposicao das moléculas colagenas e sua
organizagao em macromoléculas. As fibrilas sdo organizadas em fibras, que por sua
vez sao organizadas em macroagregados tecido-especificos: lamelas (ossos e
cérnea), cabos (tendbes e ligamentos) ou camadas irregulares (derme) (BIRK,

2001).

A membrana basal, localizada entre o epitélio e o estroma, € composta por
varias proteinas da matriz extracelular, incluindo colageno tipo IV (isoformas o 3 e
5), VI e VII, laminina, proteoglicanas (heparan sulfato), e componentes dos
hemidesmossomas como a laminina 5 (BROOKS; OLLIVIER, 2004; FUKUDA et al.,

1999; SAIKA et al., 1999)

A membrana de Descemet contém colagenos tipo I, Ill, IV, V, VI, e VI

laminina, fibronectina e heparansulfato (BROOKS; OLLIVIER, 2004).

O colageno fibrilar é o mais abundante no organismo (90%), e inclui os tipos |,
I, 1, V e Xl (GELSE et al., 2003), sdo os maiores componentes de tecidos como a
cérnea, tendao, derme, osso e cartilagem. Esses colagenos possuem a tripla hélice
formada pela repeticao da sequéncia GLY (GLICINA)-X-Y (BIRK, 2001), onde o X é
sempre um aminoacido, e o Y € frequentemente prolina ou hidroxiprolina
(MICHELACCI, 2003). Sua fungao é manter a arquitetura dos 6rgaos e tecidos e Ihes

conferir resisténcia mecénica (CHANUT-DELALANDE et al., 2001).
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O estroma da cornea possui fibras pequenas e uniformes em diametro, que sao
regularmente distribuidas ou organizadas em lamelas paralelas e ortogonais,
estrutura que confere ao tecido resisténcia e transparéncia (BIRK, 2001; WHITE et
al., 1997). A matriz extracelular no estroma é composta principalmente por colageno
tipo I, V, VI e Xll, e glicosaminoglicanas (keratan sulfato e dermatan sulfato)
(CONNON; MEEK, 2004). O principal colageno ¢é o tipo I, associado ao tipo V em
fibras heterotipicas, sendo que a presenca do V nas fibrilas € um fator que limita o

seu crescimento (BIRK, 2001; LINSENMAYER et al., 1985; MEEK; BOOTE, 2003).

O tipo | é o colageno mais abundante e melhor estudado, forma a matriz
organica dos 0ssos e € o principal colageno dos tenddes, pele, ligamentos, cornea e
muitos tecidos conjuntivos. E constituido por duas cadeias o1(I) e uma cadeia a 2
(I). Na maioria dos 6rgaos é responsavel pela manutencéo da tensdo (GELSE et al.,

2003).

O colageno tipo V é formado por trés cadeias a diferentes (a1,02, a3), e
tipicamente forma fibras heterotipicas com colageno | e lll, contribuindo na formagéao
da matriz orgénica dos ossos, do estroma corneal e matriz intersticial de musculos,
figado, pulmdes e placenta. Os dominios das hélices triplas ficam imunologicamente
mascarados nos tecidos, pois estdo localizados no centro das fibras (BIRK, 2001;
GELSE et al., 2003). Um grande dominio amino terminal & processado apenas
parcialmente apds a secregdo das fibrilas (GELSE et al.,, 2003), esses dominios
amino do V ficam expostos na superficie da fibra pelas jun¢des (“‘gaps”) entre as
fibrilas (BIRK, 2001), o que parece ser um dos mecanismos controladores da
estrutura, crescimento e diametro das fibras (GELSE et al., 2003; WHITE et al.,

1997). Portanto, o tipo V, quando em associagédo com o tipo I, controla o diametro
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das fibras, levando a formagao de fibras pequenas, o que contribui para a
transparéncia da cornea (CHANUT-DELALANDE et al., 2001; IAMAMURA et al.,

2000; WHITE et al., 1997).

Linsenmayer et al. (1989) utilizaram a imunofluorescéncia com anticorpos
monoclonais anti-tipo V, em cortes de cérnea embrionaria de aves. Testes iniciais
nao obtiveram reacdo, mas o pré-tratamento do tecido com acido acético ou
guanidina levou a imnufluorescéncia positiva. Assim, os autores sugeriram que 0O
colageno tipo V do estroma poderia ter seus epitopos mascarados pela associagéo
com componentes ndo colagenos da matriz protéica, ou por uma organizagéo
supramolecular colagena. A guanidina e o acido acético romperiam a estrutura
supramolecular do colageno. Associando este resultado a testes com pré-tratamento
com colagenase especifica para o tipo |, puderam concluir que as fibras colagenas
do estroma corneal sdo heterotipicas, formadas por tipo | e V, e que os epitopos do
V estdo mascarados na fibrila tipo |I. Colagenase especifica para o tipo V foi usada
por Linsenmayer et al. (1990) para demonstrar que, assim como 0s epitopos, os
sitios de clivagem da fibrila V ficam mascarados pela interagdo com o colageno tipo

I, procedimento esse repetido por Birk em 2001.

O colageno 1V, principal componente das membranas basais, esta presente na
membrana basal epitelial e na membrana de Descemet, mas testes
imunohistoquimicos tém demonstrado sua presenga também no estroma (MURATA

et al., 1989).

O colageno tipo VI estd presente na cérnea humana, mas em pequenos
filamentos dispostos entre as fibras e provavelmente interagindo com outros

componentes da matriz extrafibrilar para estabilizar a organizagao das fibras. O tipo
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XII tem sido localizado periodicamente entre as fibras, mas sua fungao ainda nao é
conhecida (MEEK; BOOTE, 2003). No entanto, Lisenmayer et al. (1986) sugerem
que este colageno pode participar do controle da atividade dos fibroblastos,
principalmente pela sua adesao aos tecidos, caracteristica importante para migragao

e diferenciagao celular.

Murata et al. (1989) observaram a presencga de grande quantidade de colageno
tipo VI entre as lamelas do estroma corneal bovino, formando filamentos proximos
das fibras estriadas e em regides proximas dos queratécitos; sua fungéo pode ser
estrutural, relacionada ao controle da organizagdo das fibras e, provavelmente,

também a fungao dos fibroblastos.

Os colagenos tipo XIl e XIV sao do tipo facit, estdo na superficie das fibras,
onde interagem com proteinas do estroma corneal (MICHELACCI, 2003). O tipo XIlI
esta préximo das membranas celulares, e em cérneas humanas sua presenca €
demonstrada no tergo posterior do estroma, mas sua funcio precisa ainda nao esta
determinada (MEEK; FULLWOOD, 2001). Os Colagenos tipo XV e XVIII estéo
localizados no epitélio da cornea e na membrana de Descemet, ambos participando
do mecanismo local de controle da angiogénese no tecido normal e durante a
cicatrizacdo. O tipo XV também esta presente no estroma MICHELACCI, 2003;

SAIKA et al., 2004).

A presencga do colageno lll ainda é controversa. Segundo Meek e Boote (2003),
o tipo lll esta presente na cérnea em quantidades ainda nao definidas, mas tem sido
demonstrado em coérneas humanas adultas. White et al. (1997) estudaram a
organizagdo do colageno tipo V e Il em cérneas humanas e bovinas, por

imunohistoquimica e ndo encontraram reatividade para o tipo Il no estroma corneal
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adulto, somente na regido subepitelial do limbo e na esclera. Porém localizaram este
tipo de colageno na cornea fetal ou em cérneas lesadas. Cintron et al. (1988),
Featherstone et al. (2001) e Michelacci (2003) descrevem que o tipo Il esta presente
em pequenas proporcdes no estroma corneal, e que aumenta durante a cicatrizacao,
inflamacédo e outros processos patoldgicos. Sua presenga em cérneas fetais
também é confirmada por Bem-Zvi? et al. (1986 apud WHITE et al., 1997, p 166) e

Cintron et al. (1988).

Ainda como parte da matriz extracelular as proteoglicanas séo indispensaveis
para a estrutura das fibras colagenas no estroma. Proteoglicanas séao
macromoléculas compostas por um nucleo protéico associado a cadeias de
glicosaminoglicanas (MICHELACCI, 2003). As mais importantes encontradas no
estroma da cdérnea e esclera sdo lumican (keratan sulfato) e decorin (dermatan
sulfato) sendo que o keratan sulfato estda em maiores quantidades no estroma da
cérnea (MEEK, 2001; MIYAGAWA et al., 2001). Na cérnea humana proteoglicanas e
colageno formam uma densa rede de fibras interconectadas. As moléculas de
proteoglicanas estao dispostas entre as fibras de forma regular, como os degraus de
uma escada, conectando-as. A presenga de proteoglicanas torna a cornea menos
susceptivel & compressdo antero-posterior (MULLER et al., 2004), sendo que
também tém funcgao na fibrilogénese do colageno (MICHELACCI, 2003), no controle
da distancia entre as fibras — importante para manutengdo da transparéncia
(MIYAGAWA et al., 2001) e participam do controle do teor de agua no estroma

(MARTIN, 2005).

2 BEM-ZVI, A. RODRIGUES, M.M.; KRACHMER, J.H; FUIIKAWA, L.S. Imunohistochemical
characterization of extracellular matrix in the developing human cornea. Current eye research, v.5, p. 105-117,
1986.
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2.3 A CICATRIZACAO DA CORNEA

A cicatrizacdo das lesbes epiteliais segue uma sequéncia organizada de
eventos. Apés uma hora da lesdo, as células epiteliais basais comecam a se
achatar. Polimorfonucleares chegam pelo filme pré-corneal e retiram os debris
celulares. As células epiteliais adjacentes a lesdo, em trés a seis horas, deslizam
para cobrir o defeito (KERN, 1990; NASISSE,1985): as células se achatam e
aumentam sua superficie aumentando seu volume de agua. Pequenos defeitos séo
recobertos dessa maneira, e depois ganham espessura com a proliferagcao celular. A
reposicao de células epiteliais se da por proliferacdo das células basais, que se inicia
24 horas apds a lesdo (MARTIN, 2005). As células germinativas primariamente
responsaveis pela reposi¢cao das células basais na renovacgéo celular fisiolégica ou
na reparacao de lesodes, estdo presentes no limbo, e a reposi¢cao celular se da de
forma centripeta na cérnea. As células germinativas sdo progenitoras presentes em
todos os tecidos de renovacédo constante, tém vida longa e alta capacidade de
mitose, sendo esta estimulada na presencga de lesées (DUA; GOMES; SINGH, 1994,

TSENG, 1989).

Lesbes que comprometem as células germinativas do limbo levam a invasao da
cérnea por células de epitélio conjuntival, com conseqlente vascularizagdo e
inflamacéao crénica e formagao de defeitos epiteliais recorrentes (PELLEGRINI et al.,
1997; TSENG et al.,, 1998). Estabelece-se assim, o diagndstico de deficiéncia
limbica, que pode ser diagnosticado por citologia de impressdao (PRABASAWAT,;

TSENG, 1995; TSENG et al., 1998).
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Se a membrana basal ndo é lesada ela mantém a forte adesédo das células
epiteliais ao estroma adjacente. No entanto, se ha lesdo da membrana basal, ela
comega a ser reparada em cinco a sete dias, e podem ser necessarias cinco a sete
semanas para reconstrucdo completa e, durante este periodo, a adesdao entre

estroma e epitélio esta prejudicada (KERN, 1990; MARTIN, 2005).

As lesbes estromais sdo inicialmente cobertas por um coagulo de fibrina, o
estroma adjacente comega a ficar edematoso e, em poucas horas,
polimorfonucleares e macrofagos comegam a remover os debris. Em trés dias os
ceratécitos adjacentes a lesdo, comegam a produzir colageno, fibroblastos invadem
a leséo, e o colageno continua a ser produzido por semanas. O colageno novo pode
se remodelar, mas nao adquire a arquitetura anterior a lesdo (KERN, 1990), levando
assim a formagao de areas de cicatriz com perda de transparéncia (MARTIN, 2005).
Connon e Meek (2004) observaram a microscopia eletrdnica de transmissao que as
fibras colagenas na cicatriz perdem a organizagao lamelar e apresentam-se como
fibras maiores entrelagcadas entre si. Em casos de lesdes profundas ou perfurantes

ocorre também uma reducéo da espessura da cérnea no local da cicatriz.

Com relacado a composigao das fibras durante a cicatrizacdo estromal, Saika et
al (1996) realizaram lesGes por alcalis em cérneas de coelhos para estudar a
evolugado da proporgao das fibras colagenas no estroma. N&o houve alteragdo no
colageno do estroma na periferia da lesdo durante a cicatrizagdo. Inicialmente os
ceratécitos produziram mais colageno Il e V, e nas fases tardias da cicatrizagéo
estromal, predominou o tipo |. Assim, concluiram que os colagenos tipo Ill e V

parecem ter importancia primaria na cicatrizacdo estromal.
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Perfuragdes da membrana de Descemet resultam em lesdo endotelial e em
poucas horas as células endoteliais migram para cobrir o defeito. A reparagao da

membrana de Descemet depende, portanto, do endotélio (HELPER, 1989).

Fatores de crescimento enddgenos, presentes na lagrima, no humor aquoso e
vasos limbicos sdo envolvidos com a regulagdo da cicatrizagdo da coérnea.
Controlam a quimiotaxia para células inflamatérias, mitose, migragao e diferenciagao
celular, e também regulam a produgao de outros fatores. O fator de crescimento
epidermal (EGF) e o fator transformador do crescimento a (TGF- a) estao presentes
na lagrima, produzidos pela glandula lacrimal. O EGF é importante para manutengao
da integridade da superficie ocular e para renovagao celular no epitélio; também é
importante na cicatrizacdo estimulando a sintese de fibronectina, a mitose das
células epiteliais e dos fibroblastos e atuando na migracdo e adesao das células
epiteliais. O TGF-a estimula a cicatrizagdo, mas na sua auséncia nao ha prejuizo da
mesma, ja deficiéncias de EGF prejudicam a cicatrizagado. Outros fatores envolvidos
na cicatrizacdo da cérnea sao: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e

TGF -8 (SWANK & HOSGOOD, 1996)

A neovascularizacido € a formacado de novos vasos em estruturas previamente
avasculares (JIN-HONG CHANG et al., 2001); na cérnea, ocorre a partir dos vasos
do plexo episcleral ou da conjuntiva, que invadem a periferia da cérnea durante a
cicatrizagdo (FORRESTER et al., 2002). Embora os neovasos possam ocorrer em
qualquer parte da cornea, a maior parte se localiza nos tergos médio e superior do
estroma. Normalmente existe na cérnea um equilibrio entre as citocinas
angiogénicas e antiangiogénicas, ocorrendo vascularizagdo quando ha aumento dos

fatores angiogénicos, provavelmente associado a redugdo dos antiangiogénicos,
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decorrentes de disturbios inflamatdrios, infecciosos, degenerativos ou traumaticos da
cérnea (JIN-HONG CHANG et al., 2001). Sao fatores angiogénicos capazes de
estimular a neovascularizagao na cornea: fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF), fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), fator angiogénico tumoral,
fator transformador do crescimento 3 e fator de crescimento derivado das plaquetas.
Linfocinas produzidas por linfécitos T ativados, e a prostaglandina E1 sado capazes
de produzir neovascularizacdo da cérnea. Metaloproteinases da matrix extracelular
sdao enzimas proteolicas presentes na matriz extracelular que participam da
remodelacdo e da angiogénese, sua fungao ainda parece ambigua pois a mesma
molécula ativa fatores pré e anti-angioneogenese (JIN-HONG CHANG et al., 2001).
Essas substancias sao liberadas pelas células inflamatérias e pelas proprias células
do local na cornea (FORRESTER et al., 2002). Por outro lado, varias substancias
anti angiogenicas tem sido detectadas na cdrnea: angiostatina, endostatina,
trombostatina, fator plaquetéario 4, fibronectina, prolactina (MARTN, 2005), e fator

derivado do epitélio pigmentar (PEDF) (JIN-HONG CHANG et al., 2001).

