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RESUMO

A cornea representa a por¢do mais externa do bulbo ocular e, devido a sua localizag&o,
esta frequentemente sujeita a processos lesivos. As etiologias das enfermidades que acometem
a cornea sdo variadas e dependendo da gravidade, a terapia medicamentosa ndo é suficiente,
sendo necessario o tratamento cirurgico concomitante. Varios sdo os procedimentos cirirgicos
sugeridos para o tratamento da superficie ocular, tais como o recobrimento com a terceira
palpebra, a tarsorrafia, os recobrimentos conjuntivais, os adesivos bioldgicos ou sintéticos, as
lentes de contato terapéutica, o transplante de cornea e a utilizacdo da membrana amniotica
que tem merecido destaque na oftalmologia veterinaria. Sua utilizacdo tem apresentado
sucesso em tratamentos para reconstrucdo da superficie ocular; nos casos de queimaduras
quimicas, simbléfaro, defeitos epiteliais persistentes, neoplasia da superficie ocular, Ulceras de
cornea de dificil cicatrizagdo, descemetoceles, Ulceras profundas, deficiéncia limbica total ou
parcial, ceratopatia bolhosa, ceratites infecciosas e perfuracdo ocular. A membrana amnidtica
possui propriedades que promovem a reepitelizacdo, sendo capaz de reduzir a formacdo de
cicatriz e processo inflamatorio, pois inibe a fibrose, é imunologicamente inerte, apresenta
acdo antimicrobiana e viral, além de ser antiangiogénica. Objetiva-se, nesse trabalho, realizar
uma revisdo bibliografica sobre a membrana amniodtica na oftalmologia veterinéria,
descrevendo sua histdria, anatomia, fisiologia e propriedades, indicacdes de uso da membrana
amniotica, obtencdo, preparacdo, preservacdo, e sutura da membrana amnidtica em

procedimentos cirlrgicos.

Palavras-chave: cornea, conjuntiva, &mnion, oftalmologia veterinaria.



ABSTRACT

The cornea is the outer portion of the ocular globe, and because of its location, is often
subject to harmful processes. The etiologies of diseases that affect the cornea are varied and
depending on severity, drug therapy is not enough, concomitant surgical treatment is
necessary. Various surgical procedures are suggested for the treatment of ocular surface
such as coating with the third eyelid, the blepharorraphy, conjunctival coatings, biological or
synthetic adhesives, therapeutic contact lenses, corneal transplantation and the use of
membrane amniotic that has been highlighted in veterinary ophthalmology. Its use has been
successful in treatments for ocular surface reconstruction; in cases of chemical burns,
symblepharon, persistent epithelial defects, ocular surface neoplasia, corneal ulcers are
difficult to heal, descemetoceles, deep ulcers, partial or total limbal stem cell deficiency,
bullous keratopathy, infectious keratitis and ocular perforation. The amniotic membrane has
properties that promote reepithelialization, being able to reduce scar formation and
inflammatory processes because it inhibits the fibrosis is immunologically inert, viral and has
antimicrobial action, in addition to being anti-angiogenic. Objective is, in this work, conduct
a literature review on the amniotic membrane in veterinary ophthalmology, describing its
history, anatomy, physiology and properties, indications of amniotic membrane, obtaining,

preparation, preservation, and suturing amniotic membranes in surgical procedures .

Keywords: cornea, conjunctiva, amnion, veterinary ophthalmology.
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1 INTRODUCAO

A coOrnea é uma estrutura convexa, delgada e transparente. Na maioria das espécies,
histologicamente, a cornea € composta por quatro camadas: epitélio, estroma, membrana de
Descemet e endotélio (SLATTER, 2005; PIPPI; GONCALVES, 2009). Devido a sua
localizacdo externa, a cOrnea estd constantemente sujeita a agressdes (GALERA et al., 2009;
MILLER, 2001; SAMUELSON, 1999; SLATTER, 2005) . A superficie ocular pode ser
severamente lesada, como nas queimaduras quimicas, simbléfaro, defeitos epiteliais
persistentes, neoplasias da superficie ocular, Ulceras de cornea de dificil cicatrizagdo,
descemetoceles, Ulceras profundas, deficiéncia limbica total ou parcial, ceratopatia bolhosa,
ceratites infecciosas ou perfuracdo ocular (PLUMMER, 2009). Essas afeccdes oculares
guando ndo tratadas de forma adequada, podem acarretar deficiéncia ou perda da visdo,
infeccdo intraocular, ou nos casos mais graves, a perda do bulbo do olho. Sendo assim, o
tratamento rapido e eficaz € muito importante para a preservagdo da visao e do globo ocular
(SLATTER, 2005).

Diversos procedimentos cirurgicos sdo recomendados para a reconstrucdo da superficie
ocular, incluindo o recobrimento com a terceira palpebra, a tarsorrafia, os enxertos
conjuntivais, os adesivos bioldgicos ou sintéticos, as lentes de contato terapéutica, o
transplante de cdrnea, entre outros. Devido a necessidade de reconstrucdo da superficie ocular
e frente as dificuldades de se obter tecidos similares e compativeis com a estrutura lesada,
pesquisadores buscaram opcBes de tecidos que possam substituir tal defeito (DE ROTH,
1940; SOUZA, 2003). Neste contexto, as membranas biolégicas foram empregadas em
diversos estudos experimentais, e com seus comprovados beneficios, atualmente estdo sendo

utilizadas para fins reparativos em varias especialidades (SOUZA, 2003).

Dentre as membranas bioldgicas, atualmente, a utilizacdo da membrana amnidtica tem
merecido destaque na oftalmologia veterinaria, pois apresenta propriedades que promovem a
reepitelizacdo, sendo capaz de reduzir o processo cicatricial e inflamatério, inibicdo da
fibrose, imunologicamente inerte, acdo antimicrobiana e viral, além de apresentar
caracteristicas antiangiogénicas (DE ROTH, 1940; DUA; AZUARA-BLANCO, 1999; MA et
al., 2000). Ela é composta por uma camada de epitélio cubico simples, uma membrana basal
espessa, formada basicamente de colageno tipo IV e laminina, e uma matriz estromal
avascular (DE ROTH, 1940; DUA et al., 2004; DUA; AZUARA-BLANCO,1999).
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O transplante de membrana amniotica foi descrito pela primeira vez, em 1940, por De
Roth, na reparacdo de simbléfaro e defeitos conjuntivais. Em1946, Sorshy et al., relataram
bons resultados no tratamento de queimadura quimica aguda. Nos anos 90, varias publicacdes
sobre o transplante da membrana amniotica foram reintroduzidos na oftalmologia. O
transplante de membrana amniotica tem sido utilizado para a reconstrucdo da superficie
ocular em substituicdo ao tecido conjuntival nos casos de doencas cicatriciais da cornea e
conjuntiva (MOREIRA; OLIVEIRA, 2000).

