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RESUMO

Objetivo: Avaliar as caracteristicas morfologicas da membrana amni6-
tica desepitelizada por diferentes técnicas. Métodos: A membrana
amniodtica humana foi coletada no momento do parto, fixada em concen-
tracdes crescentes de glicerol (0-50% em DMEM) e preservada a 80°C
até a hora de ser usada. O estudo consistiu de 4 grupos: epitélio intacto
(controle) e membranas desepitelizadas pela tripsina (2 mg/mL a 1:250),
dispase (1,2 U/mL em solucio salina balanceada de Hank livre de Mg**
e Ca?) e acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA), 0,02%). As amos-
tras foram submetidas a analise por microscopia eletronica (de varredu-
ra e de transmissao). Resultados: A microscopia eletronica de varre-
dura mostrou epitélio intacto no grupo controle e sua auséncia nas
membranas amnidticas desepitelizadas pela tripsina e pela dispase.
Nagquelas tratadas com o 4cido etilenodiaminotetra-acético, havia dreas
com e sem epitélio. Quando avaliadas pela microscopia eletronica de
transmissao, o epitélio estava intacto e firmemente aderido a membrana
basal através de hemidesmossomos nos grupos controle e em parte do
acido etilenodiaminotetra-acético. Havia apenas fibras coldgenas nas
membranas tratadas com dispase e tripsina. Conclusoes: O tratamento
da membrana amnidtica com tripsina e dispase pode causar completa
retirada do epitélio e da membrana basal, ao passo que o 4cido etileno-
diaminotetra-acético pode preservar dreas com epitélio intacto e parcial-
mente destruir a membrana basal em outras.

Descritores: Amnio; Acido edético; Doencas da cérnea; Tripsina; Endopeptidases;
Microscopia eletrdnica

INTRODUCAO

A membrana amnidtica vem sendo rotineiramente utilizada em oftalmo-
logia no tratamento de afecc¢des da superficie ocular. Sua utilizag¢do baseia-
se na capacidade de beneficiar o processo de epitelizacdo, além de reduzir
os processos inflamatérios, angiogénicos e cicatriciais). As principais
indicag¢des do uso de membrana amnidtica sdo: defeitos corneanos persis-
tentes ou recorrentes®?, perfuracdes corneanas®®, reconstrugdes con-
juntivais® como enxerto apds a remogdo cirdrgica de pterigio e tumores®
simbléfaros severos”, como oclusor de pontos lacrimais em casos de olho
seco™, no tratamento de bolhas filtrantes com vazamentos®™ e nas recons-
trugdes palpebrais®.

Em um modelo experimental de deficiéncia total de limbo em olhos de
coelhos, foi observado que 77% dos animais que foram submetidos ao
transplante de membrana amnidtica apresentaram recuperagao total ou par-
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cial da superficie ocular®. O grupo controle, que néo recebeu
membrana amnidtica, desenvolveu vascularizagdo e opacida-
de corneanas em 100% dos casos. Esses excelentes resultados
podem ser explicados pelas caracteristicas inatas da membra-
na amnidtica, que possui uma membrana basal espessa e pro-
priedades antiinflamatdrias, antiapoptdticas e inibitérias da
cicatrizag@o, provavelmente relacionadas a presenca e/ou ini-
bicdo de fatores de crescimento*-1V,

Em 1998 alguns autores estudaram o transplante de mem-
brana amnidtica em 31 olhos de 26 pacientes com deficiéncia
limbar leve, moderada e severa'". A epitelizacdo completa
ocorreu em 93,5% dos pacientes (2 a 4 semanas, sendo que
83% dos pacientes apresentaram melhora da acuidade visual).
Em 1999 outros autores relataram os resultados a longo prazo
(3 anos) do uso de transplante de células germinativas limbi-
cas e membrana amnidtica no tratamento de casos severos de
ceratoconjuntivites cicatriciais'?. Esses autores observaram
epitelizagdo corneana em 51% dos casos e melhora da acuida-
de visual em 60% dos casos, resultados animadores para ca-
sos graves de doencas da superficie ocular que até entdo
apresentavam progndstico sombrio.