2.4 A MEMBRANA AMNIOTICA

Dentre as membranas biologicas, a membrana amniética (MA) tem se
consolidado como util no tratamento das afec¢des da superficie ocular. Seu uso
baseia-se na capacidade de beneficiar o processo de epitelizagdo e reduzir os

processos inflamatorio, angiogénico e cicatricial (GOMES et al., 1999).
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2.4.1 Estrutura

A membrana amnidtica, o cérion e o alantéide compdéem a membrana fetal. O
coérion é a camada mais externa, em contato com as células maternas e consiste em
tecido trofoblastico e mesenquimal; a alantéide é a camada intermediaria e a
amnidtica a mais interna do saco embrionario em contato com o feto (DUA;
AZUARA-BLANCO, 1999). Sendo MA a parte mais interna da placenta, é composta
por uma membrana basal espessa formada basicamente de colageno tipo IV (a 2) e
laminina, e uma matriz estromal avascular (AZUARA-BLANCO et al., 1999; FUKUDA
et al,, 1999; GOMES et al.,, 1999; HEINZ et al., 2004; PIRES et al., 1999;
SHIMAZAKI et al., 1997). Colagenos tipo I, IlI, IV, V e Vll,laminina e fibronectina séo
encontrados na membrana basal e no estroma da MA (DUA et al.,, 2004). O
colageno tipo VI também esta presente na sua membrana basal. Algumas das
substancias constituintes da membrana basal, como colageno tipo IV, laminina e
fibronectina estao presentes no estroma da membrana amnidtica (FUKUDA et al.,
1999). Os colagenos IV e VII, componentes da membrana basal do epitélio da
cérnea, estao presentes na membrana basal da membrana amniética (LETKO et al.,
2001). Dentre estes componentes o colageno IV (a5) é importante para a fisiologia
do epitélio; Endo et al. (2004) demonstraram sua presenca nas membranas basais
da cérnea e da membrana amnidtica, o que torna a MA um excelente substrato para

o crescimento destas células epiteliais.

A membrana basal da MA contém grandes quantidades de proteoglicanas,
principalmente heparan sulfato, estas moléculas tem fungédo de barreira reduzindo a

permeabilidade do amnion. Na MA também sio encontradas quantidades
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importantes de hialuronan e pequenos proteoglicanas como biglican e decorin,
sendo que o decorin predomina e esta conectado com as fibrilas colagenas. A
distribuicdo destas moléculas e do colageno, provavelmente determina as

propriedades bioquimicas da membrana (DUA et al., 2004).

2.4.2 Histéria e indicagoes de uso

Ha na literatura indicagao para uso de membrana amniética na reparacido de
onfalocele e na prevencdo de adesao tecidual em cirurgias de cabecga, abdémen,
pélvis, vagina, e laringe (AZUARA-BLANCO et al., 1999; GOMES et al., 1999; LEE
et al.,, 1997; SHIMAZAKI et al., 1997). Em pacientes com queimaduras cutaneas a
aplicagdo de MA como bandagem é recomendada, com otimos resultados na
reducdo da dor, prevenindo a infeccdo e promovendo a cicatrizagao; representa
também uma opcéo barata para tratamento destas afec¢gdes (MARAL et al., 1999;

RAVISHANKER et al., 2003).

O primeiro relato de uso de membrana amnidtica é de Davis® (1910, apud

LETKO et al., 2001), para aplicagao em pele.

Experimentalmente a MA, conservada em glicerina a 98%, foi aplicada no
tratamento de feridas cutaneas em equinos, onde se observou menor tempo de
cicatrizagdo, menor formagao de tecido de granulagdo e menor incidéncia de

bactérias patolégicas (OLIVEIRA; ALVARENGA, 1998). Também foi aplicada em

3 DAVIS, J.W. Skin transplantation with a review of 550 cases at the Johns Hopkins Hospital. Johns Hopkins
Medical Journal, v.15, p. 307-396, 1910.
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pele, na forma de autoenxertos ou aloenxertos, em carneiros (TRELFORD et al.,
1972). Ramsey et al. (1995) compararam a MA equina com outros materiais
sintéticos para confec¢cao de bandagens oclusivas para tratamento de feridas em
caes e observaram que a aplicacdo de MA acelera a cicatrizacido destas lesodes.

Prakash et al. (2004) utilizaram a MA para reconstituicado da uretra em bovinos.

Em oftalmologia foi usada inicialmente por De Rotth em 1940, na reparagao do
simbléfaro e defeitos conjuntivais e por Sorsby et al. em 1947, para tratamento de
queimaduras em superficie ocular. Em 1990, Battle e Perdomo reiniciaram o uso de
transplante de MA na oftalmologia e Kim e Tseng (1995) relataram o uso de um
modelo experimental da MA na cornea de ratos com queimaduras graves. Em
medicina humana sua aplicacdo é indicada principalmente na reconstrugdo da
superficie ocular, para casos de defeito epitelial persistente, simbléfaro (AZUARA-
BLANCO et al., 1999), pterigio (SHIMAZAKI et al., 2003), deficiéncia de células
germinativas do limbo, sindrome de Steven- Johnson, ceratite herpética
(PRABHASAWAT et al., 2000), queimaduras quimicas e térmicas, penfigéide ocular
cicatricial (BARABINO; ROLANDO, 2003), ulceras de cornea nao contaminadas,
ceratopatia bolhosa sintomatica (LETKO et al., 2001), ceratopatia em banda
(YOUNG SAM KWON; YOUNG SOO SONG; JAE CHAN KIM, 2004), ulcera de
Mooren (KO-HUA CHEN; WEN-MING HSU; CHIH-KAI LIANG, 2004), e apos a
excisao de neoplasias da superficie ocular (ESPANA et al., 2002). Foi utilizada por
Solomon, Espana e Tseng (2003) na reconstrugao do fornix conjuntival em varias
doencas de superficie ocular. Outras indicacdes citadas na literatura sao as bolhas
filtrantes (BUDENZ; BARTON; TSENG, 2000) e na trabeculectomia para olhos com

glaucoma (FUJISHIMA et al., 1998; DEMIR et al., 2002)
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2.4.3 Mecanismo de acao

Sua utilizacdo baseia-se na capacidade de beneficiar o processo de
epitelizagdo, facilitar a adesdo e migragao das células epiteliais basais, prevenir a
apoptose e restaurar o fendtipo epitelial (GOMES et al., 1999; HEINZ et al., 2004;
MEJIA et al., 2000). Além disso, reduz os processos inflamatério, angiogénico e
cicatricial, e possui documentada agdo antimicrobiana (GOMES et al., 1999; MEJIA
et al., 2000). Por n&o expressar os antigenos de histocompatibilidade leucocitarios
(HLA) -A, B e C ou DR, a MA é considerada como imunologicamente inerte, o que a
torna excelente opcéo para implantes (GOMES et al., 1999; SHIMAZAKI et al.,

1997).

Kubo et al. (2001) demonstraram por meio de estudo experimental que a
membrana € um tecido imunoprivilegiado e produz fatores imunossupressores. Os
autores fizeram implantes de MA humana no limbo, no estroma corneal e na capsula
renal em ratos, além de implantar fragmentos de pele intra-corneanos para
comparacgao. O implante no limbo levou a discreta invasao linfocitaria, ndo havendo
na cornea invasao celular. Em contraste, implantes de pele na coérnea foram
rejeitados em trés semanas. Foram identificados, por imunohistoquimica, fatores
imunoreguladores, tais com HLA- G e FAs ligante nas células mesenquimais do

estroma da membrana amnidtica.

A MA, especialmente o epitélio, produz varios fatores de crescimento que
podem modular a diferenciagcao e proliferacdo das células conjuntivais e corneais

(SHIMAZAKI et al., 1997), incluindo fator de crescimento fibroblastico basico
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(bFHF), fator de crescimento dos hepatécitos (HGF), e fator de crescimento
transformante B (TGF — B) (GOMES et al., 1999), EGF, TGF -a, receptor do fator de
crescimento fibroblastico (FGFR), receptor do fator de crescimento dos hepatdcitos
HGFR (KOIZUMI et al., 2000). A criopreservagao reduz a formagao dos fatores de
crescimento (DUA; AZUARA-BLANCO, 1999; KOIZUMI et al., 2000). A presenca
destes fatores na MA, e principalmente em seu epitélio, € uma das possiveis
explicacbes para seus efeitos sobre a epitelizacdo. O EGF € um dos fatores
mitogénicos mais importantes para proliferacdo celular no epitélio, e esta presente

em grandes concentragcées na MA com epitélio (KOIZUMI et al., 2000).

Como a MA possui uma membrana basal espessa ela repde esta estrutura na
superficie ocular (FUKUDA et al., 1999). A presenca de substrato normal na cérnea
€ essencial para a proliferacdo normal e diferenciacdo das células epiteliais. A
membrana basal facilita a migracdo das células epiteliais e reforca a adesdo das
células epiteliais basais (PIRES et al., 1999; TSENG et al., 1997), provavelmente
porque as mesmas isoformas de laminina estdo presentes na membrana basal de

cérnea e membrana amniética (DUA et al., 2004).

Na presenca da MA a inflamacado da superficie ocular é significativamente
menor, 0 que se justifica pela produgcado de inibidores de proteases, supressao da
sinalizacao TGF-f, proliferagéo e diferenciagdo em miofibroblastos dos fibroblastos
de cdrnea e limbo, o que consequentemente reduz a formacgao de cicatriz (TSENG et
al., 1998). A presenga da MA reduz a invasdo por polimorfonucleares, que podem
causar a morte dos ceratoécitos, e também acelera a apoptose dessas células. Este
ultimo efeito é evidente quando se utiliza MA a fresco, comparada a membrana

conservada, provavelmente porque a maioria das citocinas que estimulam a
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apoptose dos polimorfonucleares esta presente no epitélio ativo da membrana
amnidtica (ZHOU SHIYOU; CHEN JIAQI; FENG JINFA, 2003). Solomon et al.
(2001) demonstraram que células epiteliais da cérnea quando cultivadas em MA
apresentam reducéo significativa na expressdo dos mediadores e do mRNA IL -1a e
interleucina 1B (IL-1B), além da maior expressao de IL- 1 RA (receptor antagonista).
Outras citocinas tais como IL 2, IL8, interferon gama e fator de necrose tumoral q,
também sao suprimidas na presengca da membrana amnidtica e além disso a
membrana contém inibidores das proteinases e proteinas antiinflamatérias (HICK et

al., 2005)

Além dos fatores antiinflamatdrios, fatores antiangiogénicos sédo produzidos
pelas células epiteliais e mesenquimais da membrana amniética, ja tendo sido
identificados tombospondin-1, endostatina. Os inibidores das proteinases também
tém este efeito, além de sua atividade antiinflamatdria inibir a neoangiogénese (DUA

et al., 2004; YANXIA HAOQ, et al., 2000).

Além disso, segundo Meller et al. (2000) a MA é capaz de promover a
epitelizacdo, com a manutencdo do fendtipo celular, pela expansado das células
germinativas do limbo remanescentes apds uma lesdo. A MA pode promover a

proliferacéo e a diferenciagao de células germinativas do limbo e da conjuntiva.

Choi e Tseng (2001) demonstraram, por meio de estudo experimental em
coelhos, que as células do epitélio da cornea induzem a diferenciagdo dos
ceratocitos em miofibroblastos, e a presenga da MA, como uma barreira entre o

epitélio e o estroma da cornea, pode evitar este fendbmeno.
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Estudos em corneas humanas mostram que o retalho pode permanecer no
estroma por meses e o tempo de absor¢ao € influenciado pela vascularizacao local e
pela resposta inflamatéria, que aumentam o aporte de células inflamatédrias e
citocinas, acelerando a dissolugdo da membrana (GRIS et al., 2002;
PRABHASAWAT et al., 2001). Stoiber et al., em 2002, publicaram estudo onde
fizeram analise histologica e imunohistoquimica de cérneas obtidas de pacientes
portadores de deficiéncias limbicas totais, que foram submetidos ao implante de MA
associado a transplante de limbo autdlogo ou alégeno, e posteriormente a
ceratoplastia penetrante. Foram detectados resquicios da MA em pacientes que
tiveram rapida epitelizagao pdés-cirurgica dos implantes, sendo que em pacientes em
que o processo inflamatério pds-operatorio foi significativo houve dissolugdo da
membrana, tendo o mesmo fenémeno sido relatado por Gris et al. (2002) e Tosi et
al. (2005). Além disso, Stoiber et al. observaram que os resquicios de membrana
sao remodelados e alterados no tecido receptor, pela invasédo por ceratdcitos que
produzem feixes de fibras colagenas, que se arranjam em feixes ortogonais aos
presentes na membrana, facilitando assim a passagem da luz. Essa remodelagem
justifica a melhora na transparéncia do tecido implantado durante o pds-operatério.
Tosi et al. (2005) realizaram exame histopatolégico de coérneas submetidas a
transplante de MA anteriormente (2 a 20 meses) e ndo encontraram resquicios da
membrana, nem tecido fibrético em nenhum dos pacientes, para este fim foram
usadas as coloragdes de PAS, Alcian blue, tricromico de Masson, e imunomarcagao
para colagenos IV e lll. Marcar o tipo IV nédo foi um método eficaz, embora ja
descrito anteriormente por Stoiber et al. (2002), pois a membrana basal das cérneas
e da membrana amnidtica foram consistentemente positivas para este colageno. A

imunomarcacao do tipo Ill foi importante para determinar a presenga de membrana
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amniotica nas cérneas, ja que este nao foi encontrado no estroma corneano normal

e esta presente na membrana.

Segundo Azuara-Blanco et al. (1999) quando a membrana é suturada a
episclera (“overlay” ou “patch”), recobrindo toda superficie da cornea, a proliferagéo
das células epiteliais ocorre sob o retalho e, apds algumas semanas, a membrana se
dissolve, funcionando assim como bandagem biolégica. Com esta finalidade a
membrana deve ser suturada com a face epitelial voltada para a cérnea, pois foi
demonstrado que o epitélio produz fatores antiangiogénicos e antiinflamatorios.
Porém esta afirmacgéo € aplicada a membrana ndo conservada, ja que a membrana
conservada nao apresenta epiteliais células viaveis (DUA et al., 2004). A MA
também pode ser suturada apenas sobre a lesdo da cornea (“inlay”), e nesse caso a
epitelizacdo ocorre sobre a membrana, que funciona como substrato, sendo entéo
incorporada ao tecido da cornea. Essa alternativa pode ser melhor quando ha perda
de estroma, em ulceras profundas ou perfuragées (AZUARA-BLANCO et al., 1999).
A membrana basal da MA sobrevive a preservagcdo e funciona como excelente
substrato para o crescimento epitelial, para que este mecanismo funcione de forma
adequada, a membrana deve ser colocada na superficie ocular com a membrana

basal voltada para fora (DUA et al., 2004)

Letko et al. (2001) fizeram estudo clinico com o uso da MA no tratamento de
defeitos epiteliais persistentes, comparando as técnicas de aplicagdo “inlay” e
“overlay”. Em pacientes com lesdes extensas e deficiéncias de células germinativas
limbais, foi aplicada MA pela técnica “overlay”. Em pacientes com lesdes localizadas,
menores que 20% da superficie da cérnea, com ou sem comprometimento estromal,

os retalhos de membrana cobriram somente o defeito (técnica “inlay”). As lesdes
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cicatrizaram apds a aplicagdo da membrana (70%), e n&o houve diferenga nos

resultados obtidos nas duas técnicas.