Para 0 uso clinico ideal, a membrana amniotica deveria ser estéril, facilmente
armazenada e transportada até o local de utilizacdo (DUA et al., 2004). A membrana
amnidtica € derivada da membrana fetal que tem como componentes o amnion, o corion,
membrana alantoide e saco vitelino (DUA et al., 2004; TSENG et al.,2004; PLUMMER,
2009). Para a obtengdo da membrana amniotica deve-se separa-la manualmente do corion de
maneira estéril e prepara-la de acordo com os protocolos existentes na literatura (DE ROTH,
1940; DUA; AZUARA-BLANCO, 1999; LASSALINE et al., 2005). Entre os métodos de
preservacdo estdo a membrana amnidtica, fresca, criopreservada, desidratada e liofilizada
(DUA; AZUARA-BLANCO, 1999).

A fixacdo da membrana amnidtica pode ser realizada por fio de sutura, normalmente sao
utilizados o mononylon 10-0 ou vicryl 8-0 a 10-0, com suturas continuas ou pontos separados
(SEKIYAMA et al., 2007). A membrana pode ser utilizada como bandagem, com funcédo de
curativo e deve ser aplicado com o epitélio voltado para baixo, ou como enxerto e deve ser
utilizada com o epitélio voltado para cima (DUA et al., 2004; TSENG et al., 2004,
PLUMMER, 2009). Podem ser utilizadas multiplas camadas de membrana amnidtica,
dependendo da afec¢édo ocular (DUA et al., 2004; PLUMMER, 2009).

Objetiva-se realizar uma revisdo bibliografica sobre a membrana amni6tica na
oftalmologia veterinaria, salientando sua historia, anatomia, fisiologia e propriedades,
indicacdes de uso da membrana amniética, obtencdo, preparacdo, preservacado, e fixacdo da

membrana amniotica.
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2 ANATOMOFISIOLOGIA DA CORNEA

A cornea representa 0 segmento mais anterior do olho e, juntamente com a esclera,
compde a tunica fibrosa do bulbo ocular, sendo essa a mais externa (SLATTER, 2005; PIPPI;
GONCALVES, 2009). A cornea esta localizada no eixo central do bulbo ocular, ocupando
uma area de aproximadamente 20% do tamanho total do globo ocular (GALERA et al., 2009).
Sua espessura varia dentre as espécies, mas € usualmente inferior a 1 mm (SLATTER, 2005).
A clrnea higida é lisa, esférica e transparente (ANDRADE et al, 1999; GALERA et al, 2009;
POWER; NEVES, 1996; SLATTER, 2005). Histologicamente, a cdrnea é composta por
quatro camadas: epitélio, estroma, membrana de Descemet e endotélio (Figura 1). Alguns
autores consideram o filme lacrimal pré-corneano como uma quinta camada corneana, embora
ndo seja histologicamente visivel (BISTNER, 1977; HELPER, 1989; SLATTER, 2005;
GALERA et al., 2009).

Cc
Figura 1: Corte histolégico da cérnea de um filme com as camadas: (A) epitélio; (B) estroma;

(C) membrana de Descemet; (D) endotélio.

Fonte: Slatter’s Fundamentals of Veterinary Ophthalmology, 2008

O filme lacrimal pré-corneano reveste a cornea e a conjuntiva a uma profundidade de
sete um. Possui trés camadas que diferem em composicdo e funcdo. A camada superficial
externa € composta de materiais oleosos e fosfolipidios provenientes das glandulas tarsais e
desempenha as seguintes fungdes: aumenta a tensdo superficial e liga o filme lacrimal pre-
corneano a superficie da cérnea limitando a evaporacdo da camada aquosa inferior. A camada
aquosa se constitui, principalmente, de agua que é derivada das glandulas lacrimais e principal

e da terceira palpebra. Sua fungdo é auxiliar na eliminacdo do material estranho do saco
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conjuntival, lubrificacdo na passagem das palpebras e da membrana nictante, atua como meio
de passagem do oxigénio, células inflamatdrias e imunoglobulinas A e G até a cOrnea e
fornece uma superficie corneana regular para maior eficiéncia optica. A camada interna ou
mucoide consiste de mucoproteinas derivadas de células caliciformes conjuntivais, que ligam
a camada aquosa hidrofilica ao epitélio corneano hidrofébico por meio de moléculas
mucoproteicas bipolares (BISTNER, 1977; SLATTER, 2005).

O epitélio da cornea compreende a camada mais externa da cornea e pode ser
considerado uma continuacdo da conjuntiva bulbar, apresenta padréo simples, escamoso e ndo
queratinizado, de espessura variavel, com padrao basico de membrana basal, células epiteliais,
células aladas e células superficiais escamosas (SLATTER, 2005; HELPER, 1989;
BISTNER, 1977). E formado de cinco a sete camadas de células epiteliais poliédricas
ancoradas & membrana basal, a qual est4 firmemente aderida ao estroma (GALERA et al.,
2009; SLATTER, 2005). O epitélio corneal normal estd em constante descamacdo na
superficie. A porcdo do limbo — &rea que separa a cOrnea da conjuntiva e da esclera — é
pigmentada em forma de halo. O epitélio ndo contém nenhum tipo de colagenase (GALERA
et al., 2009).

O estroma compreende aproximadamente, 90% da espessura corneana e € composto por
fibrocitos, ceratdcitos, colageno e substancia fundamental. As fibras colagenas paralelas
formam folhas interlacadas ou lamelas, com linfocitos entremeados, macréfagos e neutrofilos.
Um espacamento regular das fibrilas colagenas mantém a transparéncia da cornea e diferencia
0 estroma do colageno no tecido cicatricial e na esclera. Os ceratdcitos sdo capazes de
sintetizar colageno, glicosaminoglicanos e mucoproteinas da substancia fundamental, se
transformar em fibrocitos e produzir colageno ndo transparente em casos de lesdo na cornea
(SLATTER, 2005; HELPER, 1989; BISTNER, 1977).

A membrana de Descemet localiza-se posteriormente ao estroma e anterior ao endotélio.
Ela é a membrana basal de endotélio e é estabelecida durante toda a vida, aumentando o
espessamento com a idade. E elastica, e caso seja rompida, suas terminagdes se enrolam para
o interior da camara anterior. Eventualmente, as células endoteliais secretam uma nova
membrana para preencher os pequenos defeitos produzidos por feridas penetrantes. A
membrana de Descemet se apresenta como uma estrutura transparente e em casos de Ulcera
profunda, essa camada fica facilmente exposta (SLATTER, 2005; HELPER, 1989;
BISTNER, 1977).
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O endotélio localiza-se posteriormente & membrana de Descemet e revestindo a cdmara
anterior. Ele fica em contato direto com o humor aquoso, atuando como uma barreira para a
entrada de liquidos no interior da cornea. O endotélio é composto por uma monocamada de
células poligonais, sendo que na maioria das espécies as células endoteliais possuem formato
predominantemente hexagonal (SLATTER, 2005; HELPER, 1989; BISTNER, 1977,
GALERA et al., 2009 ; HERRERA, 2008). Apresenta capacidade minima de replicacdo
dependendo da idade e da espécie, e quando as células endoteliais sdo perdidas, o defeito €
substituido pela migracdo de células adjacentes existentes e hipertrofia celular (SLATTER,
2005). O endotélio € o maior responsavel pelo estado de deturgescéncia da cdrnea, sendo esse
um fator fundamental para a transparéncia corneana (GALERA et al., 2009; HERRERA,
2008; POWER; NEVES, 1996; SLATTER, 2005).

