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RESUMO

Avaliaram-se, por meio da analise clinica, histopatologia e imunoistoquimica, os efeitos da aplicagdo da
membrana amnidtica xenogena fresca e conservada em glicerina, sobre os mecanismos imunoldgicos da
superficie ocular. Para tal, utilizaram-se 40 coelhos, distribuidos em dois grupos experimentais, os quais foram
avaliados por 21 dias. A avaliac@o clinica revelou que a membrana amnidtica xenogena conservada em glicerina
estimulou uma resposta inflamatoria aguda maior que a membrana aplicada fresca. A analise histopatologica
indicou que ambas se comportaram de forma semelhante a partir da primeira semana de pods-operatorio,
apresentando as alteragdes classicas da resposta inflamatéria da cornea, com o predominio de infiltrado do tipo
polimorfonuclear. A analise imunoistoquimica indicou que, ainda aos 21 dias, a resposta imune local ¢
inespecifica, permitindo concluir que a resposta imune especifica na cornea ¢ tardia e que a cornea € um sitio
privilegiado para aplicacdo de enxertos com caracteristicas imunoldgicas diferentes, visto que ndo houve o
estimulo para o desenvolvimento de uma resposta mais especifica nos grupos avaliados durante toda a execugao
do experimento.
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ABSTRACT

The dynamics of the inflammatory response and the mechanism involved in the healing process of cornea treated by
keratoplasty, applying fresh and glycerin preserved xenogenous amniotic membranes as method to cover experimental
ulcers were studied using 40 rabbits. The animals were allotted into two groups and evaluated during 21 days. The
eyes were evaluated by histopathological study and immunohistochemical reaction. The clinical evaluation showed
that the xenogenous amniotic membrane preserved in glycerin stimulated a greater acute inflammatory response than
the one caused by fresh membrane. The histopathological analysis indicated that both membranes reacted in a very
similar way from the first week post-surgery, presenting the classical alterations of the inflammatory response on the
cornea. The immunohistochemical technique indicated that in no moment of the observation, the local immunologic
response was specific. It was concluded that the specific immunologic response on the cornea took place later and that
is a privileged site to use grafis with different immunological characteristics, once there was not a stimulus to the
development of a more specific response in none of the evaluated groups throughout the experiment.
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INTRODUCAO

A transparéncia da coérnea é um atributo
fundamental para a perfeita formagdo da
imagem pelo aparelho visual. Esta qualidade
estd relacionada a algumas caracteristicas que
diferenciam a cornea de outros tecidos. Dentre
as mais peculiares destacam-se a auséncia de
vasos sangiiineos e linfaticos, auséncia de
pigmentos, disposicdo ortogonal das fibras de
colageno, presenca de fibras nervosas
amielinicas, epitélio ndo queratinizado e baixo
indice de hidratacdo, que mantém o arranjo
perfeito de suas camadas. Porém, varias
enfermidades podem comprometer estas
caracteristicas, interferindo na transparéncia da
cornea e, assim, limitando a capacidade da visdo
(Scroggs e Klintworth, 1992; Barros et al., 1998;
Gelatt, 1999; Chen et al., 2000; Ti e Tseng,
2002).

Dessa forma, conhecendo-se as conseqiiéncias
das lesdes da cornea sobre a acuidade visual, e
com base nos seus mecanismos de reparacdo
diante dos diversos processos morbidos, torna-se
necessaria a rapida instituicio de medidas
terapéuticas eficazes. O tratamento das lesdes
corneanas abrange procedimentos clinicos e
condutas cirirgicas, sendo que a instituicdo de
um ou de outro depende do diagndstico correto
da causa primaria, bem como da identificagdo
dos agentes secundarios envolvidos e da
criteriosa avaliagdo dos danos causados a cornea
(Monteiro et al., 2000; Sridhar et al., 2000;
Anderson et al., 2001; Kjaergaard et al., 2001).