Heiligenhaus et al. (2002) desenvolveram modelo experimental de ceratite
herpética em ratos que se mostrou util para futuros estudos sobre os mecanismos de
acao do implante de MA, pois seus resultados comprovaram a supressao da
inflamacado, a rapida epitelizagdo e a reducdo da necrose estromal associados a

presenca da MA.

2.4.4 Métodos de conservagao da membrana amniética

Varios métodos podem ser utilizados para conservagdo da membrana
amnidtica incluindo a refrigeragédo, o congelamento e a liofilizagdo. (ADDS, HUNT,
DART, 2001; NAKAMURA et al., 2004c; TSENG et al., 1997; TSUBOTA et al., 1995).
A manutencdo da membrana basal e do estroma parecem ser vitais para que a
membrana implantada exerga sua fungdo na epitelizagdo, e este deve ser o objetivo
da preservacdo (TSUBOTA et al., 1995). Mejia, Acosta e Santamaria descreveram
em 2000 a aplicagéao de MA nao conservada, sendo o mesmo método utilizado por
Ucakhan, Koklu e Firat (2002). Ainda sédo descritos na literatura outros métodos,
como tratamento com glutaraldeido e politetrafluoroetileno e irradiagdo (DUA et al.,
2004). Von Versen-Hoynck et al. (2004) esterilizaram a MA em acido-etanol

peracético, desidrataram em fluxo laminar e preservaram em temperatura ambiente.
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A glicerina ou glicerol € o meio basico para preservagao de tecidos, utilizado
inicialmente por Basile* (1982 apud MARAL et al., 1999) para preservagdo de pele
suina, atua substituindo a agua intracelular sem, no entanto, alterar a concentracéo
dos ions intracelulares. Portanto € um agente de preservagdo dos tecidos que
mantém a integridade celular, € um agente antibacteriano de acao lenta, porém
eficaz, além de ser um método simples e barato (MARAL et al., 1999). Barros et al.
(1995) recomendaram a manutencgao do tecido na glicerina por no minimo 30 dias,

com periodo maximo de conservagao indeterminado.

Em Medicina Veterinaria a glicerina tem sido amplamente utilizada como meio
de conservagao de membranas biologicas, e foi anteriormente indicada para
preservacao da membrana amniética com bons resultados (BARROS et al., 1998;
SAFATLE, 1998; GODOY, GUERRA, BARROS, 2002; SOUZA, 2003; BARROS et

al., 2005).

2.4.5 Aplicagoes clinicas e experimentais para o uso da membrana amniética

Em 1995, Jae Chan Kim e Tseng, reiniciaram os estudos sobre o assunto,
utilizando um modelo experimental de deficiéncia limbica em coelhos para avaliar a
eficacia do implante de MA conservada em glicerol na reconstrugdo da superficie
ocular. Observaram que nos animais que receberam o implante formou-se epitélio

com fendtipo semelhante ao da cérnea, fator importante para melhora clinica, e

* BASILE, A. R.D. A comparative study of glycerinized and lyophilized porcine skin um dressing for third-
degree burns. Plastic and Reconstructive Surgery, v.69, p. 969-974, 1982.
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também ja consideraram a possibilidade da membrana basal da membrana

amniodtica contribuir para a formacao de epitélio corneal normal.

Desde entdo muitos autores relataram os beneficios obtidos na reconstrugao da
superficie ocular em diversas situagdes. Os defeitos epiteliais persistentes sao
extensamente estudados ja que os resultados obtidos com aplicagdo da MA em
pacientes portadores desta afeccdo sao bastante promissores (AZUARA-BLANCO et

al., 1999; LEE et al., 1997).

Prabhasawat et al. (2000) relataram uso do implante de MA para reconstru¢ao
da superficie ocular em pacientes portadores de diferentes afeccdes, e obtiveram
indice de sucesso de 83,3%, sucesso parcial em 13,1% e falha no tratamento em
apenas 3,6% dos olhos, com um periodo médio de acompanhamento de 10,5
meses. De forma geral a MA reduziu a inflamacéo, promoveu cicatrizagdo do epitélio

e reduziu a irritacdo nas alteracdes corneanas de superficie.

As lesdes parciais ou totais do limbo levam a invasdo das células epiteliais
conjuntivais na superficie da cérnea, com presenga de células globosas,
vascularizagao, inflamacédo crénica e defeitos epiteliais recorrentes (MELLER;
PIRES; TSENG, 2002). Prabhasawat e Tseng (1997) realizaram estudo utilizando
exame citolégico por impressdo e demonstraram que na presencga de deficiéncias
limbicas, a MA deve ser associada a transplante de limbo para manter o fendtipo
epitelial da cérnea. Essa afirmacéao foi confirmada por Tosi et al. (2005) por meio do
histopatoldgico, onde células globosas da conjuntiva foram encontradas na periferia
da cornea de pacientes portadores de deficiéncia de limbo e submetidos apenas ao
transplante de MA. A associagao do transplante de MA ao transplante de limbo para

tratamento de deficiéncias limbicas é descrita por Anderson et al. (2001), Meallet et
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al. (2003), Pires et al. (1999), Shimazaki, Shimmura e Tsubota (2004) e Tseng et al.
(1998). Espana et al. (2003) trataram de uma paciente com deficiéncia limbica total
com transplante de limbo alégeno associado a MA, e posteriormente realizaram a
ceratoplastia penetrante. Através do exame histopatoldgico do botado corneal obtido
durante o ultimo procedimento, demonstraram que houve recuperacao do fendtipo

do epitélio da cornea apos o implante de MA associado ao transplante de limbo.

Ainda com foco no tratamento das deficiéncias limbicas, Meller, Pires e Tseng
(2002) usaram a MA como substrato para cultura de células do limbo, considerando
sua capacidade de preservar e expandir as células germinativas. As células
germinativas mantiveram suas caracteristicas de indiferenciacdo, e a expanséao
celular em culturas permite a retirada de pequena quantidade de tecido do leito
doador. Grueterich et al. (2002) aplicaram este método em paciente e depois
submeteram um fragmento de tecido da cérnea a exame histologico e
imunohistoquimico. O epitélio reconstruido apresentou integrinas a3p1 e a6p4 da
mesma forma que o epitélio do limbo e da coérnea, as células mantiveram fendtipo
epitelial do limbo. Der-Yaun Wang et al. (2003) obtiveram o mesmo resultado em

experimento com coelhos.

Koizumi et al. (2000a) demonstraram por meio de estudo experimental que a
MA sem epitélio € um 6timo substrato para cultura de células epiteliais da cornea. No
mesmo ano os autores estudaram a viabilidade do transplante dessas células
epiteliais cultivadas em membrana amnidtica para corneas de coelhos severamente
lesadas, a epitelizagao foi mais precoce quando comparada aquelas que receberam
somente a membrana amnidtica (KOIZUMI et al., 2000b). A aplicagao clinica deste

método tem sido relatada com sucesso utilizando células alégenas de limbo
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(KOIZUMI et al., 2001; NAKAMURA, 2003b) ou autdgenas em casos de deficiéncias

limbicas unilaterais (NAKAMURA et al., 2004c)

Visando ainda as deficiéncias de limbo, e com objetivo de evitar o uso de
células germinativas aldgenas, células epiteliais da mucosa oral autéloga cultivadas
em membrana amniética foram utilizadas para reconstrucdo da superficie ocular,
estas células representam um autoenxerto de células epiteliais ndo queratinizadas

(INATOMI et al., 2006; NAKAMURA et al., 2003a; NAKAMURA et al., 2004 b)

Em casos agudos de queimaduras a aplicacédo da MA pode ser benéfica, pois
evita a inflamacédo, promove a epitelizacdo, reduz a formacdo de cicatrizes e
aderéncias (MELLER et al., 2000; MELLER et al., 2003). O transplante de limbo
autdlogo ou alégeno pode ser associado ao implante de MA, na fase mais tardia do
tratamento, quando ha lesdo das células germinativas do limbo, essenciais para
reconstituicdo do epitélio corneal (MELLER et al., 2000; MELLER et al., 2003;

SHIMAZAKI et al.,1997a).

Estudos experimentais em coelhos, tem mostrado que o uso da membrana
amnidtica apds ceratectomia fotorefrativa com excimer laser, inibe a resposta
inflamatdria local, com reducdo na opacidade e formagdo de cicatriz no pos-

operatorio (YONG SUK CHOI et al., 1998; WANG et al., 2001; WOO et al., 2001).

Espana et al. (2002) utilizaram o implante de MA para reconstrugdao da

superficie apds a ressecgao cirurgica de neoplasias extensas de superficie ocular.

Em ulceras profundas de cérnea, Kruse et al. (1999), aplicaram o transplante
de MA em multiplas camadas, a fim de preencher o defeito estromal, sendo o

mesmo procedimento foi utilizado por Hanada et al. (2001), Prabhasawat et al.
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(2001) e Rodriguez-Ares et al. (2004). A maior quantidade de matriz disponibilizada
na técnica de camadas multiplas acelera a cicatrizagao epitelial através do maior
aporte de fatores de crescimento, além disso ha recuperagédo significativa da
espessura do estroma (PRABHASAWAT et al., 2001). O implante em camadas
multiplas foi usado por Ko-Hua Chen, Wen-Ming Hsu e Chih-Kai Liang (2004) para
tratamento de ulcera de Mooren, mostrando que o transplante de membrana pode
ser também util para o tratamento de perfuragdes de origem autoimune. No entanto,
Azuara Blanco et al. (1999) relatou cinco casos de insucesso do implante de

membrana para tratamento de perfuragdes de cérnea, usando a aplicacdo em patch.

Chuan-Yi Su e Chan-Ping Lin (1999) usaram a MA associada ao adesivo
tissular (cianoacrilato) para tratamento de um caso de perfuracdo de coérnea e

obtiveram resultados promissores.

Hick et al. (2005) associaram o transplante de MA a aplicagdo de cola de
fibrina em pacientes com perfuracdes de até trés milimetros, com bons resultados. A
cola de fibrina estimula a atividade dos fibroblastos, melhora a migragcdo dos
ceratécitos na matriz e ndo é tdxica, resultando assim em estimulo adicional ao

processo de cicatrizacao.

Pires et al. (1999) estudaram o uso da MA para tratamento da ceratopatia

bolhosa sintomatica.

Ainda em 1999, Zagorski et al. fizeram o transplante de MA em varios tipos de
lesdes corneais graves, e associaram as lentes de contato ou implantes de cornea
sobre a membrana, ndo houve sucesso em todos os casos com esta técnica. Ja

Gabric et al. (1999) também relataram aplicacdo da MA em lesdes corneais de
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causas variadas com boa recuperagdo, mas em casos de perfuragdo iminente
funcionou apenas como suporte temporario durante a preparacdao do olho para o

transplante de cérnea.

As Uulceras neurotréficas decorrentes da lesdo do ramo aferente sensorial
corneal do nervo trigémio, s&o caracterizadas por anestesia corneal e perda de
epitélio, e sdo de dificil tratamento. Hong- Jeng Chen et al. (2000), Khokhar et al.
(2005) avaliaram uso da MA nesta situagéo, e consideraram-na eficiente. Gris et al.
(2002) realizaram exame histopatologico das corneas de dois pacientes portadores
de ulceras neurotroficas que foram tratados com implante de MA e posteriormente (3
e 7 meses depois) submetidos a ceratoplastia penetrante. Em ambos os casos, a
epitelizacdo sobre a membrana basal implantada ocorreu em poucas semanas, mas
a MA reabsorvida foi substituida por tecido fibrético, o que comprometeu a

transparéncia.

O implante de MA foi indicado por Young Sam Kwon, Young Soo Song e Jae
Chan Kim (2004) para o tratamento da ceratopatia em faixa, associado a
ceratectomia lamelar superficial e quelacdo com acido etilenodiamino tetra-acético

(EDTA).

Takano et al. (2004), relataram uso da MA em patch em paciente portador de
ulcera persistente de origem alérgica ha seis meses, obtendo epitelizagdo completa
em uma semana. Heinz et al. (2004) utilizaram a associagédo das técnicas “inlay” e
“overlay” para o tratamento de caso grave de oftalmopatia de Graves, e segundo
eles tal procedimento se justifica pelas diferentes fungdes exercidas pela MA em

cada uma das duas técnicas.
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Prabhasawat et al. (1997) e Shimazaki et al. (1997b) relataram uso do implante
de MA para reconstrugcado da superficie ocular em pacientes portadores de pterigio.
Tseng et al. (1997) estudaram o implante da MA para reconstrugdo da conjuntiva e
concluiram que pode ser considerado como alternativa para reconstrucido apoés

remocgao de tumores grandes, cicatrizes extensas e simbléfaro.

Gomes et al. (1999) obtiveram 80% de bons resultados em cirurgias
reconstrutivas da superficie ocular na ceratoconjuntivites cicatriciais com aplicagao
da MA. Honavar et al. (2000) também foram bem sucedidos com uso da membrana
amnidtica para reconstrucado da superficie ocular na Sindrome de Stevens-Johnson,
assim como, John et al. (2002) de MA, em dois casos de necrolise epidermal aguda.
Posteriormente, Barabino e Rolando (2003) relataram caso de sucesso no

tratamento de penfigdide cicatricial severo através do implante de MA.

Rodriguez-Ares et al. (1999) utilizaram a membrana amnidtica para recobrir
homoenxerto de esclera, em paciente portador de Sindrome de Marfan’s, com
sucesso. A aplicacdo da MA em patch foi utilizada com bons resultados em
pacientes com melting escleral, e extensas ulceras esclerais e corneo esclerais
infecciosas, por David Hui-Kang Ma et al. (2002), procedimento repetido por Jung

Hwan Oh e Chan Kim (2003) em pacientes com escleromalacia.

Gris et al. (2003) relataram uso de MA na reconstrugédo da superficie ocular em
paciente portador de injuria quimica com calcificagdo da cérnea, esclera e isquemia

escleral, ocorrendo epitelizacdo e revascularizacdo do defeito sobre o implante.