A cornea é considerada a superficie de refracdo Optica mais potente do bulbo do olho,
sendo transparente. A transparéncia e a curvatura sdo mantidas pelas suas caracteristicas
anatdmicas e celulares. A transparéncia corneana baseia-se em auséncia de vasos e células
sanguineas e linfaticas; auséncia de pigmento; superficie dptica lisa (fornecida pelo filme
lacrimal pré-cornenano); controle do conteddo aquoso e disposicdo regular e altamente
organizada das fibras de colageno, a qual elimina a interferéncia destrutiva pela dispersdo da
luz (SLATTER, 2005).

A maior parte do oxigénio necessario para a manutencdo da cornea é recebido atraves
do filme lacrimal pré-corneano. Capilares provenientes do limbo e da conjuntiva palpebral
também atuam no suprimento de oxigénio para a cérnea (SLATTER, 2005; MILLER, 2001;
GALERA et al., 2009; POWER; NEVES, 1996). A nutricdo da cdrnea ocorre através do
contato direto com o humor aquoso, do qual recebe oxigénio, aminoacidos, glicose e outros
nutrientes. O metabolismo da glicose fornece a maioria da energia necessaria para a cornea
(SLATTER, 2005; MILLER, 2001; PIPPI; GONCALVES, 2009).

A coOrnea possui nervos sensoriais derivados do ramo oftdlmico do nervo trigémeo
(STARTUP, 1984; SAMUELSON, 1999). As fibras nervosas ndo mielinizadas passam da
periferia da cornea em direcdo ao centro do estroma, estando dispostas em dois planos. O
plano superficial forma uma plexo com terminag0es na camada epitelial, onde existem
terminac0es tateis e de dor. As fibras que se localizam em um plano mais profundo, as quais

séo distribuidas através do estroma, possuem somente terminag0es tateis (SLATTER, 2005).
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2.1 Cicatrizacdo da Cdrnea

A cicatrizacdo da cdrnea varia de acordo com a profundidade da lesdo (MILLER, 2001,
SLATTER, 2005). As células do epitélio basal comegam a se achatar ap6s uma hora da lesao.
O epitélio corneano possui um equilibrio constante entre as células perdidas e as renovadas
através da sua capacidade de autorregeneracdo (SLATTER, 2005). Apos a lesdo na cornea,
células epiteliais perdem as suas aderéncias hemidesmossdmicas e deslizam até a area afetada.
As substancias como fibrina, fibrinogénio e fibronectina sdo secretadas na lesdo com o
objetivo de tamponar inicialmente a injuria, seguidos pela mitose de células basais do epitélio
(GALERA et al., 2009; MILLER, 2001; POWER; NEVES, 1996; SLATTER, 2005). Toda a
cornea pode ser recoberta em quatro a sete dias ou menos (SLATTER, 2005). Estimulos
nervosos, hormonais, fatores de crescimento, e mensageiros bioquimicos vao influenciar o
processo de mitose e deslizamento do epitélio corneano (GALERA et al., 2009; NASISSE,
1985; KERN, 1990). Caso a membrana basal do epitélio ndo seja danificada, as células
mitoticas vao as utilizar para fortalecer a aderéncia com a camada estromal subjacente. Caso
contrario, a membrana basal dever ser primeiramente recuperada, processo que se inicia em
alguns dias e pode demorar até seis semanas para se completar. A adesdo do epitélio com
estroma acontece apds a recuperacdo da membrana basal do epitélio (KERN, 1990). Durante
o0 deslizamento das células, melandcitos do limbo podem ser levados para o interior de areas
previamente transparentes. Pequenas deficiéncias no estroma subjacente podem ser

preenchidas com células epiteliais, formando uma face epitelial (SLATTER, 2005).

O estroma apresenta um processo de reparacdo mais complexo e demorado; envolve
mecanismo de sintese, distribuicdo de colageno, alteracdes na sintese de proteoglicanos e
remodelacdo gradual de toda a estrutura. Inicialmente a lesdo € recoberta com um tampéao de
fibrina (POWER; NEVES, 1996). Leucdcitos polimorfonucleares chegam até a lesdo, através
do filme lacrimal e da migracdo estromal, e realizam sua atividade proteolitica e remocéo de
debris celulares. Os ceratdcitos adjacentes migram até a borda da leséo e iniciam secre¢édo de
colageno apos 24 horas. O colageno depositado sofrerd remodelacdo, porém, ndo ira recuperar
a sua organizacao fibrilar inicial (NASISSE, 1985; KERN, 1990; SLATTER, 2005; POWER,;
NEVES, 1996).

Ao sofrer perfuracdo, a membrana de Descemet, retrai seus bordos e ocorre a tentativa
de formacdo de um tampédo de fibrina. Em algumas horas, as células endoteliais sofrem

processo de tumefagdo para realizar o tamponamento da lesdo. Estas células podem ficar
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permanentemente aumentadas de tamanho ou pode ocorrer sobreposi¢do celular. Células
epiteliais conjuntivais migram até a leséo e, posteriormente, assumem o padrdo de células
epiteliais corneanas (GALERA et al., 2009; SLATTER, 2005). No decorrer do processo de
cicatrizacdo ocorre inflamacéo, neovascularizacdo e resulta em cicatriz (ANDRADE et al.,
1999; GALERA et al.,2009; SLATTER, 2005; KERN, 1990).

A capacidade regenerativa do endotélio é limitada na maioria das espécies e, quando o
endotélio € perdido, o defeito é substituido pela migracdo de células existentes adjacentes e
hipertrofia celular. Com o avancar da idade, o numero de células endoteliais diminui
(SLATTER, 2005). O endotélio é o principal responsavel pela manutencao da desidratacéo da
cornea, fator fundamental para a sua transparéncia. Em caso de perda de células, além da
capacidade de compensacdo endotelial, ocorre edema de cOrnea, comprometendo a sua
transparéncia, podem levar a diminuicdo ou até mesmo a perda completa da visdo
(SLATTER, 2005; ANDRADE et al., 1999; POWER; NEVES, 1996).