Varios métodos de reparagdo cirirgica das
lesdes corneanas tém sido estudados ao longo de
mais de 200 anos de pesquisas. Ja no século
XVIII, Quengsy, em 1789, citado por Guimaraes
(1979), propos a utilizagdo de placas de vidro
em substituicdo as corneas lesadas. A partir
dessa €poca, varios estudos envolvendo técnicas
de ceratoplastia foram desenvolvidos, com
énfase, nos ultimos anos, para a utilizagdo de
membranas fetais (Matthews et al., 1982; Wang
etal., 2001; Woo et al., 2001).

O transplante de membrana amniotica tem sido
indicado como método coadjuvante no
tratamento de inumeras doengas oculares
relacionadas a superficie do olho, como a
reconstrucdo de defeitos primarios da cérnea e o
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tratamento das moléstias epiteliais recorrentes
ou refratarias a outros tipos de tratamento,
associadas ou ndo a deficiéncia de células
limbais. Existem também relatos da utilizagdo
da membrana amnidtica no tratamento do
pterigio e da sindrome de Stevens-Johnson em
humanos, do seqiiestro corneano dos felinos, na
correcdo de cicatrizes corneanas secundarias a
outras enfermidades inflamatérias cronicas da
superficie ocular e na reconstrucdo de defeitos
secundarios a ressec¢do de tumores (Honavar et
al., 2000; Ma et al., 2000; Espana et al., 2002; Ti
e Tseng, 2002; Barabino ¢ Rolando, 2003;
Espana et al., 2003; Kavinski et al., 2004).

Apesar do grande avanco nas pesquisas que
envolvem a utilizagdo de membranas bioldgicas
no tratamento das doengas que atingem a
cornea, pouco tem sido feito com o objetivo de
se estudar como a superficie ocular reage ao
contato de material Dbioldégico estranho
(Matthews et al., 1982; Choi e Tseng, 2001;
Anderson et al., 2001; Dekaris et al., 2001;
Espana et al., 2003).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar, por
métodos macroscopicos € microscopicos, a
cinética da resposta inflamatoria da superficie
ocular, quando sensibilizada pela presenca de
biomaterial imunogenicamente estranho ao
receptor, e padronizar a técnica de
imunoistoquimica em tecidos criopreservados
para o estudo dos mecanismos imunologicos da
superficie ocular.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 coelhos da raga Nova
Zelandia, distribuidos aleatoriamente em dois
grupos experimentais com 20 animais cada. No
grupo 1 (Gl), foi realizada ceratoplastia com
membrana amnidtica xendgena conservada em
glicerina ¢ no grupo 2 (G2), ceratoplastia com
membrana amnidtica xenogena a fresco. Apos a
distribuicdo dos animais de acordo com o
tratamento proposto, cada grupo foi dividido
aleatoriamente em quatro subgrupos de cinco
animais cada. Determinou-se, para cada
subgrupo, um periodo pos-operatorio para
avaliagdo da evolucdo clinica e colheita do
material necessario a avaliagdo da metodologia
proposta como segue: subgrupo 1 (T1), 72
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horas; subgrupo 2 (T2), 7 dias; e subgrupo 3
(T3), 14 dias e subgrupo 4 (T4), 21 dias.

A membrana amniética foi obtida de bovinos no
momento do abate e preparada conforme
metodologia descrita por Kim e Tseng (1995). A
membrana utilizada no G1 foi cortada e
colocada sobre discos de nitrocelulose de 10 cm
de didmetro, com a por¢do epitelial voltada para
cima ¢ a por¢do representada pela membrana
basal em contato com o papel. Os discos
contendo a membrana foram mantidos em
solugio de glicerina a 100% a 4°C, por um
periodo de 30 dias. A membrana amnidtica
xenogena a fresco utilizada na ceratoplastia do
G2 foi obtida de forma semelhante e utilizada
imediatamente apos a colheita.