A membrana amnidtica tem sido utilizada como substrato para
proliferacgdo in vitro de células-tronco do limbo, conhecida como
cultura ex vivo. Posteriormente, a membrana amnidtica € trans-
plantada para o olho e as células cultivadas se diferenciam no
epitélio corneano. Para conseguir isso, diferentes protocolos t€ém
sido tentados usando células derivadas de explante de tecido
limbico"*'» ou suspensio de células epiteliais, com ou sem pré-
via expansdo em camada nutridora de fibroblasto 3T3¢!7,

Nao é bem conhecido, precisamente, se o substrato ideal
para expansao ex vivo das células-tronco do epitélio corneano
para reconstruc¢ao da superficie ocular seria obtido a partir de
membrana com ou sem seu epitélio. Alguns trabalhos mostra-
ram os potenciais beneficios da membrana intacta enquanto
outros mostram melhores resultados com a membrana desepi-
telizada"*'". A desepitelizag¢@o pode ser conseguida utilizan-
do-se dispase, tripsina ou 4cido etilenodiaminotetra-acético
(EDTA). No entanto, ndo ha trabalhos mostrando as diferen-
¢as microscOpicas na membrana nesses métodos. Portanto, o
objetivo deste estudo foi investigar as caracteristicas morfo-
l6gicas da membrana amnidtica desepitelizada por diferentes
processos quimicos.

METODOS

1. Obtencgao e preparacdo da membrana amnidtica

A obtengdo e o processamento da membrana amnidtica
foram realizados de acordo com as normas do protocolo apro-
vado pela Comissdo de Etica da UNIFESP/EPM. Essas normas
baseiam-se no protocolo proposto por alguns autores®, se-
guindo as premissas impostas pela United States Food and
Drug Administration (FDA) e The American Association of
Tissue Banking (AATB).
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A membrana amnidtica foi obtida a partir das placentas
provenientes de cesdreas eletivas de pacientes do Departa-
mento de Obstetricia e Ginecologia da UNIFESP e Hospital
Maternidade S@o Luiz, apds consentimento assinado pelas
gestantes. Todas essas pacientes tiveram exames soroldgicos
negativos para HIV-1, Hepatite B (HBsAg) e sifilis (VDRL),
que foram re-confirmados pela realizagao de sorologia do san-
gue do corddo umbilical ap6s o parto. Apds 6 meses, a doado-
ra foi submetida a novos testes soroldgicos para excluir o
risco de infeccdo por HIV.

Apés a obtencdo da placenta no centro cirtrgico obstétrico,
procedeu-se a sua lavagem com o uso de soro fisiol6gico 0,9%
em ambiente estéril. Posteriormente, o amnio foi separado do
cérion com a utilizacdo de tesoura e pinga estéreis e estendido
sobre um filtro de nitrocelulose estéril (Millipore, Bedfort, MA,
EUA) com a face epitelial para cima. A membrana e o filtro foram
lavados com solugdo tampao fosfato contendo 1.000 U/mL de
penicilina, 20 mcg/mL de estreptomicina e 2,5 mcg/mL de
anfotericina B (Ophthalmos, Sao Paulo), cortados em fragmen-
tos de aproximadamente 3x3 cm, colocados em um recipiente
estéril contendo glicerol (Baxter Healthcare Corporation, Stolle
Mountain, GA, EUA) e meio de preservagdo de coérnea (Oph-
thalmos, Sdo Paulo) na proporc¢do de 1:1 e congelados a - 80°C.
Amostras de cada membrana obtida foram enviadas para estu-
do histopatolégico e microbiolégico (bacterioscopia e cultura).
O tempo mdaximo para utilizacdo das membranas foi de 3
meses apés a congelagdo®.

Foram coletados 8 fragmentos, medindo cerca de 3x3 cm,
da membrana amnidtica. Estes foram divididos em 4 grupos:

 Grupo controle: ndo foi feita desepitelizacdo da membrana.

* Grupo dispase: a membrana foi desepitelizada pela dis-
pase (1,2 U/mL em Mg**- e solugdo salina Hank livre de Ca*")
por 15 a 30 minutos, seguida por fric¢do mecanica para remo-
ver as células epiteliais amnidticas.

e Grupo tripsina: amembrana foi desepitelizada pela tripsi-
na (2 mg/mL a 1:250) a 37°C por 30 minutos, seguida por fric¢io
mecanica para remover as células epiteliais amniéticas.

e Grupo EDTA: a membrana foi desepitelizada pelo dcido
etilenodiaminotetra-acético 0,02% (EDTA) a 37°C por 2 horas,
seguida por friccdo mecanica para remover as células epiteliais
amnioticas.