Sao poucos os relatos de insucesso com o uso da MA na reconstrugcdo da

superficie ocular. Segundo Marangon et al. (2004) a taxa de complicagdes poOs-
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operatérias associadas a contaminagao € baixa (3,4%) desde respeitados todos os
cuidados recomendados para obtencdo e conservacdo das membranas; e 0s
microrganismos gram positivos sdo isolados com maior frequéncia (64%). Schechter
et al. (2005) descreveram caso de melting da cornea, 15 dias depois do transplante
de MA; Glaber e Lohamnn (2000) descreveram um caso de hipdpio apéds repetidos
implantes de MA em paciente com ulcera neurotréfica, e hipépio também foi a
complicagdo observada por Messmer (2001) apés implante de MA. Em todos os trés
relatos as complicacdes foram associadas a resposta imune do receptor. Outras
complicacbes sdo associadas ao implante de MA: a membrana pode se dissolver
antes da completa epitelizacado, pode ocorrer necrose da MA por acao das enzimas
proteoliticas principalmente quando ha inflamacéao intensa, e a membrana pode nao
aderir adequadamente a superficie quando a face de contato ndo € a mesenquimal
(DUA; AZUARA-BLANCO, 1999). Anderson et al. (2003) relataram calcificagcao de

cérnea em 12,8% dos pacientes.

Em Medicina Veterinaria, a MA para implante em lesdes de cornea em caes, foi
inicialmente utilizada por Barros et al. (1998), que aplicaram a membrana xendloga
(equina) em ceratectomias penetrantes em caes e verificaram, ao final do
experimento, arquitetura da cérnea restaurada e a membrana incorporada a sua
estrutura. As observagdes clinicas e histolégicas levaram a conclusdo de que a MA
equina € viavel como retalho para ceratectomias penetrantes em caes. Safatle
(1998) estudou comparativamente a capacidade angiogénica do pericardio e da
membrana amniotica de equino em cornea de ratos, sendo que ambas induziram a
angiogénese, porém a provocada pelo pericardio xenégeno foi mais intensa e mais

duradoura.
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Godoy, Guerra e Barros (2002) avaliaram a viabilidade da membrana fetal
equina como enxerto em ceratectomias lamelares em cées. Histologicamente
observaram perfeita integracdo da membrana ao tecido da coérnea, presencga de
neovasos, quase auséncia de infiltrado inflamatério na area do implante e nos
pontos de sutura, ndo se observando formag¢ao de granuloma tipo corpo estranho.
Assim, concluiram que a membrana fetal equina € um bom tecido alternativo no

reparo de lesdes lamelares de cornea em caes.

Andrade (2003) estudou por meio de experimento em coelhos os aspectos
clinicos, morfolégicos e bioquimicos, dos efeitos da MA humana criopreservada, em
DMSO, sobre as corneas de coelhos com deficiéncia limbar, produzida por meio de
periotomia e ceratolimbectomia, seguidas de queimadura com NaOH 0,5 M, e
desepitelizacdo mecanica com bisturi. Concluiu que a MA humana criopreservada é
uma alternativa eficiente na reconstrugcdo da superficie ocular, pois as cérneas

tratadas apresentaram melhor evolucéao clinica e menos defeito epitelial.

Souza (2003) realizou experimento para comparagao da ceratoplastia lamelar
em cées utilizando membrana amnidtica ou alantoamnidtica alégenas preservadas
em glicerina 98%. Nas avaliagbes clinica e histolégica os dois grupos mostraram
evolugdes semelhantes e o desenvolvimento do processo cicatricial foi considerado
dentro dos padrdes normais para cérnea. Conclui-se que ambas as membranas sao

efetivas como membrana bioldgica alégena na reparagao de defeito corneal.

Ainda em 2003, Freddo utilizou modelo experimental em ratos para estudar
efeito da ciclosporina A 0,2% sobre a neovascularizagao da cérnea, pés-implante de
membrana amnidética xendégena, em microbolsa, no estroma corneal. A membrana

amnidtica induziu a neovascularizagao até o 15° dia de pds-operatoério, quando esta
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passou a regredir. O uso da Ciclosporina A 0,2% intensificou a neovascularizagao
até o 7° dia de pds-operatorio, e depois a regressao dos neovasos foi mais rapida e

intensa no grupo tratado, quando comparado ao grupo controle.

Lassaline et al. (2005) relataram a utilizagado de implante de MA equina em trés
equinos com diagnéstico clinico de ceratomalacia, acometendo de 50 a 75% da
cérnea, cujo agente era Pseudomonas sp. A membrana obtida durante uma
cesariana foi congelada em meio de conservacado de Eagle's modificado (glicerol,
penicilina, estreptomicina, neomicina e anfotericina B), e os autores observaram que
houve perda do epitélio durante a conservagao, permanecendo apenas a membrana
basal e o estroma no tecido usado nos transplantes. Os resultados obtidos foram
satisfatorios com a manutencao da funcéo dos olhos tratados, apesar da opacidade
residual. O implante de membrana amnidtica foi considerado uma boa opgao de
tratamento nestas circunstancias, pois quando comparada aos retalhos conjuntivais,
resultam em area de cicatriz menor e fornecem resisténcia adequada ao tecido

receptor.

Barros et al. (2005) relataram aplicagdo de membrana amnidtica para
reconstrugdo da superficie ocular em trés casos clinicos, com o0s seguintes
diagnodsticos: ceratomalacia em cédo (Yorkshire, 11 anos, fémea), simbléfaro e
anquibléfaro pds rinotraqueite em felino (Siamés, fémea, 4 anos), e formagao cérneo
escleral, que apds ressecgao foi identificada como Histiocitoma fibroso (Terrier,
fémea, 3 anos). Foi utilizada membrana amni6tica canina preparada e congelada ou
conservada em glicerina 98% em temperatura ambiente. Em todos os casos a
evolucdo foi adequada resultando em formacgao de cicatriz e de vascularizagao

discretas na cornea. Portanto os autores consideraram o implante de membrana
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amniodtica adequado para reconstrugao da superficie ocular em doengas corneanas

e conjuntivais graves.

Godoy (2005) comparou a resposta da cornea do coelho a implantes de
membrana amnidtica autégena e xendgena (humana). Verificando que clinicamente
ambos o0s grupos apresentaram comportamento semelhante. Nas avaliagdes
microscopicas, as membranas amnioticas de origem aldégena e xenogena foram
incorporadas e reabsorvidas, contudo no grupo que recebeu membrana humana
observou-se maior grau de infiltrado inflamatorio e neovascularizagéo, diferenga que

foi estatisticamente significativa.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade e a eficacia do implante de MA
equina, preservada em glicerina a 98%, na reparagado de ceratectomias lamelares
em caes; por meio do estudo da avaliagao clinica pds-operatéria dos animais, do
tempo de cicatrizacdo, da reconstrugcdo da arquitetura da cornea, da resposta

inflamatdria, e da composigéo colagena do estroma corneal no local do implante.
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4 MATERIAL E METODOS

Para realizacao do experimento foram utilizados doze cdes sem raca definida,
que foram submetidos a ceratoplastia lamelar unilateral seguida de implante de
membrana amnidtica equina. Realizaram-se avaliagcdes clinicas durante o periodo

de observacao e microscopicas pos-morten.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 12 caes, sem raca definida, machos ou fémeas, com peso
médio de 10 kg, sadios ao exame clinico geral. Os animais foram submetidos ao
exame clinico do olho, além de tonometria por aplanagao®, teste de Schirmer®, teste
de fluoresceina’ e oftalmoscopia direta®, para que fossem descartadas quaisquer

doencas oftalmicas.

Os animais selecionados foram mantidos em canis individuais e receberam
uma dose de vacina anti-rabica e octuplag, além de duas doses de ivermectina'® com
intervalos de 15 dias, antes do procedimento cirurgico. Receberam ragcdo adequada
e agua “ad libitum”, segundo resolugdo da Association for Research in Vision and

Ophthalmology (ARVO).

> Tonopen XL - BIORAD

% Teste Schirmer -Ophthalmos

7 Fluoresceina colirio - Allergan

¥ Oftalmoscopio direto — WelchAllyn 11730
? Canigen CH/A2/PPI/LR - Virbac

' Ivomec - Merial
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4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram formados quatro grupos de trés caes, totalizando 12 animais, nos quais
foi implantada membrana amnidtica na cérnea apds a ceratectomia lamelar. Os
grupos tiveram tempos de observagao distintos: 48 horas, 7, 21 e 40 dias, apds os
quais, os olhos utilizados foram enucleados e fixados para posterior analise. Os

grupos foram assim denominados:

G |- 48 horas
G Il - 7 dias

G Ill - 21 dias
G IV - 40 dias

4.3 OBTENCAO E PRESERVACAO DA MEMBRANA AMNIOTICA

A membrana amnidtica foi coletada de forma asséptica, logo apds o parto de
égua clinicamente sadia. Em seguida a membrana foi submetida a lavagem com
solugao fisiolégica a 0,9% e para preservagao, foi imersa em solugéo de glicerina

98%, onde permaneceu a temperatura ambiente até o0 momento da sua utilizagao.

Antes da cirurgia, os fragmentos foram recortados no tamanho adequado e

mantidos em solugéo fisioldgica 0,9% para hidratagéo, por no minimo 15 minutos.
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4.4 ANESTESIA GERAL INALATORIA E ANALGESIA

Apods 12 horas de jejum alimentar e quatro horas de jejum hidrico os animais
foram submetidos ao procedimento anestésico. Inicialmente, foi aplicada medicagao
pré-anestésica: acepromazina'’ 0,05 mg/kg e meperidina'> 2 mg/kg, por via
intramuscular. Apds 15 minutos foi realizada inducéo anestésica com propofol'®, na
dose de 5mg/kg, por via endovenosa e para manutengdo, utilizou-se o
isofluorano™ e o bloqueador neuromuscular, rocurdnio’ na dose de 0,6 mg/kg, por
via endovenosa, com objetivo de manter o bulbo ocular centralizado (BECHARA,

2002).

Antes da inducdo e nos trés primeiros dias de pds-operatorio os animais
receberam 1 mg/kg de flunixin meglumine'® para controle da uveite reflexa. No pés-

operatério imediato foi aplicado cloridrato de tramadol 2 mg/kg (1.V.)""

4.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Optou-se pela utilizagdo de apenas um dos olhos de cada animal para evitar

maiores desconfortos, sendo padronizado o uso do olho esquerdo. Apenas naqueles

"' Acepran 0,2%- Univet

12 Dolosal - Cristalia

13 Propovan - Cristélia

' Isoforine - Cristélia

15 Esmeron — Akzo Nobel Ltda
' Banamine - Schering Plough
17 Tramadon - Cristalia
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animais em que houve insucesso da cirurgia, um segundo procedimento foi realizado

no olho direito, apés um periodo de descanso de 20 a 30 dias.

4.5.1 Ceratectomia lamelar

Com o animal anestesiado foi realizada a anti-sepsia com solug¢ao de iodo
povidona em solugao fisiologica 0,9% (1:50) e foram colocados os campos
operatorios como de rotina. Em seguida fez-se a blefaroestase mecanica. Sob
microscopio cirurgico com aumento de dez vezes procedeu-se a ceratectomia
lamelar, com profundidade de 0,3 mm e 5 mm de didmetro, com auxilio de trépano
de Castroviejo (5 mm) e uma lamina de bisturi nUmero 15 para dissecacao e retirada

do tecido isolado, na regido temporal a dois milimetros do limbo (Figura 1).

4.5.2 Sutura da membrana amniotica

Em todos os grupos foram utilizados retalhos de membrana de 6 mm de
diametro, suturados nos bordos da lesdo de cérnea, em pontos simples separados,
com fio de nailon 8.0 monofilamentado. A MA foi aplicada com sua membrana basal

voltada para cima e face mesenquimal voltada para cornea (Figuras 2 e 3).

Apods o procedimento os animais foram mantidos com colar elizabetano a fim de

evitar o autotraumatismo.



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 -

Imagem fotografica em trans-
operatério, da ceratectomia
lamelar de 5 mm realizada 2
mm do limbo na regido
temporal

Imagem fotografica mostrando
posicionamento da membrana
amniodtica na superficie da
area de ceratectomia lamelar

Imagem fotografica da cornea
imediatamente apos o]
procedimento cirurgico:
ceratectomia lamelar,
implante da membrana
amnidtica eqlina e sutura
com pontos simples

separados na cornea.
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4.6 AVALIACAO CLINICA NO POS-OPERATORIO

Foi utilizado colirio de Tobramicina 0,3%'®, a cada 12 horas, nos
primeiros sete dias de pods-operatorio. Os caes foram submetidos, em dias
alternados, ao exame clinico do olho com auxilio de lupa e fonte luminosa. Foram
avaliados quanto a presenca de blefaroespasmo, fotofobia, secreg¢do ocular,
permanéncia dos implantes, neoformacéo vascular na cérnea, edema de cérnea e
outros sinais de rejeigdo do retalho. Também foram realizados os testes lacrimal de
Schirmer e de Fluoresceina. Os parametros foram classificados de forma subjetiva
em: 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderado), 3 (acentuado). Os pontos de sutura foram
retirados apdés a completa epitelizacdo do implante, confirmada pelo teste de
fluoresceina, entre 9 e 15 dias de pds-operatério, para evitar estimulo adicional a
resposta inflamatéria. Procedimento realizado sob anestesia endovenosa com
propofol. Os 12 caes foram divididos em quatro grupos de trés animais, de acordo

com a seguinte numeracao:

Gl — 48 horas — animais A10, A11, A12

G Il —= 7 dias — animais A7, A8, A9

G lll = 21 dias — animais A4, A5, A6

GIV - 40 dias — animais A1, A2, A3

18 Tobramicina 0,3% - Alcon
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4.7 ENUCLEAGAO E FIXACAO DOS OLHOS

Ao final do periodo de observacao pré-determinado, os animais foram
submetidos a eutanasia, por injecéo intravenosa de tiopental sodico'® para anestesia
em plano profundo e em seguida cloreto de potassio 19,1%2°. Os olhos em estudo
foram entdo enucleados pela técnica transconjuntival descrita por SLATTER (2001)

e mergulhados na solugao de formol a 10% tamponado.

Apos a fixagdo os segmentos corneo-esclerais em estudo foram seccionados e
incluidos em blocos de parafina, e cortes de 5 uym de espessura foram feitos com
micrétomo para a analise morfoldgica. As laminas usadas na Imunomarcagao foram

preparadas de modo especifico, descrito a seguir.

4.8 ANALISE MICROSCOPICA DA CORNEA

4.8.1 Microscopia optica

Foram utilizados trés métodos de coloragao para o estudo histolégico do tecido
implantado: hematoxilina-eosina (HE), para descricdo geral dos espécimes

estudados; acido periédico de Schiff (PAS) para evidenciar glicosaminoglicanas na

' Tiopental - Cristéalia
2% Cloreto de potassio — Aster Equiplex
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substancia intersticial amorfa e presenga de membrana basal integra na regidao de
implante (YOUNG; HEATH, 2001); Picrossirius, para evidenciar colageno na regiao

do implante (RAMOS, 1997)

4.8.2 Imunomarcacao para os Colagenos Tipos I, llle V

Fragmentos de cornea foram fixados em formol e incluidos em parafina,
seccionados em cortes de trés micrémetros e montados em laminas previamente
tratadas com aminosilano. Para remocédo da parafina os cortes foram imersos em
xilol quente por 10 minutos, a seguir submetidos a trés banhos de xilol frio e
hidratados com sucessivas lavagens com alcool etilico, em concentragdes
decrescentes (100% a 75%), agua destilada e tampéo fosfato (PBS) pH 7,2.
Posteriormente, foram submetidos a digestdo enzimatica por 30 minutos a 37°C,
com pepsina de estdmago de porco (10000 UTD)?' 2mg/ml diluida em &cido acético
0,05M/0.5M. Os cortes foram lavados com PBS e incubados com leite desnatado 5%
em PBS por 30 minutos. Posteriormente foram incubadas a noite a 4°C, com
anticorpos policlonais anti-colageno dos tipos | e V obtidos em coelhos, na diluicdo
de 1:20 e 1:40 respectivamente, anti-colageno do tipo Ill monoclonal obtido em
camundongo22 1:40. Apos esse periodo, as laminas foram lavadas em PBS com
Tween 0,05% e incubadas por 90 minutos com anticorpo secundario anti-IgG de

camundongo conjugado com fluoresceina 1:50. Apds esse periodo as laminas foram

2l Sigma Chemical Co
2 Oncogene
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montadas em glicerina tamponada e a reagao visibilizada em microscopio de

fluorescéncia®

¥ Nikon
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5 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram obtidos a partir das avaliacdes clinico-

oftalmoldgicas e microscépicas das corneas.