Os animais foram anestesiados pela via
intramuscular com uma mistura de quetamina
(30mg/kg) e cloridrato de xilazina (5mg/kg),
apos  pré-medicagdo com  acepromazina
(0,2mg/kg), seguidos da aplicacdo de colirio
anestésico imediatamente antes do ato
operatorio. Para permitir a manobra cirurgica foi
realizado o afastamento das palpebras, com o
auxilio do blefarostato Barraquer infantil, e
fixagdo mecanica do bulbo do olho. O olho a ser
operado foi escolhido de forma aleatéria e
preparado para a cirurgia fazendo-se antissepsia
com solu¢do de povidine a 0,2%. Apods a
remogdo do epitélio corneano, por meio de haste
flexivel com algoddo embebido em n-hepatnol,
aplicou-se o enxerto de membrana amnidtica
sobre o estroma corneano, com a porgao
epitelial voltada para baixo, e procedeu-se a sua
sutura na regido perilimbal, com pontos simples
separados, utilizando-se fio monofilamentado
sintético 7-0.

A avaliacdo clinica consistiu na observacao dos
fen6menos relacionados com a evolugéo clinico-
cirargica dos pacientes, tais como dor,
representada pelos sinais de fotofobia e
blefarospasmo, secre¢do ocular, edema da
cornea e da conjuntiva, neovascularizagido
corneana e grau de transparéncia da cornea.
Observou-se, ainda, o tempo de permanéncia da
membrana sobre a cornea e o intervalo de tempo
necessario para a total epitelizacdo da area de
ceratectomia. Todas as alteracdes foram
qualificadas e posteriormente quantificadas de
forma subjetiva em: ausente (0), leve (1),
moderada (2) e intensa (3).
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Pesquisaram-se, mediante microscopia, 0s
eventos relacionados com a  resposta
inflamatoria e os mecanismos de reparagdo do
defeito corneano. Para a colheita do material de
cada subgrupo, os coelhos foram novamente
anestesiados, utilizando-se a mesma técnica
empregada para a realizagido da ceratoplastia.
Foram retirados fragmentos da coérnea, os quais
foram fixados em formalina tamponada a 10%,
incluidos em parafina, cortados em microtomo
convencional com espessura de Sum e corados
com hematoxilina e eosina. Observou-se, no
exame microscopico, o tipo e a intensidade do
infiltrado inflamatério e a epitelizagdo da
cornea.

Realizou-se, também, a pesquisa da resposta
imune especifica da superficie ocular por
imunoistogimica, por meio da identificagdo de
linfécitos T CD4 e linfocitos T CDS8 no tecido
corneano. Para isso, fragmentos da cornea foram
criopreservados em nitrogénio liquido, a
temperatura de -196°C e, posteriormente,
incluidos em meio OCT', sendo entdo cortados a
uma espessura de Spum, em criostato’. O material
obtido dos cortes foi montado em laminas de
vidro' e  submetido & técnica de
imunoistoquimica, cuja padronizagdo foi
realizada em cortes de linfonodos mesentéricos
dos animais em estudo, o que permitiu atestar a
eficacia da técnica e definir a melhor dilui¢do
para a reagdo imunoenzimatica, visto que, nesse
tecido, naturalmente residem popula¢des dos
linfocitos aqui pesquisados. Os cortes dos
linfonodos foram obtidos no mesmo momento
da colheita dos fragmentos da cornea, por meio
de laparotomia pela linha média ventral. Apds as
etapas de colheita do material, os animais foram
submetidos a eutandsia com a aplicagdo de
pentobarbital sdédico a 3% pela via
intraperitoneal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo clinica demonstrou que no Gl os
fenomenos relacionados a dor e inflamagdo se
mostraram com indices maiores em todos os intervalos

! Tissue-tek™: OCT compound (embedding medium for frozen
tissue specimens to ensure optimal cutting temperatures). Sakura
finetek U.S.A., Inc. Torrance, CA 90051, USA.

2 Cryocut 1800": Reichert-Jung

* Dako® Silanized Slides: Dako Corporation, Carpinteria, CA
93013, USA.
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de observagdo; porém, a cinética da resposta
inflamatdria foi semelhante entre os animais de Gl e
G2 (Fig. 1 e 2). Isso permitiu inferir que a inflamagao
inicial se deu a partir da agressdo cirirgica, o que
ocasionou a liberagdo dos fatores pro-inflamatorios
originados a partir da conversdo dos fosfolipidios da
membrana das células destruidas em 4cido
araquidonico. Como ilustrado nas Fig. 3 e 4, esses
fatores agiram aumentando o fluxo sangiiineo local por
meio da vasodilatacdo, caracterizada por hiperemia
conjuntival e, posteriormente, aumentaram a
permeabilidade vascular no local, o que se manifestou
na forma de edema (Kim e Tseng, 1995; Barros et al.,
1998; Adds et al., 2001).