17

3 ANATOMOFISIOLOGIA DA CONJUNTIVA

A conjuntiva é uma membrana mucosa transparente, movel, fina e altamente
vascularizada que recobre as superficies internas das palpebras, superficie interna e externa da
terceira palpebra e a porcdo anterior do globo ocular, adjacente ao limbo. Das membranas que
envolvem o organismo, a membrana conjuntival é a que mantém maior contato com 0 meio
externo (SLATTER, 2005; MAGRANE, 1977; SAMUELSON, 1999; STADES et al., 1999).
O espaco delineado pela conjuntiva é denominado saco conjuntival (SLATTER, 2005). A
conjuntiva pode ser dividida em conjuntiva palpebral, conjuntiva bulbar e férnix, que é o
ponto de transicdo entre a conjuntiva palpebral e a bulbar (MAGRANE, 1977; PIPPI;
GONCALVES, 2009; SLATTER, 2005, STADES et al., 1999).

A conjuntiva palpebral recobre as palpebras superior e inferior, e também a terceira
palpebra. A conjuntiva palpebral possui coloracdo mais avermelhada em relagdo a conjuntiva
bulbar devido a sua maior vascularizacdo (SLATTER, 2005; STADES et al., 1999). Ja a
conjuntiva bulbar reveste toda a extensdo da superficie da esclera e se transforma em epitélio
corneano apos a regido limbica (MAGRANE, 1977; STADES et al., 1999). E uma estrutura
movel, levemente aderida a esclera através de tecido conjuntivo, com excecdo da regido
préxima ao limbo, onde se encontra fortemente aderida. A conjuntiva pode ser utilizada como
enxerto para reparar lesdes na superficie ocular devido a sua mobilidade (GELLAT, 2003;
MAGRANE, 1977; SLATTER, 2005; STADES et al., 1999).

Histologicamente, a conjuntiva é dividida em trés camadas: filme pré-corneano, epitélio
e substancia propria, que se subdivide em camada granular e camada fibrosa (SLATTER,
2005). O filme pré-corneano é uma camada de protecdo essencial, visto que ele atua como
barreira contra patdgenos externos, fornece protecdo imunoldgica ao globo ocular, participa
no processo cicatricial corneano e conjuntival, e também evita qualquer tipo de atrito entre o
bulbo do olho e as palpebras durante a sua movimentacdo (GELLAT, 2003; MAGRANE,
1977; PIPPI; GONCALVES, 2009; SLATTER, 2005). O filme pré-corneano é secretado
pelas glandulas lacrimais tarsais, glandula da terceira palpebra e células caliciformes da
conjuntiva que sdo responsaveis pela produgdo mucosa do filme lacrimal pré-corneano
(SLATTER, 2005).

O epitélio conjuntival é composto por seis a sete camadas de tecido estratificado, ndo
queratinizado e colunar, contendo inumeras celulas caliciformes produtoras de muco. As

células epiteliais basais apresentam morfologia cuboide e transformam-se em células
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poliédricas aplanadas a medida que atingem a superficie. Essas células sdo responsaveis pela
renovacao epitelial e na morte celular, as células irdo se agrupar no fornix conjuntival dorsal e
ventral em meio a filamentos de muco (GELLAT, 2003; MAGRANE, 1977; SLATTER,
2005).

A substancia propria é dividida em camada granular e fibrosa. A camada granular
contém linfocitos que quando estimulados por antigenos formam foliculos ativos. Esses
foliculos estdo presentes por toda a conjuntiva, principalmente na superficie bulbar da terceira
palpebra. A camada fibrosa localiza-se abaixo da camada granular (SLATTER, 2005).

As artérias anteriores e palpebrais sdo responsaveis pela vascularizagdo da conjuntiva
(GELLAT, 2003; STADES et al., 1999). Os vasos conjuntivais sao superficiais, se ramificam
extensamente, sdo moveis no interior da conjuntiva e terminam em arcos no limbo
(SLATTER, 2005). Em situacGes de injuria, esses vasos encontram-se ingurgitados (PIPPI;
GONCALVES, 2009; STADES et al., 1999).

A inervacgdo da conjuntiva € realizada pelos ramos dos nervos oftalmico e conjuntival. A
inervacdo é altamente sensivel e € um mecanismo de protecdo do bulbo do olho contra
traumas externos (MAGRANE, 1977; SLATTER, 2005).

3.1 Cicatrizacao da Conjuntiva

Devido ao grande potencial de reparacdo da conjuntiva, a maioria das lesdes
conjuntivais cicatrizam espontaneamente sem precisar de procedimentos cirurgicos (PIPPI e
GONCALVES, 2009).

A cicatrizacdo conjuntival é decorrente da acdo de neutréfilos e linfécitos que chegam
até a area lesada através dos vasos sanguineos e linfaticos conjuntivais. LesGes pequenas sao
reparadas através do processo de mitose e deslizamento das células epiteliais adjacentes. A
cicatrizacdo de feridas primarias ocorre, aproximadamente, em 24 a 36 horas (MAGRANE,
1977; SLATTER, 2005; PIPPI; GONCALVES, 2009). No caso de lesdes conjuntivais
maiores, a cicatrizacdo ocorre através do processo de granulacdo, onde os histidcitos,
macrofagos e fibrocitos transformam-se em fibroblastos para cobrir o defeito. Esse processo
de cicatrizacdo dura cerca de quatro a sete dias (MAGRANE, 1977; SLATTER, 2005).
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4 MEMBRANAS BIOLOGICAS

Devido a necessidade de reconstrucdo da superficie ocular e frente as dificuldades na
obtencédo de tecidos similares e compativeis com a estrutura lesada, pesquisadores buscaram
opcdes de tecidos que possam substituir tal defeito. Neste contexto, as membranas biologicas
foram empregadas em diversos estudos experimentais, e com seus comprovados beneficios,
atualmente estdo sendo empregadas para fins reparativos em varias especialidades (SOUZA,
2003).

Na oftalmologia veterinaria, as membranas bioldgicas estdo sendo utilizadas para
reparacdo da superficie ocular, em busca da reconstru¢do anatdmica e retorno funcional do
bulbo do olho. Entre as membranas utilizadas, destacam-se: o peridsteo autdlogo (KOENING;
KAUFMAN, 1983), pericardio equino conservado em glicerina (BARROS et al., 1985;
BARROS et al., 1990; BARROS et al., 1996), pericardio de cdo (KAVINSKI, 1980), capsula
renal equina (LAUS et al., 1999), peritonio de cdo (GARCIA et al., 1996), tunica vaginal
autogena (GALERA et al., 2000), pericardio homélogo conservado em glicerina (HUNNING
et al., 2009), submucosa intestinal (LEWIN, 1999) e a membrana amniética equina
(BARROS et al., 1995; GODOY, 2001).
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5 MEMBRANA AMNIOTICA

A membrana fetal é composta pelo cérion, membrana alantoide, membrana amnidtica e
saco vitelino. A membrana amniética, ou &mnio, € uma membrana translicida composta por
uma camada de células colunares firmemente aderida a camada mais interna, mesenquimal,
que contém grande quantidade de colageno (DUA; AZUARA-BLANCO, 1999, DE ROTH,
1940; DUA et al., 2004). Ela merece destaque quanto a sua historia, anatomia, fisiologia e
propriedades por ser de grande importancia nas cirurgias reconstrutivas, em particular na

oftalmologia veterinéria, na reparacdo da superficie ocular.