5.1 AVALIACAO CLINICO-OFTALMOLOGICA

Para a avaliagdo oftalmoldgica dos 12 olhos com implante de MA equina
foram considerados os seguintes parametros: blefaroespasmo, fotofobia, quantidade
e tipo de secregao, hiperemia conjuntival, quemose, edema de codrnea, teste de

fluoresceina e presencga de neovasos.

5.1.1 Blefaroespasmo

Todos os animais apresentaram blefaroespasmo considerado moderado (grau
2) nos quatro primeiros dias, sendo que apenas 0 cao numero oito apresentou
blefaroespasmo mais acentuado (grau 3), no primeiro dia de pés-operatoério. Todos
apresentaram reducgao gradual apds este periodo, até o completo desaparecimento
depois da retirada dos pontos de sutura. Considerando que este fenbmeno teve

comportamento semelhante na maioria dos animais, para observacdo da sua
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evolugdao na forma de grafico, foram utilizadas as médias dos dados obtidos em

todos os animais, segundo dia de avaliagao (Grafico 1).

5.1.2 Fotofobia

Esta alteragao clinica foi observada com graduacdes entre 1 e 2, apenas nos
quatro primeiros dias de pos-operatorio na grande maioria dos caes, sendo que

apenas no animal A2 do grupo IV permaneceu até o nono dia (Grafico 2).

5.1.3 Secrecgao

A secrecao foi avaliada quantitativa e qualitativamente, sendo classificada em
serosa, seromucosa, serosanguinolenta, mucosa e mucopurulenta. Durante toda a
observacado predominou a secre¢cao mucosa em todos os animais. A quantidade
variou entre os graus 1 e 3, sendo a redugao progressiva e mais acentuada apos a
retirada da sutura. Para analise da evolugdo deste fendmeno, que teve
comportamento semelhante na maioria dos animais, no grafico foram consideradas a
média dos dados de todos os animais por dia de avaliacdo (Grafico 3). A forma
serosa foi observada na primeira avaliacdo (48 h) do animal A3; secrecéo
serosanguinolenta foi observada na primeira observacdo do animal A9,

provavelmente associada a autotraumatismo, sem comprometimento do implante.
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Secrecdao mucopurulenta foi observada no cao A5 no sexto dia de observacéo
regredindo para o aspecto mucoso em 24 horas com a manutencdo da

antibioticoterapia.

5.1.4 Congestao conjuntival e quemose

A congestado conjuntival palpebral e bulbar esteve presente em todos os
animais, variando entre acentuada e moderada, apenas desaparecendo apos a
retirada da sutura. A quemose moderada foi observada apenas nos primeiros dois a
quatro dias em todos os animais. Para a andlise da evolucdo do fenémeno
congestao conjuntival em forma de grafico, foram consideradas as médias dos

dados de todos os animais, por dia de avaliag&do (Graficos 4 e 5).

5.1.5 Edema de cérnea

Alteragdo observada em periferia do implante, em alguns animais, em fases
diversas do periodo de observagao: A2 entre 9 e 15 dias; A1, A3eA5entre6e 8
dias; A6 entre 4 e 8 dias; A7 e A8 desde o segundo dia até quarto e sexto dias

respectivamente (Grafico 6).
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5.1.6 Teste de Fluoresceina

Em todos os animais observou-se impregnagdo do implante pelo corante, o
que nos permitiu avaliar a epitelizacdo nele ocorrida, e determinar o periodo
necessario para sua finalizagdo. Este periodo também apresentou grande variagao,
ficando em torno de 10 (+ 2) dias para a maioria dos animais, sendo que as
excecgdes foram: o cdo A4 com implante totalmente epitelizado no quarto dia e A6

epitelizado somente no dia 16.

5.1.7 Neoformacgao vascular

Os primeiros neovasos foram observados no sexto dia em cinco animais (A3,
A5, A7, A8, A9), no décimo dia em 3 (A2, A4, AG) e no dia 12 para o animal A1 — .
Os vasos atingiram a regido do implante entre os dias 8 e 12 (8 dias — A5 e A3; 12
dias — A1, A2, A6). O cao A4 do grupo lll apresentou neovascularizagdo mais lenta e
que néo atingiu o implante até o final do periodo de observagédo. Nos animais do G
IV houve regress&o da vascularizagdo desde o vigésimo dia; aos 40 dias os vasos
nao forma observados, restando apenas uma nébula no local do implante. Para a
analise da evolugdo deste fenbmeno em forma de grafico, foram consideradas as

médias dos dados de todos os animais por dia de avaliagcao (Grafico 7).
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Grafico 1 — Representagéo grafica da evolugdo do fendmeno blefaroespasmo, segundo a média de
todos os animais submetidos a ceratoplastia lamelar e implante de membrana amnidtica
equina, durante o periodo pds operatorio.
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Grafico 2 — Representagao grafica da evolugao do fendmeno fotofobia, no periodo pés-operatério dos
animais submetidos a ceratectomia lamelar e implante de membrana amniética equina
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Grafico 3 — Representagdo grafica da evolugao do fendmeno secregéo, no periodo pds-operatorio
dos animais submetidos a ceratectomia lamelar e implante de membrana amnidtica
equina, segundo a média dos resultados observados em todos animais avaliados
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Grafico 4 — Representagao grafica da evolugao do fendmeno congestao conjuntival, no periodo pos-
operatério dos animais submetidos a ceratectomia lamelar e implante de membrana
amnidtica equina, segundo a média dos resultados observados em todos animais
avaliados



73

Quemose
cao 1
2,5 =

W céo 2
2 4 [ O cao 3
g 15 | Ocao 4
W cido 5

8 4 ]
a @ cao 6
o) 0,5 - - B cao7
O cao 8

O - ~
dia 2 dia 4 Wcdo9

M cao 10

Grafico 5 — Representacao grafica da evolugdo do fendbmeno congestdo quemose, no periodo pos-
operatério dos animais submetidos a ceratectomia lamelar e implante de membrana
amnidtica equina.

Edema de cérnea

@céo 1
§ i ® cdo 2
Q 2 Ocao 3
3 O céo 4
57 W céo 5
% T4 @ cdo 6
mcéo7
g 0.5 O céo 8
5 0 ‘ ‘ W cdo 9
dia2 diad4 dia6 dia8 dia dia da da |=c3°10
10 12 14 16 O cao 11
O cao 12

Grafico 6 — Representagdo grafica da evolugdo do fendbmeno edema de cérnea, no periodo pods-
operatério dos animais submetidos a ceratectomia lamelar e implante de membrana
amnidtica equina
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Grafico 7 — Representagéo grafica da evolugdo do fendmeno neovascularizagdo da cornea, no
periodo pdés-operatério dos animais submetidos a ceratectomia lamelar e implante de
membrana amniética equina, segundo a média dos valores obtidos em todos os animais
avaliados.
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Figura 4 — Imagem fotografica da cérnea aos 2
dias apos a ceratectomia lamelar e
implante de MA equiina. Observa-se
presenca da MA, presenga dos
pontos de sutura e congestao
conjuntival

Figura5- Imagem fotografica aos 4 dias
apés a ceratectomia lamelar e
implante de MA equina. Observa-
se presenca do implante
parcialmente epitelizado, discreto
edema de coérnea na periferia da
lesdo, presenca dos pontos de
sutura conjuntiva congesta.

Figura 6 - Imagem fotografica de 7 dias apds
a ceratectomia lamelar e implante
de MA equina. Observa-se
presenga do implante de MA na
cérnea, pontos de  sutura,
formagdo da neovascularizagao
periférica a partir do limbo,
congestdo conjuntival.




Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —
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Imagem fotografica aos 10 dias
dias ap6s a ceratectomia lamelar
e implante de MA equina.
Observa-se implante incorporado
ao tecido e completamente
epitelizado, neovasos atingindo
area do implante , discreto
edema na periferia da lesdo e
congestao conjuntival.

Imagem fotografica aos 15 dias
de pods-operatdrio. Observa-se
implante totalmente incorporado
ao tecido, neovasos invadindo
terco lateral do implante, pontos
de sutura ja foram retirados.

Imagem fotografica aos 20 dias de
dias apos a ceratectomia lamelar e
implante de MA equina. Observa-
se completa incorporagédo do
implante a coérnea, inicio da
involugado dos neovasos. Auséncia
de congestao conjuntival.



Figura 10 -
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Imagem fotografica aos 20 dias
apos a ceratectomia lamelar e
implante de MA equina. Observa-se
completa incorporagcdo do implante
a cornea, involugdo dos neovasos
mais acentuada neste caso.
Auséncia de congestao conjuntival.

Figura 11- Imagem fotografica aos 30 dias de

Figura 12 -

pos-operatorio. Observa-se
implante totalmente incorporado a
cornea, completa involugdo dos
neovasos, nébula na regido do
implante.

Imagem fotografica aos 40 dias de
dias apods a ceratectomia lamelar e
implante de MA equiina. Observa-se
apenas nébula residual na regido do
implante.
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5.2 AVALIAGAO MICROSCOPICA

5.2.1 Hematoxilina eosina, Picrossirius e Periodic acid of Schiff

A avaliacdo em microscopia 6ptica da area de implante foi realizada pelas
coloragdes hematoxilina-eosina, picrossirius, e PAS. O resultado € descrito a seguir,

respeitada a sequéncia experimental.

Aos dois dias apdés o implante, a membrana € visibilizada na superficie do
estroma exposto pela ceratectomia, o tecido implantado apresenta-se amorfo, com
baixa celularidade e eosinofilico (Figura 13). Foram encontrados raros fibroblastos e
polimorfonucleares invandindo o tecido implantado (Figura 14). Observou-se inicio
de epitelizacdo, com formacéo de epitélio plano simples e maior proliferacao celular
nos bordos da lesdo, regido dos pontos de sutura. As células inflamatorias sao
representadas principalmente por polimorfonucleares, que estavam em pequena

quantidade, principalmente proximos aos pontos de sutura.

Aos sete dias observou-se epitelizagcdo do implante com formacao de epitélio
pavimentoso estratificado, proliferacao fibroblastica no interior do tecido implantado e
discreto infiltrado inflamatério com polimorfonucleares, sendo que nesta fase ainda
foi possivel observar a extensao do tecido implantado (Figura 15). A figura 16
mostra que no animal A9 houve crescimento de epitélio entre o estroma e o tecido

implantado.
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Aos 21 dias a epitelizagdo do implante estava completa, a regido de
reparacao apresentava maior numero de camadas celulares, contudo com perda da
arquitetura epitelial inicial. Nesta fase ndo foram observadas células inflamatdrias,
mas ha grande celularidade no estroma, com presenca de fibrdcitos e fibroblastos. A
angiogénese é evidente neste periodo, sendo que em um dos animais (A 4) foi
significativamente menor quando comparada aos demais componentes do grupo. O
tecido implantado apresentou-se incorporado a cérnea, no entanto observou-se que
nesta area as fibras colagenas estromais estavam mais densamente distribuidas.
(Figuras 17 e 18). Ao PAS ainda nao foi possivel identificar a membrana basal do

epitélio (Figura 19).

Aos 40 dias de pos-operatorio houve completa integracédo e epitelizagdo do
implante, arquitetura celular do epitélio ainda ndo se apresentou completamente
restabelecida (Figura 21). A estrutura colagena apresentou-se mais densa na regiao
da cicatriz, e o infiltrado celular por fibrocitos e fibroblastos mostrou-se de menor
intensidade quando comparado ao encontrado no grupo de 21 dias (Figura 20).
Nesta fase a coloracdo PAS evidenciou a presenca de lamina basal epitelial

reconstituida (Figura 22).
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Figura 13 - Fotomicrografia de corte histolégico de cornea com implante de membrana amnidtica
equlina, com 2 dias de evolugdo pés-operatoria, mostrando interface do tecido implantado
com estroma normal da coérnea. O tecido implantado apresenta-se amorfo, com baixa
celularidade e eosindfilico. Nota-se ainda formacao de epitélio plano simples na superficie
do tecido implantado (primérdios da epitelizacdo). Coloragdo: hematoxilina eosina.
Aumento: 40x.

Figura 14 — Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior, evidenciando o tecido implantado,
superficie com inicio de epitelizagdo e presenga de raros fibroblastos e
polimorfonucleares. Coloragéo: hematoxilina eosina. Aumento: 200 x.
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Figura 15 - Fotomicrografia de corte histolégico de cérnea com implante de membrana amnidtica
equina, com 7 dias de evolugao pds-operatéria, mostrando extensao do tecido implantado
com a superficie externa epitelizada, além da proliferagao fibroblastica no tecido
implantado. Coloragéo: hematoxilina eosina. Aumento: 200 x.

Figura 16 - Fotomicrografia de corte histolégico de cérnea com implante de membrana amnidtica
eqlina, com 7 dias de evolugdo pds-operatdria, mostrando descolamento do tecido
implantado, epitelizacdo da superficie com epitélio pavimentoso pavimentoso estratificado
e crescimento de epitélio entre o estroma e o implante (seta). Nota-se infiltrado
inflamatério discreto com polimorfonucleares no tecido implantado. Coloracao:
hematoxilina eosina. Aumento: 100 x.
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Figura 17 - Fotomicrografia de corte histolégico de cornea com implante de membrana amnidtica
equliina, com 21 dias de evolugdo pds-operatéria, mostrando a completa epitelizagdo do
implante, a angiogénese ¢é evidente neste periodo de observagdo, implante ja
incorporado ao estroma da cornea, sendo que os feixes de fibras colagenas apresentam-
se mais densamente distribuidos nesta fase. Coloragédo: hematoxilina eosina. Aumento:
100 x.

Figura 18 — Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior evidenciando alto grau de
angiogénese e a celularidade aumentada do estroma na regido no estroma da cornea,
onde sao observados fibroblastos e fibrocitos. Coloracdo hematoxilina eosina. Aumento:
200 x.
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Figura 19 - Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior mostrando que ainda nao foi
possivel evidenciar a membrana basal reconstituida aos 21 dias de pds-operatorio.

Coloragao: PAS. Aumento: 400 x.

Figura 20 - Fotomicrografia de corte histolégico de cornea com implante de membrana amnidtica
eqlina, com 40 dias de evolugdo pods-operatéria, mostrando tecido implantado
incorporado, colagenizado e epitelizado. Coloragdo: hematoxilina eosina. Aumento: 100

X.
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Figura 21 — Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior evidenciando epitelizagdo do
tecido implantado, com arquitetura epitelial ainda nao totalmente normalizada. Coloragéo:
hematoxilina eosina. Aumento: 400 x.