A permeabilidade vascular aumentada e a presenca
de substancias quimiotaticas contribuiram para a
marginagdo leucocitéria e diapedese, aumentando a
capacidade de recrutamento de células de defesa,
representadas, nesse momento, pelos
polimorfonucleares. Semelhante ao que foi descrito
por Anderson et al. (2001), foi possivel também
observar que a reparacdo do defeito criado na cornea
de ambos os grupos aconteceu de forma mais lenta,
porém, progressiva, o que pode ser explicado tanto
pela tendéncia a cronicidade do processo
inflamatorio, estimulado pela presenga de
fragmentos da membrana, quanto pela auséncia das
células tronco do limbo destruidas durante a
aplicagdo do n-heptanol. Isso confirma que a cornea
possui mecanismos proprios para a recuperagdo da
sua funcionalidade e que a proximidade com a
conjuntiva lhe confere subsidios troficos e defesa
necessaria para a sua plena reparagéo (Barros et al.,
1998; Choi e Tseng, 2001; Espana et al., 2003;
Marinho et al., 2003).

Neste experimento, observou-se que o enxerto
permaneceu, por mais tempo, nos olhos que
receberam a membrana conservada em glicerina,
mantendo-se aplicada sobre a cornea por um
periodo médio de sete dias. No grupo que recebeu a
membrana fresca, o implante permaneceu
firmemente aderido sobre a superficie ocular por um
periodo médio de seis dias. Observou-se, por meio
de analise clinica, que a intensidade dos fendmenos
inflamatérios diminuiu a partir da total liberagdo da
membrana, permitindo, entdo, a conclusdo dos
fenomenos reparativos (Fig. 5 e 6). Nos animais
submetidos a ceratoplastia. com membrana
conservada em glicerina, a total cicatrizagdo
aconteceu apos 12 dias, e nos animais tratados com
o enxerto fresco, aos 10 dias de pos-operatorio. A
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revisdo da literatura revela que o tempo de
permanéncia do enxerto sobre a area de
ceratectomia varia de acordo com a origem da
membrana e as caracteristicas da superficie ocular,
sendo que a mesma ¢ absorvida mais cedo nos olhos
que ja apresentavam inflamagdo local, como
demonstrado por diversos autores (Chen et al., 2000;
Kim et al., 2000; Monteiro et al., 2000; Dekaris et
al., 2001).

A microscopia, observou-se, aos trés dias de pos-
operatorio, a presenca de infiltrado inflamatorio
intenso em ambos os grupos, localizado
principalmente nas camadas superficiais da
periferia do estroma, enquanto a regido central
apresentou quantidade moderada de células
polimorfonucleares. Ainda nesse periodo, a
proliferagdo vascular mostrou-se mais intensa na
periferia, tendo sido observado que alguns vasos
ocasionalmente apresentaram-se mais longos,
invadindo o estroma em dire¢do ao centro da
cornea. A intensidade dessa resposta também pode
ser explicada pela lesdo provocada na superficie
ocular pelo n-heptanol, o que também foi
encontrado por outros autores que experimentaram
a utilizacdo da membrana amnidtica sobre corneas
recentemente traumatizadas (Chen et al., 2000;
Sridhar et al., 2000; Anderson et al., 2001;
Duchesne et al., 2001; Gris et al., 2002).