Todas as amostras foram divididas ao meio e enviadas
tanto para microscopia eletronica de varredura quanto de
transmissao.

2. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A membrana amniética foi lavada em tampao cacodilato,
(0,2M, pH 7) para retirar o meio de preservacao e foi colocada
em fixador Karnovsky modificado (paraformaldeido 2%, gluta-
raldeido 2,5%, CaCb 25 mg/ml) (Sigma Chemical, St. Louis,
MO, EUA) por 24h, a 4°C. Apés desprezar o fixador, o tecido
foi deixado em tampao cacodilato (EM Sciences, Philadelphia,
PA, EUA) por 24h a 4°C. Iniciou-se inclusdo colocando o
tecido em solugdo de 6smio a 2% (EM Sciences, Philadelphia,
PA,EUA) por 1h em temperatura ambiente. O tecido foi lavado
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2 vezes por 1 minuto, em dgua bidestilada e colocado em
solugdo de acetato de uranila (uranila 0,5% e sacarose 13,3%)
(EM Sciences, Philadelphia, PA, EUA) por 30 minutos. Ap6s 2
lavagens em dgua bidestilada, o tecido foi desidratado em
etanol 70% por 30 minutos, etanol 90% por 30 minutos e etanol
100% por 40 minutos. Colocou-se o tecido em 6xido de propi-
leno (EM Sciences, Philadelphia, PA, EUA) por 40 minutos, e,
depois, em uma mistura de 2 partes de 6xido de propileno para
1 parte de resina Araldite (EM Sciences, Philadelphia, PA,
EUA) por 4 horas em agitador orbital. A resina foi desprezada
e colocada no tecido na mistura de 1 parte de 6xido de propile-
no para 1 parte de Araldite, que foi deixado sem tampa, por 16
as 18h, em agitador orbital. O tubo contendo tecido foi trans-
ferido em resina para camara de vicuo por 4 a 5 horas e,
depois, colocou-se cada peca do tecido em blocos préprios
para MET. Cada peca de tecido foi deixada polimerizar a 60°C
por 48 horas e foi seccionada em cortes finos (0,3 a 0,5 um) e
ultrafinos (70 a 90 nm) para observagdo microscépica.

3. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

O tecido foi lavado em tampa@o cacodilatado (0,2M, pH 7)
para retirar o meio de preservagdo e foi colocado em fixador
Karnovsky modificado (paraformaldeido 2%, glutaraldeido
2,5%, CaCl 25 mg/ml) por 24 horas a 4°C. Desprezou-se o
fixador e o tecido foi deixado em tampao cacodilatado por 24
horas a 4°C. Iniciou-se inclusdo colocando o tecido em solu-
¢do de 6smio a 1% por 1 hora em temperatura ambiente. O
tecido foi lavado por 30 minutos (3 trocas de 10 minutos cada)
em tampao cacodilatado 0,1M e colocado em solucao de dcido
tanico a 1% por 30 minutos. Apds 2 lavagens com dgua bides-
tilada, colocou-se o tecido em solucdo de 6smio a 1% por 30
minutos. O tecido foi lavado em 4dgua bidestilada por 15 minu-
tos e desidratado em concentragdes crescentes de etanol (50,
70, 90 e 100%, 20 minutos cada). Com o material em etanol a
100%, foi colocado em aparelho de ponto critico (Balzers, mo-
delo CPD-030). O material foi transferido para o “stub” metélico
e submetido ao processo de metaliza¢do com ouro (aparelho de
“sputtering”, Balzers, modelo SCD-050). Posteriormente, foi fei-
ta a andlise por microscopia eletrdnica de varredura.

RESULTADOS

As imagens da microscopia eletrdnica podem ser vistas nas
figuras 1 a4. A microscopia eletronica de varredura mostrou um
epitélio intacto no grupo controle e sua auséncia nas membra-
nas amnidticas desepitelizadas pela tripsina e pela dispase.
Naquelas tratadas com o EDTA, havia dreas com e sem epitélio.

Quando avaliadas pela microscopia eletronica de transmis-
sdo, o epitélio estava intacto e firmemente aderido a membrana
basal através de hemidesmossomos nos controles. Havia ape-
nas fibras coldgenas nas membranas tratadas com dispase e
tripsina. O EDTA causou pobre desepitelizacdo (mantendo
hemidesmossomos). Em algumas dreas, néo sé o epitélio como
também a membrana basal foram extraidos.