Figura 22 — Fotomicrografia de corte histolégico de cérnea com implante de membrana amniética
eqlina, com 40 dias de evolugédo pds-operatdria evidenciando presengca de membrana
basal completamente reconstituida (seta). Coloragéo: PAS. Aumento: 400 x.
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Figura 23 - Fotomicrografia de corte histolégico de
cérnea com implante de membrana
amnidtica equina, aos dois dias de
evolugdo  péds-operatéria, mostrando
discreta diferenca na distribuicdo das
fibras colagenas na membrana amnidtica
implantada com relacédo ao estroma da
cornea. Coloragéo: Picrossirius.
Aumento: 200 x.

Figura 24 - Fotomicrografia de corte histolégico de
cérnea com implante de membrana
amnidtica eqliina, aos sete dias de
evolugdo  pods-operatdria, mostrando
epitélio formado sob a membrana
amniotica e o aspecto estroma da cornea
e na membrana implantada. Coloracéo:
Picrossirius. Aumento: 100 x.

Figura 25 - Fotomicrografia de corte histolégico de
cérnea com implante de membrana
amnidtica equina, aos sete dias de
evolugao poés-operatoria, detalhe em maior
aumento mostrando membrana amnidtica
incorporada ao estroma. Coloragéo:
Picrossirius. Aumento: 400 x.




86

Figura 26 - Fotomicrografia de corte histologico de
cornea com implante de membrana
amnidtica equina, aos 21 dias de evolugao
pos-operatoria, detalhe em maior aumento
mostrando membrana amnidtica integrada
ao estroma, ndo sendo mais possivel
delimita-la. Coloragao: Picrossirius.
Aumento: 100 x.

Figura 27 - Fotomicrografia de corte histolégico de
cornea com implante de membrana
amnidtica equina, aos 40 dias de evolugao
pos-operatoria, detalhe em maior aumento
completa integragdo da membrana ao
estroma, nao sendo mais possivel
delimitara area de implante. Coloragao:
Picrossirius. Aumento: 100 x.
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5.2.2 Imunomarcacgao dos colagenos tipo I, lll e V, na cérnea.

A imunomarcagao nos permitiu avaliar a evolugcéo da distribuigcdo dos tipos de

colageno na cornea durante a cicatrizagao.

Na auséncia de estudos anteriores similares, em todas as laminas areas
distantes ao implante foram consideradas normais e usadas como padrdo de

normalidade para analise dos resultados.

Com relagdo ao colageno tipo |, aos dois dias e aos sete dias de pods-
operatorio foi possivel identificar na regido mais superficial uma area mais
intensamente marcada correspondente a membrana amnidtica implantada, no
entanto no estroma padrdo homogéneo de marcagdo, semelhante as amostras

normais (Figuras 29 e 30).

Aos 21 dias, houve um aumento importante da expressdo das fibras
colagenas do tipo | na area de estroma préxima do epitélio, correspondente a regido
do implante (Figuras 31 e 32). Porém aos 40 dias, a distribuicdo deste colageno

voltou ao padrdao homogéneo observado nas amostras normais (Figura 33).

O colageno tipo | apresentou distribuicdo homogénea em todo estroma da

cérnea (Figuras 28).

O colageno tipo Ill mostrou uma ténue marcacao nas lamelas colagenas do
estroma da cérnea. Nas amostras obtidas do grupo de dois dias, ndo foi possivel
observar a presenca da membrana na superficie da lesdo. Mas pode-se notar um

discreto aumento na marcagao do colageno tipo Ill na regido mais superficial do
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estroma exposto (Figura 34). No grupo de sete dias persiste este padrao de
distribuicdo, porém foi possivel identificar a membrana fortemente marcada (Figuras
35 e 36). Aos 21 dias, a distribuicdo do colageno Il estava restabelecida na regiao
do implante (Figura 37). Aos 40 dias manteve-se 0 mesmo padrdo descrito
anteriormente para areas nao lesadas da coérnea, com pouco colageno tipo Il

distribuido entre lamelas estromais (Figura 38).

O colageno tipo V esta presente em todo estroma corneano de forma
homogénea (Figura 39), estando também presente na membrana amnittica que se
apresentou intensamente marcada e sua expressdo mostrou-se levemente
aumentada no estroma préximo ao implante aos 2 dias de pds-operatorio (Figura
40). Nos animais dos grupos de 7 dias e 21 dias, permanece o discreto aumento na
expressao destas fibras na area proxima ao implante (Figuras 41, 42 e 43). Aos 40
dias, porém, sua distribuicdo voltou aos padrées anteriores e observados em
segmentos de cornea nao lesada, mostrando remodelamento do colageno na

cicatriz (Figuras 44 e 45).
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Figuras 28 - Amostras de cérnea normal imunomarcadas com anticolageno tipo | por
imunofluorescéncia (verde), mostrando distribuicdo do colageno tipo | no estroma.
Aumento: 100 x.

Figuras 29 — Amostras de cérnea com implante de membrana amnidtica equina, aos dois dias de
pds-operatdrio, imunomarcadas com anticolageno tipo | por imunofluorescéncia (verde),

mostrando colageno tipo | com distribuicdo homogénea no estroma da cornea e maior
concentragdo na membrana amnidtica. Aumento: 100 x.
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Figura 30 - Amostras de cornea com implante de membrana amnidtica equina, aos sete dias de

pds-operatdrio, imunomarcadas com anticolageno tipo | por imunofluorescéncia (verde),

mostrando colageno tipo | com distribuicdo homogénea no estroma da cérnea e na
membrana amniética. Aumento: 100 x.

Figuras 31 e 32 - Amostras de cornea com implante de membrana amniética equina, aos 21 dias de
pds-operatdrio, imunomarcadas com anticolageno tipo | por imunofluorescéncia

(verde), mostrando colageno tipo | com maior expressdo na regidao do implante.
Aumento: 100 x e 200 x.
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Figura 33 - Amostras de cornea com implante de membrana amnidtica equina, aos 40 dias de pods-
operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo | por imunofluorescéncia (verde),

mostrando colageno tipo | com distribuicdo homogénea em todo estroma. Aumento: 100
X.

Figura 34 - Amostras de cornea com implante de membrana amnidtica equina, aos dois dias de pés-
operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo Il por imunofluorescéncia (verde),

mostrando sua baixa concentragdo no estroma e discreto aumento da sua expressado na
area receptora do implante. Aumento: 100x.
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Figuras 35 e 36 — Amostras de cérnea com implante de membrana amniética equina, aos sete dias de
poés-operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo Ill por imunofluorescéncia
(verde), mostrando sua baixa concentragdo no estroma, intensa marcagdo na

membrana amnidtica e discreto aumento da sua expressédo na area receptora do
implante. Aumento: 100x.

Figuras 37 - Amostras de cérnea com implante de membrana amnidtica eqliina, aos 21 dias de pés-
operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo Il por imunofluorescéncia (verde),
mostrando sua ténue expressao no estroma. Aumento: 100x.
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Figura 38 - Amostras de cdrnea com implante de membrana amnidtica eqtiina, aos 40 dias de pds-
operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo Il por imunofluorescéncia (verde),
mostrando sua ténue expressao no estroma. Aumento: 200x.

Figura 39 - Amostras de coérnea normal imunomarcadas com anticolageno tipo V por
imunofluorescéncia (verde), mostrando padrdo de distribuigdo do colageno tipo V no
estroma. Aumentos: 100 x.
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Figura 40 - Amostras de cérnea com implante de membrana amnidtica equina, aos dois dias de pds-
operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo V por imunofluorescéncia (verde),
mostrando a membrana fortemente marcada na superficie e a distribuigio homogénea
deste colageno no estroma, com discreto aumento de sua expressao no estroma proximo
ao implante. Aumento: 100 x.

Figuras 41 -Amostras de cornea com implante de membrana amnidtica eqliina, aos sete dias de pds-
operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo V por imunofluorescéncia (verde),
mostrando a membrana fortemente marcada na superficie e a distribuicio homogénea
deste colageno no estroma, com discreto aumento de sua expressao no estroma proximo
ao implante. Aumento: 100 x.
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Figuras 42 e 43 - Amostras de cornea com implante de membrana amniética equina, aos 21 dias de
poés-operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo V por imunofluorescéncia
(verde), mostrando a distribuicdo homogénea deste colageno no estroma, com
discreto aumento de sua expressdo no estroma proximo ao implante. Aumentos:
100 x e 200x.

Figuras 44 e 45 - Amostras de cornea com implante de membrana amniédtica equina, aos 40 dias de
pos-operatério, imunomarcadas com anticolageno tipo V por imunofluorescéncia
(verde), mostrando distribuicdo homogénea deste colageno no estroma. Aumento:
100 x.
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5 DISCUSSAO

As ceratites ulcerativas sdo as doengas oculares mais comuns em caes.
Ulceras superficiais podem ser reparadas rapidamente, com minima formacdo de
cicatriz. Ulceras complicadas, no entanto, podem prejudicar a visdo devido &
formagao de cicatrizes, ou por formacédo de sinéquias. Ceratites ulcerativas graves
podem levar a comprometimento do olho por endoftalmite, glaucoma, ou phthisis

bulbi (WHITLEY; GILGER, 1999).

Assim ulceras profundas, especialmente quando ha descemetocele, sao
emergéncias que necessitam de terapia especifica (ANDRADE et al., 1999). Em
Medicina Veterinaria sdo varias as técnicas cirurgicas descritas na literatura para
este fim (BLOGG et al., 1989; BRIGHTMAN et al., 1989; GILGER; WHITLEY, 1999;
KERN, 1990; MORALES, 1996; NASISSE, 1985; PEIFFER, 1997; SCAGLIOTTI,
1988; SLATTER, 2001; WHITLEY, 1991), e os implantes de membranas bioldgicas
tem sido estudados como meios de reparagdo (ANDRADE et al., 1999; BARROS et
al., 1995; BARROS et al., 1997; GARCIA et al., 1996; LAUS, 1994; LAUS et al.,
1999; LEWIN, 1999; TEIXEIRA, 2000). Dentre elas, a membrana amniética (MA) tem
se consolidado como util no tratamento das afecgcdes da superficie ocular. Os
estudos sobre o assunto foram retomados por Kim e Tseng em 1995, com
resultados promissores de forma que varios pesquisadores passaram a estudar este
tema. Em Medicina Veterinaria foi utilizada pela primeira vez, na reconstrucdo da
superficie ocular por Barros et al. (1998), que aplicaram a membrana xendgena
(equina) em ceratectomias penetrantes em caes e consideraram este material como

viavel para este uso. Diante disto, Godoy, Guerra e Barros (2002) avaliaram a
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viabilidade da membrana fetal equina para ceratoplastia lamelar em caes, visando a
reconstrucdo da superficie da cornea, e obtiveram bons resultados, com resposta
inflamatd6ria menor do que a descrita em implantes de outras membranas biolégicas
(ANDRADE et al., 1999; GARCIA et al., 1996; TEIXEIRA, 2000), a vascularizagdo

regrediu mais precocemente, assim como a invasao por células inflamatdrias.

A membrana fetal € formada por cérion, alantoide, e amnion. A membrana
amnio6tica € a parte mais interna em contato com o feto (BARROS, et al. 2005), atua
no processo de epitelizagdo, por facilitar a adesdo e migragcéo das células epiteliais
basais, prevenir a apoptose e restaurar o fenodtipo epitelial (TSENG
PRABHASAWAT, LEE, 1997; DUA; AZUARA-BLANCO, 1999; FUKUDA et al., 1999;
GOMES et al., 1999; PIRES et al., 1999; MEJIA et al., 2000; MELLER et al., 2000;
KOIZUMI et al., 2000c; HEINZ et al., 2004), tem acado antiinflamatéria e
antiangiogénica, além de acao antimicrobiana (DUA et al., 2004; GOMES et al.,
1999; MEJIA et al., 2000; HICK et al., 2005; SOLOMON et al. 2001; YANXIA HAO, et
al., 2000; ZHOU SHIYOU, CHEN JIAQI, FENG JINFA, 2003). A MA humana
também é considerada imunologicamente privilegiada, (GOMES et al., 1999 KUBO
et al., 2001; SHIMAZAKI et al., 1997) e reduz a formacgao de cicatriz (TSENG et al.,
1998). A MA pode promover a proliferagao e a diferenciagao de células germinativas

do limbo e da conjuntiva (MELLER et al., 2000a).

Os bons resultados encontrados por Godoy, Guerra e Barros (2002) com a
aplicagdo da membrana fetal equina em ceratectomia lamelares, e por Barros et al.
(1998) com membrana amnidtica equina em ceratectomias penetrantes, nos levaram
a estudar a viabilidade da aplicacdo da membrana amnidtica equiina em

ceratoplastias lamelares em caes, visando a reconstrucdo da cérnea em ceratites
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ulcerativas complicadas nesta espécie, ja que nao foram observados nos estudos
anteriores sinais de rejeicao ao implante xenégeno, e a membrana amnidtica equina
€ um material de facil obtencao, facil manipulacdo e nao requer métodos especiais
de preservagao (BARROS et al., 1998). Para este fim, avaliamos a evolugao clinica
oftalmolégica e a morfologia da cérnea, durante a cicatrizagdo, com o implante

xenogeno.

Doze caes foram utilizados no experimento, divididos em quatro grupos de trés
com diferentes tempos de observacéo (2, 7, 21, e 40 dias). A formagao dos grupos
foi baseada nas publicagcdes anteriores de estudos com implantes de membranas
bioldgicas na cérnea (ANDRADE et al., 1999; BARROS et al., 1997; BARROS et al.,
1998; GARCIA et al., 1996; GODOQY et al., 2002; TEIXERA, 2000; SOUZA, 2003). A
grande maioria dos autores manteve os animais em observagao por até 60 dias,
neste estudo o maior tempo de observacédo usado foi de 40 dias, ja que em seu
experimento com aplicacdo de membrana fetal equina, Godoy, Guerra e Barros
(2002) observaram regressdao mais rapida dos neovasos, além da epitelizacao
completa e auséncia de células inflamatoérias aos 60 dias. Assim, o tempo de 40 dias
foi considerado suficiente para observacdo de todo processo de cicatrizacdo da

cérnea na presenga do implante de membrana amniotica xendgena.

Os animais selecionados receberam os cuidados basicos de saude e higiene, e
depois de 15 a 20 dias foram submetidos ao procedimento cirdrgico, em somente um
dos olhos, seguindo as normas para experimentagdo oftalmologica da Association

for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO).

A membrana foi obtida em parto de égua clinicamente sadia, foi lavada em

solugdo fisiolégica (GODOY; GUERRA; BARROS, 2002), e entdo imersa em
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glicerina 98%, para conservagdo em temperatura ambiente (BARROS et al., 1998;
BARROS et al.,, 2005; GODOY; GUERRA; BARROS, 2002; SAFATLE, 1998;
SOUZA, 2003). A sua face epitelial identificada pela colocagédo de um ponto de fio de
nylon antes de separa-la do feto recém nascido. A glicerina tem agao antimicrobiana
lenta (MARAL et al., 1999) e, portanto, a membrana so6 foi utilizada apdés um periodo

minimo de 30 dias de conservagao (BARROS et al., 1995).

Na literatura s&o descritos varios outros métodos de conservacido da
membrana, tais como a refrigeragdo, o congelamento e liofilizagdo (ADDS; HUNT;
DART, 2001), a glicerina 98% foi o método de escolha por ser simples e barato
(MARAL et al., 1999), permitindo preservacdo da membrana amnidtica por tempo

ilimitado (BARROS et al., 1995).