Aos sete dias, observou-se proliferagao epitelial
em ambos os grupos, com destaque para os
animais tratados com a membrana fresca. Nestes,
o infiltrado inflamatério da coérnea apresentou-se
moderado na periferia e na regido subepitelial
central e leve na por¢do inferior do estroma. A
proliferacdo vascular mostrou-se também menos
intensa nessa fase, demonstrando que o enxerto
fresco apresentou menor atividade imunogénica
e angiogénica. Nessa fase, foi possivel observar
maior quantidade de células inflamatorias nos
animais do G1, nos quais a proliferagdo vascular
também se mostrou mais intensa, tendo sido
observada a presenca de vasos sangiiineos nas
camadas mais profundas e centrais da cornea.
Nao foi possivel confirmar a ac¢do inibitoria da
membrana amnidtica sobre a formacdo vascular,
visto que, apds o rompimento da membrana, o
fragmento do enxerto permaneceu agredindo a
superficie da cornea, estimulando a resposta
inflamatoria local (Shimmura et al., 2001;
Stoiber et al., 2002).
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Figura 1. Evolugdo clinica dos fenomenos inflamatorios e reparativos da superficie ocular dos coelhos
que receberam o implante de membrana amnidtica xendgena conservada em glicerina.
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Figura 2. Evolugdo clinica dos fenomenos inflamatorios e reparativos da superficie ocular dos coelhos
que receberam o implante de membrana amnidtica xenodgena fresca.
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Figura 3. Fotografia da coérnea de coelho submetida a
ceratoplastia com membrana amnidtica xenogena
conservada em glicerina, 24 horas apods a aplicagdo do
enxerto, onde se observa boa transparéncia da membrana
e leve hiperemia conjuntival.

!

Figura 5. Fotografia da comea de coelho submetida a
ceratoplastia com membrana amnidtica conservada em
glicerina, 14 dias apds a aplicagdo do enxerto, demonstrando
a intensa hiperemia conjuntival, quemose e vascularizagdo da
cornea, com a presenga de uma pequena area corada por
fluoresceina no centro da cornea, sugerindo que, ainda neste
periodo, ndo houve a completa epitelizagdo corneana.
Observa-se, ainda, que houve a ruptura do enxerto, o qual se
manteve preso na periferia pela sutura.

No 14° dia de pds-operatorio, verificou-se que o
epitélio ja se encontrava completamente formado
em todos os coelhos de ambos os grupos. Além
disso, a partir desse dia, houve redugdo no
numero de células inflamatorias, representadas
exclusivamente por polimorfonucleares.
Também se observou o aumento no nimero e
didmetro dos vasos sangiiineos, os quais
passaram a invadir a por¢do central da cornea,
principalmente no interior do estroma. Os
resultados apresentados demonstram que existe
intensa quimiotaxia durante a fase aguda da
resposta inflamatéria e que esta permanece
durante todo o processo de reparagdo, indicando
que, mesmo com o inicio da cicatriza¢ao, quando
ja se observa clinicamente diminui¢do da
resposta inflamatoria local, o sistema de defesa

Figura 4. Fotografia da cornea de coelho submetida a
ceratoplastia com membrana amnidtica xendgena
fresca, 24 horas apds a aplicagio do enxerto,
observando-se, também, boa transparéncia da
membrana e leve hiperemia conjuntival.

i < ¥l ;W"} TRLNS . ;_k"
Figura 6. Fotografia da comea de coelho submetida a
ceratoplastia com membrana amnidtica xenogena fresca,
21 dias apds a aplicagdo do enxerto. Observa-se a
presenca de moderada vascularizagdo corneana, com leve
opacidade central e completa epitelizagdo da lesdo inicial,
semelhante ao observado para os olhos tratados com
ceratoplastia com membrana amnidtica conservada em
glicerina.

celular permanece ativo, aguardando uma
possivel complica¢ao do processo de cicatrizagao
(Fig. 7). Semelhante ao que foi encontrado neste
experimento, Sotozono (2000) sugeriu que a
inflamagcdo da cérnea, comum em varias
doengas, freqiientemente leva a destruigdo
tecidual, podendo  contribuir para 0o
desenvolvimento de ulceras e de perfuragdes,
mesmo quando o processo inflamatorio inicial
ndo se caracteriza pela perda de substancia.