5.1 Histéria da Membrana Amnidtica

Os primeiros relatos do uso da membrana amnidtica como material bioldgico foi
descrito por Davis, em 1910, para transplante de pele, e tem sido subsequentemente, utilizada

para esse fim.

Em 1940, De Roth utilizou pela primeira vez a membrana amnio6tica na area da
oftalmologia, para fins reparadores da superficie ocular onde foi inicialmente aplicada na
correcédo de defeitos conjuntivais. O autor descreveu que o material ideal para o transplante da
conjuntiva deveria ser fino, transparente, liso, estéril e de tamanho apropriado. Essas
caracteristicas foram apontadas pelo autor para a membrana amniética na recuperacdo de
defeitos conjuntivais, porém, os resultados foram pouco alentadores. Sorsby e Simons, em
1946, reafirmaram os beneficios do uso da membrana amnidtica no tratamento de

queimaduras oculares.

Apesar dos relatos que mostraram os beneficios da utilizagdo da membrana amniotica,
seu uso foi temporariamente abandonado e durante muitos foi esquecido (DUA et al., 2004;
DUA; AZUARA-BLANCO, 1999; MOREIRA; OLIVEIRA, 2000). Em 1995, Kim e Tseng
reiniciaram os estudos de utilizacdo da membrana amniotica para fins reconstrutivos em
queimaduras da superficie ocular de coelhos, com resultados bons, mostrando que a
membrana amnidtica facilita a epitelizacdo por substituir algumas propriedades da membrana
basal corneana. Também foi relatado melhora na transparéncia da cornea e diminuicdo da

neovascularizacdo



21

Na oftalmologia veterinéria, a utilizagdo da membrana amniética foi iniciada por
Barros, Garcia, Laus, Ferreira e Sales Gomes em 1995. Foi implantada a membrana amniotica
equina preservada em glicerina em 18 perfuracdes oculares experimentalmente produzidas em
cdes. Como resultado, foi observada reestruturacdo da camara anterior, com pressdo
intraocular normal e demais estruturas corneanas. No estudo histopatoldgico, observaram
integracdo da membrana amnidtica com aspecto proximo a cdrnea normal e restabelecimento
das camadas da cornea. Os autores concluiram que a membrana amniotica pode ser usada

como enxerto para as reparacdes de lesdes na cornea de cées.

5.2 Anatomia, Fisiologia e Propriedades da Membrana Amniotica

A membrana amnidtica tem sido utilizada com sucesso na oftalmologia humana e
veterinaria, aléem de outras especialidades. 1sso se deve as caracteristicas benéficas desta
membrana que vinham sendo buscadas para as afec¢des da superficie ocular (PLUMMER,
2009; DUA; AZUARA-BLANCO, 1999; SOUZA, 2003). Ela possui capacidade de restaurar
as propriedades da arquitetura corneana, fornecendo fatores de crescimento epitelial,
favorecendo a migracdo de células epiteliais, aumentando a adesdo entre as células da
membrana basal e prevenindo a apoptose celular (PLUMMER, 2009; RONK et al., 2005;
DUA; AZUARA-BLANCO, 1999; DUA et al., 2004).

A membrana amnidtica é a camada mais interna da membrana fetal, composta, na parte
externa, pelo material coridnico (tecido trofoblastico-mesenquimal) e, internamente, pelo
amnio de origem fetal (tecido ectodérmico) (FERNANDES et al., 2005).

Na espécie humana, a membrana amniética surge apds sete a oito dias da concepcao
(DUA et al., 2004). Em ovinos, bovinos, equinos, suinos, caninos e felinos o amnion se forma
entre os dias 13 e 16 apds a concepcdo (ROBERTS, 1979). Em humanos, sua espessura varia
de 0,02 a 0,05 mm e ndo apresenta vascularizagcdo nem suprimento sanguineo direto (DUAL
et al., 2004; FERNANDES et al., 2005). E composta por trés camadas: camada epitelial,
membrana basal e matriz estromal (Figura 2) (DE ROTH, 1940; DUA et al., 2004; DUA;
AZUARA-BLANCO, 1999; FERNANDES et al., 2005).
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Camada epitelial

Membrana basal

,; — Estroma: camada esponjosa

Figura 2: Desenho esquemaético das camadas da membrana amnidtica.

Fonte: http://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/19088/000735344.pdf?sequence=1

A camada epitelial consiste em uma Unica camada de células poligonais sobre
membrana basal. Apresenta um grande nimero de microvilosidades na superficie apical, o
que a distingue de outros epitélios da superficie ocular. Lateralmente, os microvilos sdo
numerosos e podem formar canaliculos intercelulares (ZHONG et al., 2005; DE ROTH,
1940; DUA et al., 2004; DUA; AZUARA-BLANCO, 1999). Essas células estdo conectadas
por desmossomos, promovendo uma via efetiva no transporte de macromoléculas.
Intracelularmente, o nucleo € irregular, grande e homogéneo. No citoplasma, sdo encontradas
vesiculas pinocitéticas, organelas em abundancia, incluindo reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi. Os ndcleos celulares possuem configuracdo irregular e indentacdes na
membrana nuclear, com nucléolos grandes e homogéneos, o que sugere atividade nucleolar
(DUA et al., 2004; DUA; AZUARA-BLANCO, 1999). No geral, a ultraestrutura do epitélio
sugere que o amnio tem varias fungdes especializadas. Ele foi especificamente adaptado para
executar trés funcdes principais, como um epitélio de revestimento, como um epitélio secretor
ativo, e para transporte intercelular e transcelular intenso (DUA; AZUARA-BLANCO, 1999).

A presenca de um substrato normal da cérnea é essencial para a proliferacdo e
diferenciagéo de células epiteliais normais. A membrana basal facilita a migragdo de células
epiteliais, mas também reforca a adesdo de células epiteliais basais, promove a diferenciagdo
epitelial, e evita a apoptose. A membrana amnidtica atua como um novo substrato para e
epitelizacdo adequada. (DUA; AZUARA-BLANCO, 1999; DE ROTH, 1940). A membrana
basal é espessa e € composta por colagenos tipo IV e VII (também presentes no epitelio

corneano), colagenos tipo I, I, 111 e V; elastina, fibronectina e varias outras integrinas. Ela é
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conhecida por prevencdo da cicatrizagdo conjuntival, neovascularizagdo e fibrose.
Histologicamente, a membrana basal assemelha-se com a conjuntiva (LEE; TSENG, 1997). A

membrana basal esta aderida ao epitélio por processos interdigitais (BOURNE, 1960).