Como protocolo anestésico padronizou-se o uso de acepromazina e meperidina
como pré-anestésicos, na inducéao foi aplicado propofol e para manutencéao foi usado
isofluorano associado ao bloqueador neuromuscular rocurénio, protocolo descrito

por Bechara (2002).

A técnica de ceratectomia lamelar com trépano de cinco milimetros é descrita
por Andrade et al. (1999), Barros et al. (1998), Godoy (2005); Godoy, Guerra e
Barros (2002), Morales et al. (1996), Souza (2003) e Teixeira (2000). O trépano de
Castroviejo foi utilizado para padronizar a profundidade das lesbes produzidas, em
aproximadamente 0,3 mm. Apds a aplicagao do trépano, o tecido foi dissecado e

retirado com lamina de bisturi numero 15 (GODQY, 2005).

O segmento de MA foi recortado com trépano de seis mm (GODQY, 2005;

GODOY, GUERRA, BARROS, 2002), hidratado em solugéo fisiolégica e em seguida
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posicionado sobre o defeito da cérnea, com a face mesenquimal em contato com o
estroma (AZUARA-BLANCO et al., 1999; GODOY, 2005; SOUZA, 2003), em forma
de retalho. Quando aplicada desta maneira, a membrana amnidtica é incorporada ao
tecido receptor, funcionando como substrato para a proliferagao das células epiteliais
(AZUARA-BLANCO et al., 1999; DUA et al., 2004; STOIBER et al., 2002). A sutura
do implante foi realizada em pontos simples separados nao penetrantes, conforme
descrito por Andrade et al. (1999); Barros et al. (1997), Garcia et al. (1996), Godoy,
Guerra e Barros (2002), Souza (2003) e Teixeira (2000). O fio mononailon 8.0 foi
escolhido para fixagcdo dos implantes a coérnea, por seu baixo custo e facil
manipulacdo, e por ter sido usado anteriormente com sucesso para este fim, por
Godoy, Guerra e Barros (2002), Souza (2003) e Teixeira (2000). Foram colocados
inicialmente quatro pontos cardeias para garantir o perfeito posicionamento do
implante, e depois os pontos foram distribuidos com distanciamento de
aproximadamente dois milimetros (TEIXEIRA, 2000). Souza (2003) observou
formagdo de granulomas de fio nos pontos que n&o cairam durante o tempo de
observagdo, Godoy, Guerra e Barros (2002) também relataram presenga de
neovasos ainda aos 60 dias de pds-operatorio relacionados a presenca dos pontos.
Diante disto para evitar a ocorréncia de resposta inflamatdria pela presenca dos fios,
prejudicando a interpretagcao dos resultados, optou-se por retirar as suturas apos a
completa epitelizacdo e integracdo do implante, confirmadas pelo teste de

fluorescéina. Os pontos foram retirados entre os dias 09 e 15 de pds-operatério.

Durante o periodo pos-operatorio a higienizagdo do olho, para retirada de
secrecoes foi realizada duas vezes ao dia, com solucao fisioldgica, € em seguida foi
aplicado colirio antibiético de amplo espectro, com objetivo de evitar a contaminagao

secundaria, que pode ter origem na propria flora do saco conjuntival (ANDRADE,
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2003; BARROS, 1997; GARCIA, 1996; GODQY, 2005; NASISSE, 1985; SOUZA,

2003). Tratamento mantido nos primeiros sete dias de pds-operatério.

Para avaliagao pos-operatéria, os caes foram submetidos, em dias alternados
(SOUZA, 2003; TEIXEIRA, 2000), ao exame clinico do olho, quando foram
considerados: a presenca de blefaroespasmo, fotofobia, secrecédo ocular, congestéo
conjuntival e quemose, vascularizacdo e edema de cornea. Parametros utilizados
por Andrade (2003), Andrade et al. (1999), Godoy (2005), Souza (2003) e Teixeira et
al. (2000), para avaliagdo da evolugdo da cicatrizagdo da cornea. Assim como
Andrade (2003), optou-se pela realizagdo do teste de fluorescéina em todas as

avaliagdes clinicas a fim de evidenciar a progresséo da epitelizagdo do implante.

Os paréametros foram classificados de forma subjetiva em: 0 (ausente), 1
(leve), 2 (moderado), 3 (acentuado), método também usado anteriormente em
modelos experimentais de ceratoplastia em cdes e coelhos (ANDRADE, 2003;

ANDRADE et al., 1999; GODQY, 2005; SOUZA, 2003; TEIXEIRA et al., 2000).

O fenbmeno blefaroespasmo esteve presente em grau moderado, na maioria
dos caes, nos quatro primeiros dias de pds-operatério, e sofreu redugao gradativa
apos este periodo, desaparecendo de forma completa com a retirada dos pontos. O
mesmo fendmeno foi observado por Souza (2003) com evolugdo semelhante e
desaparecimento por volta dos 15 dias, Andrade et al. (1999) e Teixeira (2000)
observaram presenca de blefaroespasmo moderado por 7 dias e Galera (2000) por
15 dias, tempos mais prolongados do que o ocorrido neste experimento,
provavelmente devido caracteristicas inerentes aos tecidos implantados (capsula
renal e pericardio equinos, e tunica vaginal autégena, respectivamente). A fotofobia

foi observada somente nos primeiros quatro dias de pdés-operatério, na grande
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maioria dos animais. Ambos os fendmenos foram observados em graus variados e
com diferentes evolugdes em ceratoplastias lamelares ou penetrantes com diversos
implantes avaliados em trabalhos anteriores (ANDRADE, 2003; ANDRADE et al.,
1999; BARROS et al., 1998; GARCIA et al., 1996; GODOY, GUERRA, BARROS,

2002; MORALES et al., 1996; SOUZA, 2003; TEIXEIRA, 2000).

O blefaroespasmo inicial provavelmente caracterizou manifestagcado de dor pela
propria intervencdo cirurgica, exposicdo de terminagbes nervosas da cornea
(MARTIN, 2005), pelo estimulo do n. palpebral ocasionado pela presenga dos

pontos de sutura (SLATTER, 2001) e uveite reflexa (KERN, 1990).

A secrecdao mucosa predominou em todos os periodos de avaliacdo, houve
reducdo progressiva na quantidade produzida durante o pds-operatério, que se
acentuou até desaparecer por completo, apds a retirada dos pontos. Esta secregcao
se deve ao estimulo as células caliciformes da conjuntiva (GODOY; GUERRA,;
BARROS, 2002). O componente purulento apareceu em apenas um dos animais e
resolveu-se rapidamente provavelmente por acdo do antibidtico ou ainda pela
atividade antimicrobiana e antiinflamatoria da membrana amniotica (GOMES et al.,
1999; MEJIA et al., 2000; SOUZA, 2003). Outros experimentos anteriores, que
utilizaram modelo de ceratoplastia lamelar ou penetrante, relataram predominio da
secrecdo mucosa (ANDRADE et al., 1999; GALERA et al.,, 2000; GARCIA et al.,

1996; GODQY, 2005; SOUZA, 2003; SOUZA et al., 1997; TEIXEIRA, 2000).

A secregcdo serosanguinolenta ocorreu em um dos animais, na primeira
avaliagcao, e acredita-se que relacionada ao autotraumatismo. Esta alteragdo ndo é
relatada por outros autores que usaram cdo como modelo experimental, em

ceratoplastias lamelares (ANDRADE et al., 1999; BARROS et al., 1998; GALERA et
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al., 2000; GARCIA et al., 1996; GODOY; GUERRA; BARROS, 2002; MORALES et

al., 1996; SOUZA, 2003; TEIXEIRA, 2000)

A hiperemia conjuntival e a quemose estiveram presentes em todos os animais.
A quemose foi observada apenas nos primeiros dois a quatro dias, indicando a
resposta inflamatoria aguda apds a intervengdo cirurgica (SLATTER, 2001). A
hiperemia conjuntival, mais intensa nos primeiros dias, manteve-se presente por
tempo mais prolongado, desaparecendo somente apds a retirada dos pontos, cuja

presenca estimula constantemente a resposta inflamataria local.

Hiperemia e quemose foram também observadas por Andrade (2003), Barros et
al. (1997), Barros et al. (1998), Garcia et al. (1996), Godoy, Guerra e Barros (2002),
Souza (2003) e Teixeira (2000). Godoy (2005) que utilizou modelo experimental de
ceratoplastia em coelhos, para avaliar a resposta desta espécie a membrana
xenogena, nao relatou ocorréncia de quemose, mas apenas de hiperemia

conjuntival.

O edema de coérnea nao foi uma observagao constante, manifestou-se em sete
animais em diferentes fases da cicatrizacao, e esteve restrito a periferia do implante.
Barros et al. (1997), Barros et al. (1998), Godoy, Guerra e Barros (2002) e Souza
(2003), usaram modelo de ceratoplastia lamelar ou penetrante para diferentes
implantes biolégicos e descreveram ocorréncia de edema de cérnea na regiao
periférica ao implante com evolucdo semelhante a observada neste experimento. O
edema de cornea resulta do excesso de fluido no estroma, o que ocorre quando as
fungdes do epitélio ou endotélio sdo alteradas, e o deve regredir quando estas
funcdes sao restabelecidas e a causa removida (SLATTER, 2001; WHITLEY &

GILGER, 1999). Nas ceratectomias lamelares a leséo epitelial permite a penetragao



104

de agua no estroma, levando ao edema periférico, que tende a resolugdo com a

epitelizacao do defeito. (GODOY; GUERRA; BARROS, 2002).

A evolugdo da epitelizagdo foi avaliada por meio do teste de fluoresceina,
realizado a cada exame clinico. Em todos os animais observou-se impregnacgao do
implante por fluoresceina, ja que esta tem afinidade pelo corante (ANDRADE, 2003).
A membrana amniética foi suturada sobre o defeito com a face mesenquimal voltada
para estroma, esta forma de aplicacdo leva a epitelizacdo sobre a membrana e
incorporagao do implante ao tecido receptor (AZUARA-BLANCO et al., 1999; DUA et
al., 2004). Assim, a impregnacdo por fluoresceina permitiu a avaliagdo da
epitelizacdo sobre o implante, e a determinagdo do tempo necessario para sua
finalizagdo, que foi variavel entre os animais, mas na maioria dos casos a
impregnacao por fluorescéina ndo mais ocorreu por volta do décimo dia de pds-

operatario.

Com a aplicagdo da membrana amniética equina conservada em glicerina para
reparagao de lesbes penetrantes em cornea de cao, Barros et al. (1998) observaram
teste de fluoresceina negativo somente aos 30 dias de pds-operatoério. Ja Garcia et
al. (1996) refere teste de fluoresceina negativo na regido do implante aos sete dias
de pods-operatério, em ceratoplastias lamelares com implante de peritbneo

homalogo.

A analise histolégica observou-se epitelizagdo do implante aos sete dias de
pos-operatorio, levando a aparente divergéncia entre os dados clinicos e
microscopicos. Isso provavelmente ocorreu porque no sétimo dia apenas areas
restritas do implante apresentavam impregnacdo por fluoresceina, assim

provavelmente os cortes histolégicos analisados ndo envolveram essas pequenas
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areas ainda nao epitelizadas. Godoy, Guerra e Barros (2002) avaliaram a
epitelizacdo dos implantes somente pela microscopia e observaram-na completa aos
sete dias de pds-operatorio. Para Souza 2003, o tempo necessario para completa
repitelizagdo esteve entre sete e 15 dias, enquanto Godoy (2005) observou este
fendbmeno aos 15 dias de pds-operatorio. Portanto os resultados encontrados no
presente estudo sdo compativeis com aqueles encontrados em experimentos

anteriores, com relagao ao tempo de repitelizagao do implante.

A neovascularizacdo € a formacdo de vasos em estruturas inicialmente
avasculares, e na cornea pode ocorrer por disturbios inflamatérios, infecciosos,
degenerativos ou traumaticos da coérnea (JIN-HONG CHANG et al., 2001). Fatores
angiogénicos sao liberados pelas células inflamatdrias e pelas préprias células do
local na cérnea (FORRESTER et al., 2002). A neovascularizagao foi observada em
todos os estudos que utilizaram membranas biolégicas na cérnea (ANDRADE et al.,
1999; BARROS et al., 1998; GALERA et al., 2000; GARCIA et al., 1996; GODOY;
GUERRA; BARROS, 2002; MORALES et al., 1996; SOUZA, 2003; TEXEIRA, 2000).
No presente estudo os primeiros vasos foram observados entre os dias seis e dez de
pos-operatorio. O processo de involugdo dos neovasos iniciou-se aos 20 dias de
pos-operatorio, € aos 40 dias estes ja ndo foram observados. Evolugao similar foi
observada por Godoy, Guerra e Barros (2002), com inicio da neovascularizagcdo aos
7 dias, maior intensidade entre 17 e 18 dias quando se iniciou a regressao. Souza
(2003) observou inicio mais precoce deste fendmeno, mas a curva de progressao foi
semelhante a do estudo anterior, e aquela encontrada neste experimento. Na
presenca de uma lesdo corneana neutréfilos, carreados para o local pelo filme
lacrimal, e as células epiteliais produzem fatores de crescimento que estimulam a

neovascularizagao, como parte da resposta inflamatéria da cérnea. Esses vasos



106

formam-se a partir do limbo e surgem entre o terceiro e quarto dias apos a leséao
(FORRESTER et al., 2002; PEIFFER et al., 1999). Safatle (1998) utilizou implantes
de pericardio e membrana amnidtica equinos para analise da neovascularizacdo da
cornea em ratos, € 0s primeiros vasos corneanos apareceram aos 3 dias de pos-
operatorio, progredindo até os 15 dias quando a vascularizagédo atingiu sua maior
intensidade. Observagao semelhante a descrita por Freddo em 2003, com implante

de membrana amniotica xendégena em ratos.

A analise morfolégica a microscopia Optica aos dois dias de pos-operatorio
mostrou formagdo de epitélio em plano simples, principalmente nas regides de
bordos das lesbes. Aos 7 dias o epitélio ja se apresentava estratificado e

pavimentoso, assemelhando-se a estrutura normal (WILKIE; WHITTAKER, 1997).

Lesbes epiteliais da cérnea cicatrizam por reepitelizacéo, processo que envolve
migragéao celular, mitose e diferenciagao (SWANK; HOSGOQOD, 1996). Nas primeiras
4 a 6 horas ap6s a lesao ocorre uma fase de laténcia em que as células reduzem as
suas interconexdes e comegam a se separar. Em seguida as células epiteliais da
periferia da lesdao se achatam e se espalham em diregcdo a area lesada, essas
células aumentam seu conteudo de agua para ganhar volume (DUA; GOMES;
SINGH, 1994). Esta é a fase de cicatrizagdo linear, na qual encontramos as

ceratoplastias do grupo de 2 dias.