Ao se comparar os resultados de Gl e G2,
observou-se que a evolugdo clinica dos olhos que
receberam a aplicagdo da membrana fresca foi
mais favoravel, o que, em parte, pode ser
explicado pelo fato de o enxerto ter sido
eliminado mais cedo. Porém, a presenca do
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fragmento da membrana que permaneceu preso
pela sutura passou a agredir a cornea,
contribuindo para perpetuar a  resposta
inflamatoria e retardar a cicatrizagdo. Esse fato
pode ser comprovado pela intensidade da
formacdo vascular na intimidade do tecido
corneano, O que sugere um aspecto de
cronicidade, caracterizando que houve a
perpetuacdo da agressdo. Nos animais que
receberam a membrana conservada em glicerina,
observou-se maior intensidade dos fendmenos
relacionados a inflamacgdo, principalmente apos a
primeira semana de pos-operatorio, podendo esse
fato, mais uma vez, ser explicado pela
permanéncia da membrana por um periodo longo
sobre a superficie ocular. Outros estudos também
comprovaram grande atividade quimiotatica da
cornea durante aplicagio de biomateriais
imunogenicamente estranhos, mostrando que,
apesar de sua aparente anergia em condi¢des
normais, a cornea utiliza plenamente os
mecanismos de defesa presentes na superficie
ocular quando ¢ agredida (Choi e Tseng, 2001;
Gris et al., 2002; Ueta et al., 2002; Espana et al.,
2003; Barabino e Rolando, 2003; Marinho et al.,
2003).

Os resultados obtidos pela analise
imunoistoquimica demonstraram que a resposta
inflamatoria apresentada  pelo modelo
experimental proposto foi inespecifica para
ambos os grupos, visto que ndo foi identificada a
presenca de linfocitos T CD4+ e linfocitos T
CD8+ em qualquer momento da observagdo. A
imunoistoquimica complementou os achados
obtidos mediante a avaliagdo histologica, que
permitiu identificar a presenga de infiltrado
inflamatorio do tipo polimorfonuclear, com
predominancia de neutroéfilos, confirmando que
nao houve uma resposta imune especifica para o
reconhecimento do material utilizado como
enxerto (Fig. 8 ¢ 9). Em outros experimentos, a
analise histologica revelou que o infiltrado
inflamatério predominante nos primeiros dias de
pos-operatorio ¢ do tipo polimorfonuclear, ndo
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confirmando a existéncia de outros tipos
celulares por métodos imunoistoquimicos, como
verificado nesta pesquisa (Kim e Tseng, 1995;
Barros et al., 1998; Chen et al., 2000; Honavar et
al., 2000; Anderson et al., 2001; Shimmura et al.,
2001; Ueta et al., 2002).

CONCLUSOES

A metodologia proposta foi exeqiiivel como
modelo experimental para o estudo da inflamacdo e
reparagdo da superficie ocular, demonstrando que
tem uma pequena capacidade de assimilar
antigenos provenientes de membranas biologicas
utilizadas como enxerto, visto que a resposta
imune, aos 21 dias, ainda se mostrava inespecifica.
Observou-se que a conjuntiva também reagiu
tardiamente aos estimulos antigénicos, concluindo-
se que o processamento local dos antigenos
provenientes da membrana amniética e a sua rapida
eliminacdo pela superficie ocular evitaram a
assimilagdo destes pelas células apresentadoras de
antigeno e a provavel deflagracdo de uma resposta
especifica, tanto celular quanto humoral. As
avaliagOes clinica, histologica e imunoistoquimica
confirmaram que existe um antagonismo entre a
cinética da resposta inflamatdria e a consolidacao
dos fendmenos reparativos dos tecidos que
compdem a superficie ocular, demonstrando que,
enquanto persiste a fase mais aguda da inflamagio,
a cicatrizagdo apresenta-se lenta. A capacidade de
resposta local demonstrada pela grande populagio
de células do tipo polimorfonuclear, presentes apds
a lesdo, sugeriram que a superficie ocular possui
ampla e eficiente capacidade de resposta a
agressdo. A tolerancia imunologica observada pela
superficie ocular, nesse modelo experimental,
demonstrou a viabilidade da utilizagdo da
membrana amnidtica xendgena fresca e conservada
em glicerina, no tratamento das lesdes da superficie
ocular; porém, a utilizacdo das membranas deve ser
vista como fator coadjuvante de todo o processo de
reparagdo, tendo o momento certo de ser aplicada e
retirada, ndo devendo concorrer com 0s
mecanismos intrinsecos de inflamacdo e reparagao.
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