A matriz estromal é dividida em camada compacta, camada fibrorreticular e camada
esponjosa, sendo todas elas avasculares. E rica em acido hialurdnico fetal que suprime a
proliferagdo celular por alterar a regulagdo TGF beta, reduzindo a fibrose por inibir a
proliferacdo e diferenciacdo de miofibroblastos. O TGF beta est4 presente em todo estroma
corneano, com concentrages maiores na camada esponjosa (HOPKINSON et al., 2006). Esse
fato explica o motivo da membrana amnidtica reduzir o processo de cicatrizacdo durante a
reconstrucdo da superficie ocular (BURMAN, 2004). Também € caracteristico da matriz
estromal suprimir a expressao de Vvarias citocinas inflamatorias que originam-se no epitélio da
superficie ocular, incluindo a interleucina 1 alfa, 1 beta, interleucinas 2 e 8, interferon e fator
de necrose tumoral. A supressdo da inflamacdo é essencial na prevencdo da cicatrizacao
conjuntival, neovascularizacdo e fibrose (DUA et al., 2004; DUA; AZUARA-BLANCO,
1999; DE ROTH, 1940).

A membrana amni6tica além de promover a reepitelizacdo, facilitar a migragéo celular e
diminuir a fibrose, também possui atividade anti-inflamatéria e antiangiogénica. O
mecanismo exato ainda € desconhecido, mas a membrana amnidtica parece atuar como uma
barreira ao filme lacrimal, reduzindo a quantidade de células inflamatdrias e de mediadores da
inflamac&o. Interleucinas IL-10 e IL-1, além de inibidores de metaloproteinases tissulares,
presentes na matriz estromal, provavelmente estdo envolvidos nesse processo, sendo potentes
inibidores da inflamacdo. A trombospondina 1, fator antiangiogénico, esta expressa na
camada de ceélulas epiteliais e em 20% das células mesenquimais do amnion, o que pode
explicar sua atividade antiangiogénica (FERNANDES et al., 2005). Além disso, as
propriedades anti-inflamatérias da membrana amniética diminuem o estimulo a angiogénese e
consequentemente a neovascularizacdo corneana (DUA et al.,, 2004, DUA; AZUARA-
BLANCO, 1999; DE ROTH, 1940).

A membrana amniotica também apresenta propriedades antimicrobianas que ajudam na
diminuicdo do risco de infec¢do pds-operatdria. Ela contém cistatina E que € um anélogo dos
inibidores de proteinase das cistinas, que possuem propriedades antivirais e antibacterianas
(TALMI et al., 1991).
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As células epiteliais da membrana amnio6tica ndo expressam antigenos leucocitarios
humanos (HLA) A, B, C ou DR, ou beta 2-microglobulinas, o que a torna supostamente inerte
(DUA et al., 2004; DUA; AZUARA-BLANCO, 1999).

Kubo et al., (2001) estudaram a imunogenicidade da membrana amnidtica humana em
xenotransplantes em ratos e encontraram poucos sinais de rejeicdo, sugerindo que a MA seja

um tecido imunologicamente privilegiado com propriedades imunorreguladoras.
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6 INDICACOES DO USO DA MEMBRANA AMNIOTICA NA OFTALMOLOGIA
VETERINARIA

A membrana amnidtica vem sendo utilizada em oftalmologia no tratamento de afec¢des
da superficie ocular. Sua utilizacdo baseia-se na capacidade de beneficiar o processo de
epitelizacdo, além de reduzir os processos inflamatorios, angiogénicos e cicatriciais (DE
ROTH, 1940; DUA; AZUARA-BLANCO, 1999; DUA et al., 2004). As principais indicacdes
do uso de membrana amnidtica sdo: reconstrucdo da superficie ocular, queimaduras quimicas,
simbléfaro, defeitos epiteliais persistentes, neoplasia da superficie ocular, Ulceras de cornea de
dificil cicatrizacdo, descemetoceles, Ulceras profundas, deficiéncia limbica total ou parcial,
ceratopatia bolhosa, ceratites infecciosas, perfuracdo ocular e, também, como substrato para a
expansao de células epiteliais (PLUMMER, 2009).

Em 1940, De Roth descreveu, a aplicacdo da membrana amniética humana para fins
reparadores da superficie ocular onde foi inicialmente aplicada na correcdo de defeitos
conjuntivais. O autor relatou que o material ideal para transplante de conjuntiva deve ser fino,
transparente, liso, estéril e de tamanho apropriado. Estas caracteristicas foram apontadas, pelo
autor, para a membrana amnidtica na recuperacdo de falhas conjuntivais. Sorshy et al. (1947),
reafirmaram os beneficios do uso da membrana no tratamento de queimaduras quimicas
oculares, com resultados favoraveis em 28 olhos tratados por essa técnica. Kim e Tseng, em
1995, também relataram a utilizacdo da membrana amniodtica em casos de queimadura da
superficie ocular em coelhos, com resultados bons, demonstrando que a membrana facilita a

epitelizacdo por substituir algumas propriedades da membrana basal corneana.

A aplicacdo de transplante de membrana amniotica para correcdo de simbléfaro foi
descrita por Tseng et al., em 1997, e concluiram que a membrana amni6tica funciona como

substrato alternativo para defeitos conjuntivais.

Lassaline et al., em 2005, relataram o uso da membrana amnidtica equina em trés
cavalos com Uulcera de cornea e ceratomalacia. A membrana foi preservada em glicerol. Os
autores obtiveram resultados favoraveis e concluiram que a utilizagdo da membrana amnidtica
forneceu apoio adequado, apresentando propriedades antiangiogénicas, evidenciado pela
progressdo da vascularizagdo da cdrnea apenas na periferia da membrana e, além disso,
pareceu ter sido permeavel a medicamentos topicos. Plummer (2009) demonstrou, também, a
utilizacdo da MA como tratamento de 58 equinos com ceratoplastia severa, e avaliou o status

visual dos pacientes, observando o grau de cicatrizacdo da cérnea. Como resultado, o autor
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obteve cicatriz leve em 69% dos casos, 24% com cicatriz moderada e apenas 7% com cicatriz

intensa.

Estudos foram realizados para avaliar o uso da membrana amnidtica equina preservada
em glicerol no tratamento de defeitos da cdrnea de espessura total em 18 cdes. Foi implantada
a membrana amniotica do mesmo tamanho e formato da lesdo e suturada com nylon 10-0 com
pontos isolados simples. Edema da cérnea foi observado, proximo do implante, 24 horas ap6s
a cirurgia, mas estava ausente apds uma semana. O tecido de granulagdo e vascularizagao da
cornea superficial para o implante foram observados no sétimo apds a cirurgia, mas estava
ausente no trigésimo dia. Ndo houve retencdo de fluoresceina no dia 30 pds-operatorio. Aos
60 dias de pos-operatdrio, nao havia infiltrado celular inflamatorio, mas fibroblastos e fibrose
estavam presentes. A arquitetura da cérnea foi restaurada. Como conclusdo, os autores
relataram que a evidéncia clinica e histoldgica indica que a membrana amniotica pode ser Util

como enxerto na reparacao de perfuracdo da cérnea de cdes (BARROS et al., 1998).