¥

Figura 4 - MET e MEV, respectivamente, da membrana amniética dese-
pitelizada por tripsina mostram apenas fibras colagenas

DISCUSSAO

A membrana amnidtica possui espessura que varia de 0,02
20,5 mm. E composta por uma camada tinica de células epite-
liais colunares, que se tornam cubdides e mais planas no
amnio extra-placentdrio. Essas células repousam sobre uma
membrana basal composta principalmente de coldgeno do tipo
IV e VII, laminina e fibronectina®. O mesénquima subjacente
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consiste de matriz composta principalmente de coldgeno do
tipo I, [T e V, entremeada por células tipo fibroblasto.

As células epiteliais amnidticas sdo aderidas umas as outras
por numerosos desmossomos. Sua superficie basal apresenta
dobras, que se interdigitam com a lamina basal, a qual € fixada
por numerosos hemidesmossomos'?.

Foi mostrado que as células epiteliais da membrana am-
nidtica produzem neurotransmissores, neuropeptideos, fato-
res neurotréficos e fator de crescimento derivado do pigmento
(PEDF). Todos esses podem promover o crescimento e fun-
cionamento das células epiteliais corneanas em meio de cul-
tura®-??, Além disso, foi demonstrado que as células-tronco
epiteliais cultivadas na membrana amniética com epitélio in-
tegro se tornam menos diferenciadas e retém sua funcao por
um periodo mais longo@®*2¥,

No entanto, também foi demonstrado que resultados me-
lhores podem ser obtidos com a forma desepitelizada®. De
fato, a desepitelizagdo da membrana com EDTA num outro
estudo manteve integras a membrana basal e a 1amina densa.
Estas, por sua composicdo semelhante a da por¢do apical da
camada de Bowman corneana, mostraram-se fundamentais pa-
ra a adequada adesdo das células-tronco corneana®. Portan-
to, a preservacdo da membrana basal e da 1amina densa tem se
mostrado essencial para a expansdo ex vivo das células-tron-
co corneanas. Apesar da amostragem limitada, essas caracte-
risticas da membrana amnidtica ndo foram obtidas neste tra-
balho quando realizada a desepitelizacdo com dispase e trip-
sina. Talvez fosse necessario menor tempo de exposicdo a
essas substancias. Quanto ao EDTA, na concentracdo e no
tempo usados, mostrou-se incapaz de remover completamente
o epitélio. A adi¢do de maior debridamento mecanico poderia
ser realizado a fim de remover as dreas de epitélio remanescen-
tes. Diferentemente das outras técnicas, o EDTA, mesmo des-
truindo algumas dreas, preservou melhor a membrana basal da
membrana amnidtica.

CONCLUSOES

Em conclusao, o tratamento da membrana amnidtica com
tripsina e dispase pode causar completa retirada do epitélio e
da membrana basal, enquanto o EDTA pode preservar dreas
com epitélio intacto e parcialmente destruir a membrana basal
em outras.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the morphological features of the am-
niotic membrane denuded by different techniques. Methods:
Human amniotic membrane was collected at the time of deli-
very, fixed in increasing concentrations of glycerol (0-50% in
DMEM) and preserved at -80°C until the time of use. The
study consisted of 4 groups: intact epithelium (control) and
denuded by trypsin (2 mg/mL at 1:250), dispase (1.2 U/mL in
Mg>* and Ca* free Hank’s balanced salt solution) or ethylene-
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diaminetetraacetic acid (EDTA), 0.02%. Specimens were sub-
mitted to electron (scanning and transmission) microscopy
analysis. Results: Scanning electron microscopy disclosed
intact epithelium in the control group and its absence in the
amniotic membranes denuded by trypsin and dispase. In tho-
se denuded by ethylenediaminetetraacetic acid there were
areas with and without epithelium. When assessed by trans-
mission electron microscopy, the epithelium was intact and
firmly adhered to the basement membrane by hemidesmosso-
mes in controls and in parts of ethylenediaminetetraacetic acid
group. There were only collagen fibers in the dispase- and
trypsin-treated groups. Conclusions: Trypsin and dispase
treatment of the amniotic membrane may cause complete
denuding of the epithelium and basement membrane whereas
ethylenediaminetetraacetic acid may leave some intact epithe-
lium-areas and partially destroy the basement membrane in
others.

Keywords: Amnion; Edetic acid; Corneal diseases; Trypsin;
Endopeptidases; Microscopy, electron
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