A proliferagao celular inicia-se durante a cicatrizacao linear e se intensifica na
fase proliferativa, na qual uma onda de mitoses ocorre na periferia da lesado, as
células migram de forma centripeta, para cobrir o defeito e restabelecer a espessura
epitelial. As células basais sao as principais responsaveis por este mecanismo de

reposi¢ao celular, e por sua vez sao repostas pelas células germinativas do limbo
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(DUA; GOMES; SINGH, 1994). Aos sete dias de pds-operatério houve maior
proliferagcéo celular, levando a formacgao do epitélio pavimentoso estratificado. Godoy
(2005), Godoy, Guerra e Barros (2002), Souza (2003) encontraram evolugao
semelhante com relagdo a epitelizagcdo do implante, embora Souza (2003) tenha
obtido cicatrizagdo mais precoce no grupo que recebeu membrana amnidtica em

comparagao com o grupo que recebeu implante de membrana alantoamnidtica.

Aos 21 dias a epitelizagdo do implante estava completa, a regido de reparagéo
apresentou maior numero de camadas celulares sem, contudo restabelecer sua
arquitetura normal. Godoy (2005) e Gris et al. (2002) também encontraram
hiperplasia epitelial pds-implante de MA, sendo que no segundo estudo, com tempo

de pds-operatdrio mais longo (sete meses).

A formacdo de células epiteliais entre o estroma da cérnea e a membrana
amnidtica que ocorreu em um dos animais neste experimento, foi relatada
anteriormente por Godoy (2005), Souza (2003) e Teixeira (2000), este fenbmeno
parece estar associado ao infiltrado de células epiteliais, sob a membrana no

momento da sutura.

Aos dois dias a celularidade no tecido implantado ainda é baixa, mas ja sao
identificados fibroblastos e polimorfonucleares. Aos sete dias ainda foi possivel
identificar o tecido implantado, mas ha proliferacdo fibroblastica no seu interior e
discreto infiltrado inflamatdrio, ainda representado pelos polimorfonucleares. Aos 21
dias o tecido implantado encontrava-se incorporado ao tecido da cérnea, com alta
celularidade, presenca de fibrocitos e fibroblastos. No entanto as fibras colagenas
apresentaram-se mais densamente dispostas no estroma na area do implante. Nesta

fase ja ndo foram identificada células inflamatérias. Com 40 dias de evolugéo a
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integracdo do implante ao estroma foi total, com maior densidade das fibras
colagenas nesta regido, mas o infiltrado celular por fibrécitos e fibroblastos estava
reduzido. Ao PAS nesta fase a lamina basal estava completamente reconstituida.
Segundo Swank e Hosgood (1996) a regeneragdo da membrana basal pode levar

semanas ou meses, e até entdo a adesao do epitélio ao estroma esta prejudicada.

Brown et al. (1995) demonstraram com a insercdo de um disco poroso no
estroma da cérnea, que os ceratdcitos estromais invadem o implante e passam a
produzir colageno e glicosaminoglicanas, levando a incorporag&o do implante, como
observado no presente estudo. No experimento de Souza (2003) a proliferacao de
fibroblastos iniciou-se aos 15 dias e perdurou até o final da avaliacdo. Godoy,
Guerra e Barros (2002), avaliando implante de membrana fetal eqliina ja observaram
intensa proliferacdo celular aos sete dias e 60 dias a celularidade no implante ja foi
considerada baixa. Barros et al. (1998) utilizando membrana amnidtica eqlina em
lesdes penetrantes relataram presenca de fibroblastos persistente até os 60 dias de
pos-operatorio, diferindo dos resultados encontrados por nés aos 40 dias. Invasao
do implante por fibroblastos também foi descrita por Gris et al. (2002), em cérneas
com trés e sete meses pos-implante de MA. A presenca dos fibroblastos, formando
novas fibras colagenas em permeio as fibras do implante (BROWN et al., 1995)
resultou em maior densidade de fibras colagenas na regido da cicatriz observada

aos 21 e aos 40 dias de pds-operatorio.

Na presenca de uma lesdo epitelial na cérnea, inicialmente os
polimorfonucleares atingem a regido por meio do filme lacrimal, e tem origem na
conjuntiva e vasos limbicos. Estas células produzem citocinas que estimulam a

migrac&o de fibroblastos e a angiogénese (PEIFFER et al., 1999). Aos dois dias de
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pos-operatorio os polimorfonucleares presentes apenas nos bordos das lesdes, na
regido dos pontos de sutura e em pequena quantidade. Aos sete dias o infiltrado
inflamatdrio foi maior, mas ainda considerado discreto. E nos tempos de observacao
seguintes, 21 e 40 dias, estas células ja nao foram encontradas na regiao receptora

do implante.

A auséncia de infiltrado inflamatério foi descrita por Godoy, Guerra e Barros
(2002) e por Barros et al. (1995) aos 15 dias. As observagbes de Souza (2003)
foram ligeiramente diversas com relagdo a este aspecto, pois relata maior infiltrado
inflamatorio aos dois, com redug¢do da quantidade de células ja aos sete dias, além
do achado de células mononucleares a partir desta fase. Godoy (2005) comparou a
resposta da cornea de coelhos a membrana amnidtica alégena e xendgena, € no

segundo grupo a resposta foi mais intensa e prolongada.

Teixeira (2000) aplicou pericardio xenégeno em ceratoplastias lamelares e a
resposta inflamatéria foi mais intensa em todos os tempos quando comparada aos
estudos que utilizaram membrana amnidtica, sendo representada por
polimorfonucleares e mononucleares e nas fases mais tardias houve predominio dos
mononucleares. A justificativa para estas diferengas estad nas caracteristicas
inerentes a membrana amnidtica, na sua presenca a inflamacao da superficie ocular
€ significativamente menor, e a MA reduz a invasdo por polimorfonucleares e
também acelera a apoptose dessas células (ZHOU SHIYOU, CHEN JIAQI, FENG
JINFA, 2003). A membrana amnidtica reduz a expressdo de citocinas pro-
inflamacé&o, contém inibidores das proteinases, proteinas antiinflamatérias (HICK et
al., 2005), e € um tecido imunoprivilegiado (GOMES et al., 1999; KUBO et al., 2001;

SHIMAZAKI et al., 1997).
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A imunomarcacao da cornea foi realizada com objetivo de avaliar a evolugao da
cicatrizacdo com relacao a constituicido do estroma e se possivel determinar o tempo
aproximado de permanéncia do implante antes de ser substituido por colageno
cicatricial.  N&ao foram encontrados na literatura estudos anteriores sobre a
composi¢cao colagena da cornea do cdo normal, ou sobre seu comportamento
durante a cicatrizagdo. Portanto a discussao dos resultados s6 podera se basear em
informacdes provenientes de estudos realizados em outras espécies, sendo que as

cérneas de aves e humanas sao as mais frequentemente estudadas.

E preciso considerar que algumas dificuldades foram encontradas para
realizacado desta fase do experimento. No preparo das laminas para Imunomarcagao
sdo necessarios banhos com substancias como xilol, alcool e PBS, além da digestao
em pepsina para exposicao dos epitopos de superficie do colageno. Por ser a
cornea um material extremamente delicado, por diversas vezes o0s cortes se
soltavam das laminas durante este preparo, levando a perda significativa de
material. Assim nao foi possivel a realizacao adequada desta técnica nas amostras
de todos os animais. Mas tivemos amostras adequadas em animais de todos os

tempos de avaliagao, que nos permitiu analise adequada dos resultados.

A metodologia empregada no preparo das laminas foi adaptada a partir da
descricdo de Teodoro et al. (2004). As imunofluorescéncias para cérnea, descritas
anteriormente na literatura foram realizadas de diferentes formas, mas
principalmente usando a enzima colagenase para digestdo do material
(LINSENMAYER et al, 1989; WHITE et al., 1997) e exposi¢cdo dos epitopos do

aolageno, optamos por testar pepsina para este fim, por ser o método mais
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empregado na rotina do laboratério, como conseguimos a marcagdo adequada, este

foi o método de escolha para realizacdo do estudo.

A transparéncia da cornea € uma propriedade fisica unica, necessaria para
manutencdo de sua fungdo, assim o estroma da cérnea é formado por fibras
pequenas e uniformes em diametro, que s&o regularmente distribuidas ou
organizadas em lamelas paralelas e ortogonais (BIRK, 2001; MICHELACCI, 2003;

WHITE et al., 1997).

A matriz extracelular no estroma € composta principalmente por colageno tipo |,
V, VI e Xll, e glicosaminoglicanas (keratan sulfato e dermatan sulfato) (CONNON;
MEEK, 2004). O tipo | € o principal, sendo um colageno fibrilar (GELSE et al., 2003;
MICHELACCI, 2003) componente de tecidos como a cérnea, tendao, derme, 0sso e
cartilagem (MICHELACCI, 2003), na cornea esta associado ao tipo V em fibras
heterotipicas, cuja presencga nas fibrilas € um fator que limita o seu crescimento

(BIRK, 2001; LINSENMAYER et al., 1985; MEEK & BOOTE, 2003).

Pudemos observar por meio da imunomarcagao que o colageno tipo | faz parte
das fibras lamelares e esta distribuido de forma homogénea ao longo de todo
estroma na cornea, achados compativeis com as descricdes realizadas por Birk,
2001, Linsenmayer et al., 1985 e Meek e Boote, 2003. O implante mostrou-se
intensamente marcado para este tipo de colageno, também conforme descrito na
literatura (DUA et al., 2004), sua identificagao foi possivel nas cérneas de Gll e Gll (2
e 7 dias). Em Glll (21 dias), na area da lesao, o colageno tipo | mostrou-se mais
fortemente marcado do que em outras areas da coérnea, indicando aumento da
expressao deste tipo, nas fibras durante esta fase da cicatrizacao, principalmente no

terco anterior do estroma, regiao receptora do implante.
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O colageno tipo Il é descrito como presente no estroma corneano em
pequenas propor¢cdes, podendo aumentar em processos de cicatrizacdo e
inflamagéo (CINTRON et al., 1988; FEATHERSTONE et al., 2001; MICHELACCI,
2003). No presente estudo este colageno mostrou expressdo muito pequena por
entre as fibras colagenas de todo o estroma da cdérnea. Aos dois dias de poés-
operatdrio ndo foi possivel observar a presenca da membrana na superficie da lesao
nas laminas utilizadas para marcar o tipo lll, provavelmente porque esta se perdeu
durante o preparo do material. Mesmo assim pode-se notar um discreto aumento na
marcagao do colageno tipo Illl na regido mais superficial do estroma exposto, como
esperado a partir das informagdes encontradas na literatura. No grupo de 7 dias
persiste este padrdo de distribuicdo, porém foi possivel identificar a membrana
densamente marcada. A membrana amnidtica é rica em colageno Il (DUA et al.,
2004). Assim, o aumento da concentragdo do colageno IlI foi um fenémeno
observado nos grupos Gl e Gll. Nos animais de Glll (21 dias) e GIV (40 dias) o
padrdao do colageno Ill estava restabelecido na regido do implante, indicando
remodelamento do tecido implantado, ja que o colageno Il foi identificado na
membrana amnidtica. Essa informacgao importante indica que estroma da membrana

foi substituido pelo colageno cicatricial ja nesta fase.

Gris et al. (2002) relacionaram o tempo necessario para reabsorgao da MA a
resposta inflamatéria e vascularizagdo que ocorrem no pds-operatorio, quanto
maiores estas respostas maior sera o aporte celular no local, levando a reabsorcao
mais precoce do tecido implantado. O menor tempo de avaliagdo usado por estes
autores foi de trés meses, significativamente maior que aqueles avaliados neste
experimento, dificultando a comparacgao dos resultados. O mesmo pode ser dito com

relacdo aos resultados publicados por Tosi et al. (2005), que analisou as cérneas
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com dois a 20 meses apds o implante, e n&o encontrou resquicios de membrana em
nenhuma delas. O assunto ainda & controverso inclusive porque cada autor que o
estudou usou um método de avaliagao diferente (GRIS et al., 2002; STOIBER et al.
2002; TOSI et al., 2005). Dentre os relatos anteriores apenas Tosi et al. (2005) usou
a imunomarcagao do colageno lll para verificar a presenga ou ndo de resquicios de
membrana nas corneas receptoras. Foram examinadas quatro corneas de pacientes
que receberam a MA com intervalo de 2 a 20 meses entre a cirurgia e o exame
morfolégico. Em todos a imunomarcagéo para colageno Il no estroma foi negativa,

indicando auséncia de resquicios da membrana implantada.

Mesmo apés a dissolugdo da MA, a superficie ocular permanece estavel e o
estroma mantém sua espessura (KRUSE et al.,, 1999; LEE & TSENG, 1997).
Segundo Stoiber et al. (2002) apés o implante, a membrana amnidtica é
transformada em tecido semelhante ao estroma, pois é invadida pelos ceratdcitos,
que reorganizam e transformam a matriz extracelular, produzindo fibras colagenas
que sao dispostas em arranjo ortogonal as vizinhas permitindo a passagem da luz
através da cornea. Esse processo de reorganizagdo pode explicar o aumento da
transparéncia do implante com o tempo, apesar da maior densidade das fibras
colagenas no local, pois aos 40 dias, clinicamente, havia apenas uma nébula no

local do implante.

O colageno tipo V esta presente na membrana amnidtica, que se
apresentou intensamente marcada em Gl e Gll (DUA et al., 2004). No estroma da
cérnea o colageno tipo V esta associado ao tipo | em fibras heterotipicas, esta
associagdo determina a formacdo de fibras pequenas (IMAMURA et al., 2000;

CHANUT-DELALANDE et al., 2001; WHITE et al., 1997), em nosso estudo tipo V foi
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marcado de forma homogénea em todo estroma da cérnea, como descrito na
literatura. Os epitopos do colageno V estdo fechados nas fibras heterotipicas e
somente sao expostos apds a digestdo parcial do tipo |, Lisenmayer et al. (1990)
recomendaram o uso de enzima colagenase especifica para tipo | para este fim. No
entanto, a pepsina foi eficaz na digestdo das fibras heterotipicas e exposi¢ao dos

epitopos do tipo V, permitindo assim sua observagao no estroma da cornea e na MA.

Aos dois, sete e 21 dias, houve um discreto aumento na concentracdo destas
fibras no estroma proximo ao implante. Porém sua distribuicdo voltou aos padrbes
anteriores e observados em segmentos de cdornea nao lesada, aos 40 dias,

mostrando remodelamento do colageno na cicatriz.

Estes resultados sdo semelhantes aqueles obtidos por Saika et al. (1996), que
também observaram aumento na expressao dos colagenos Ill e V no estroma da
cornea em fases iniciais da cicatrizagcao e predominancia do tipo | em fases mais

tardias da cicatrizacdo estromal.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pudemos concluir que:

- A membrana amnidtica equina mostrou-se viavel como implante em cornea de cao,
sendo incorporada ao estroma, resultando em restabelecimento aceitavel da

transparéncia no local da les&o.

- A membrana amnidtica equina ndo ocasionou resposta de rejeicdo no tecido

receptor.

- O colageno tipo | tem sua deposicdo no colageno da coérnea aumentada
tardiamente na cicatrizagdo estromal. Ja o tipo Ill, aumenta de forma discreta nas
fases iniciais da cicatrizacao e o tipo V tem sua concentracao intensificada durante
toda cicatrizacdo. Aos 40 dias todos os tipos de colageno estudados voltaram a

apresentar a sua distribuicdo padrao no estroma da cornea.

- Os colagenos tipo I, Ill, e V estdo presentes na membrana amnidtica equina.

- O colageno da membrana amniética foi remodelado e substituido aos 21 dias de

pos-operatorio.

- A pepsina foi eficiente na digestdo das fibras e exposicdo dos epitopos dos

colagenos | e V, das fibras heterotipicas.
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