Barachetti et al., em 2010, descreveram e avaliaram o uso de transplante de membrana
amnidtica equina ap6s ceratectomia lamelar superficial para o tratamento de sequestro de
cérnea em gatos. Foram utilizados seis gatos (sete olhos), com sequestro de cornea, tratados
cirurgicamente com ceratectomia lamelar superficial e transplante de membrana amniética.
Apobs a cirurgia, ndo foi notado blefarospasmo. Cinco dos sete olhos mostraram nivel minimo
de cicatrizes na cornea e boa transparéncia. Nao foram observadas recorréncias do sequestro
de cornea durante o periodo de seguimento. Dois olhos apresentaram complica¢fes: um olho
evoluiu para necrose da membrana amniética duas semanas apos a cirurgia. O sequestro desse
olho mostrou um alto nivel de bactérias na histopatologia. O segundo olho desenvolveu uma
perfuracdo sob a membrana amnidtica, duas semanas apos a cirurgia. O sequestro desse olho
foi profundo e sem vascularizagdo. Os autores concluiram que o transplante de membrana
amnidtica apds a ceratectomia lamelar superficial é valido para tratamento cirdrgico de
sequestro de cornea em gatos. O procedimento resultou em visdo funcional em cinco dos sete
olhos; embora selecdo dos casos seja importante, principalmente para excluir o sequestro

muito profundo e ndo vascularizado, segundo opinido dos autores.

Segundo Choi et al (2010), a membrana amniética apresenta Otimos resultados na
restauracdo da superficie ocular, como em casos de cisto de inclusdo epitelial. Os autores
descreveram um caso de um cdo com cisto de inclusdo epitelial, que foi removido por

ceratectomia lamelar superficial e a membrana amniética foi transplantada para corrigir o
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defeito na cornea. Nao houve recorréncia ou complicagdo no local da cirurgia apos 100 de
pos-operatério. No exame oftadlmico, o olho estava visual, sem desconforto ocular, com
pequena area de pigmentacdo, vascularizacdo e cicatriz moderada. A combinacdo de
ceratectomia lamelar superficial e o transplante de membrana amnidtica devem ser

considerados como uma alternativa para a reparagdo de grandes defeitos na cérnea.

Barros et al., em 2005, relataram o0 uso da membrana amniética para a reconstrucdo da
superficie ocular, em casos de ceratomalacia generalizada, anquilobléfaro e fibrohistiocitoma
removidos em dois cdes e um gato. Nos trés casos, houve algum grau de opacidade na cornea
e ndo foi notado desconforto ocular. Foi relatado epitelizacdo rapida devido ao novo substrato

fornecido pela membrana amnio6tica, reducéo da cicatriz e da inflamacao.

Em defeitos epiteliais persistentes quando o tratamento clinico ndo for suficiente, o
transplante da membrana amnidética pode ser utilizado por diminuir a inflamagao e aumentar a
velocidade de reepitelizacdo com grandes indices de sucesso. A membrana amni6tica também
pode ser usada em associacdo com adesivo tecidual em perfuracdes corneanas pequenas (até 2
mm) (FERNANDES et al., 2005)

Em casos de ceratopatia bolhosa, a membrana amniética fornece um novo substrato, por
meio de sua membrana basal e matriz estromal avascular. A membrana basal é apontada como
capaz de facilitar a migracdo de células epiteliais, reforcando a adesdo das células do epitélio
basal, promover a diferenciacédo epitelial e prevenir apoptose (PIRES et al., 1999).

Ollivier et al., em 2006, estudaram a eficacia do transplante de membrana amniética
como tratamento coadjuvante a ceratectomia lamelar superficial sozinho ou combinado com
irradiacdo de estroncio-90 no tratamento de carcinoma de células escamosas corneolimbal em
11 equinos. Os autores compararam o nivel de formacdo de cicatrizes em pacientes, que além
de receberem o tratamento com irradiacdo e ceratectomia lamelar superficial, foram
submetidos ao uso da membrana amniotica com os outros pacientes em que foram utilizados
enxertos conjuntivais. Os cavalos que receberam o transplante com a membrana amniotica
equina apresentaram recuperacao da transparéncia da cornea mais rapidamente e com minima
cicatriz corneana. Segundo os autores, o uso da membrana amniotica representa um
procedimento cirurgico alternativo para enxertos conjuntivais, especialmente se existe uma
falta de tecido conjuntival apds a ressecc¢do do tumor ou caso seja necessario grande ressecgao
da cornea. A membrana amnidtica é incorporada no defeito da cdrnea e apresenta,

visivelmente, menor cicatriz do que um defeito corneal coberto pela conjuntiva bulbar.
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7 OBTENCAO, PREPARACAO E PRESERVACAO DA MEMBRANA AMNIOTICA

Na oftalmologia humana, as placentas selecionadas para uso devem ser de doadoras
com histdria clinica saudavel que sejam negativas para doencas como HIV, sifilis e hepatite e,
submetidas a cesariana em ambiente livre de contaminacdo (ADDS et al., 2001). Esse tecido é
processado para armazenamento e mantido em bancos. O processo e preparacao da membrana
amniotica sdo realizados sob condicfes estéreis (DE ROTH, 1940; DUA et al., 2004; DUA,;
AZUARA-BLANCO, 1999). Varios protocolos existem para o processo da membrana
amniotica, entretanto, o primeiro protocolo de preparacdo e criopreservacao foi descrito por
Kim e Tseng e consite na separacdo do &mion do cérion (Figura 3) (KIM; TSENG, 1995).

Na oftalmologia veterinaria, a membrana amniética é frequentemente obtida de
membranas fetais equinas devido a facilidade de aquisicdo e manuseio comparada com
animais de pequeno porte. As éguas selecionadas devem ser saudaveis e sem historia clinica
de doencas transmissiveis (PLUMMER, 2009; BARROS et al., 1998; LASSALINE et al.,
2005).

Figura 3: Imagem da separacdo do &mnion do corion manualmente de uma membrana
amniotica humana.

Fonte: OLLIVER et al., 2006.

Primeiramente, a coleta da placenta é realizada por meio de cesariana em ambiente livre
de contaminacdo, remove-se 0s coagulos sanguineos através de lavagem com solucdo

fisiologica 0,9%, separaragdo da membrana amniotica do cérion manualmente e colocé-la
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sobre papel de nitrocelulose estéril com sua superficie voltada para cima. A seguir, mergulha-
se 0 papel de nitrocelulose com a membrana trés vezes em solucdo contendo 1.000 Ul/ml de
penicilina, 20 mg/ml de estreptomicina e 2,5 mcg/ml de anfotericina B, secciona-se o papel
em discos de 1,5cm de diametro e estocar em glicerina na proporcéao de 1:1(DE ROTH, 1940;
DUA et al., 2004). De uma placenta, consegue-se processar, aproximadamente, 40 a 50
fragmentos de membrana amniética. De cada lote, é retirada uma amostra para a realizagdo de
testes culturais e somente apos a confirmacéo dos resultados negativos as MA séo liberadas
para uso (PLUMMER, 2009, DUA et al., 2004).

Em seguida, a membrana amniotica é estocada em freezer a -80C e deve ser
transportada em gelo até o0 momento da sua utilizacdo, quando € colocada em solucgéo salina
para ser restaurada para o uso. Por esse método de preservacdo, a membrana amnidtica tem
sido utilizada por até dois anos (DE ROTH, 1940; DUA et al., 2004; DUA; AZUARA-
BLANCO,1999).

Na maioria dos metodos utilizados na preservacdo da membrana amnidtica suas
propriedades sdo afetadas de alguma maneira. Kruse relatou que a criopreservacdo diminui a
viabilidade e capacidade de proliferacdo celular, funcionando mais como uma matriz e néo
por transferéncia de células funcionalmente ativas (KRUSE et al., 2000). Nakamura et al.
demonstraram ndo haver diferenca significativa entre a membrana amnidtica criopreservada e
a liofilizada, quando submetidas a testes de stress, também ndo houveram diferencas
morfolégicas significativas produzidas pelo processo de liofilizacdo e irradiacdo em analises
realizadas com imunohistoquimica e microscopia eletrénica da membrana liofilizada
(NAKAMURA et al., 2006).

A membrana amniética pode ser utilizada através de diferentes métodos de preservacao
e estocagem, entre eles estdo a membrana amniotica fresca, criopreservada, desidratada e

liofilizada.

7.1 Membrana Amnidtica Fresca

Nesse método de conservacdo, também conhecido como preservacdo hipotérmica, a
membrana amnidtica é mantida em meio de cultura, na geladeira a 4°C, permitindo que o
tecido seja utilizado em 7 a 12 dias da data da coleta. A membrana amniotica fresca também
pode ser preservada em glicerol a 50% pelo mesmo periodo de tempo (KRUSE et al., 2000).
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Estudos demonstram que a utilizagdo da membrana amniotica fresca apresenta maior
risco de contaminagdo (SIMMONDS et al., 1992). Também pode-se utilizar a glicerina a
98%, que desidrata a membrana amniotica e preserva a concentracdo idnica das celulas
mantendo a integridade celular. Essa capacidade de desidratacdo confere a glicerina um poder
antisséptico contra bactérias e fungos, porém sem acdo contra virus. Esse método de
preservacao € de baixo custo e de facil manuseio (DUA et al., 2004).

7.2 Membrana Amniotica Criopreservada

Método em que o tecido é congelado a -80°C em meio contendo antibidticos e glicerol
50% ou em meio de Dulbeco e pode ser utilizado em até dois anos (KIM; TSENG, 1995).
Depois de retirada do freezer, a membrana amniotica pode ser mantida em refrigerador de -
20C°C por um periodo de sete dias. O descongelamento da membrana amnidtica deve ser em
temperatura ambiente, no momento da sua utiliza¢do, por, no maximo, 24 horas (DUA et al.,
2004).

7.3 Membrana Amnidtica Desidratada

Nessa maneira de preservacdo, a membrana amniética é desidratada em temperatura
ambiente, sem passar pelo processo de congelamento. Na literatura, hd poucos trabalhos
utilizando esse método de preservacdo. Na oftalmologia humana, Fournier e McLachlan, em
2005, relataram o uso da membrana amniética desidratada para reconstrucdo da superficie

ocular apds queimadura quimica, com resultado satisfatorio.
7.4 Membrana Amnidtica Liofilizada

Nesse método de preservacdo, a membrana amnidtica é congelada em temperatura
abaixo de -20°C e, entdo, submetida a baixa pressdo (alto vacuo). Dessa maneira, a agua que
foi transformada em gelo passara diretamente ao estado sélido para o gasoso, resultando num
produto final com estrutura porosa livre de umidade e capaz de ser reconstruida com adigdo
de agua. O processo ndo utiliza conservante ou produtos quimicos. O principio basico do
processo € a secagem ou desidratacdo a vacuo, por sublimacéo, da agua contida no produto
com a intencdo de otimizar a estabilidade quimica durante periodos maiores de
armazenamento. Quando reconstituidos, retomam suas propriedades originais (GUILHERME,
2002).



31

8 FIXACAO DA MEMBRANA AMNIOTICA

A fixagdo da membrana amnioética, na oftalmologia, pode ser realizada por fio de sutura,
normalmente sdo utilizados o mononylon 10-0 ou vicryl 8-0 a 10-0, com suturas continuas ou
pontos separados (DUA et al., 2004; SEKIYAMA et al., 2007).

Em relacdo ao lado da membrana amnidtica a ser utilizado em contato com a superficie
ocular, pode ser realizado com o epitélio para baixo que ira cobrir uma area da superficie
ocular que apresenta funcdo de curativo, bandagem ou, ainda, como lente de contato
terapéutica bioldgica. Quando é utilizada com o objetivo de servir como substrato para o
crescimento epitelial e sera incorporada ao tecido hospedeiro, ela é usada como enxerto e
deve ser utilizada com o epitélio voltado para cima. Ao ser utilizado como uma bandagem
espera-se que a epitelizacdo ocorra sob a membrana amniética e, no caso de enxerto, espera-
se que a epitelizacdo ocorra ha membrana amniética (DUA et al., 2004; DE ROTH, 1940;
PLUMMER, 2009; DUA; AZUARA-BLANCO, 1999).

Duas camadas da membrana amnidtica podem ser utilizadas em alguns casos, uma com
o lado epitelial para cima e a outra com o lado epitelial para baixo. A membrana interna ird
atuar como um enxerto, tendo seu lado epitelial voltado para cima. A segunda membrana,
geralmente maior, é suturada na por¢do superior da primeira, com o lado estromal voltado
para cima. A segunda membrana atua como uma bandagem protetora da primeira e das
células que crescem nela (DUA et al., 2004; DUA; AZUARA-BLANCO, 1999; PLUMMER,
2009). Dua et al., em 2004, demonstraram uma adaptacdo da técnica para empregar as duas
camadas de membrana amnidtica, sobrepondo a segunda membrana na conjuntiva. Dessa
forma, a migracdo do epitélio da conjuntiva crescera sobre a segunda membrana e ndo sobre a
cdérnea ou na primeira membrana, o que pode acontecer quando a segunda membrana ndo é

utilizada.

Segundo Dua et al. (2004), também podem ser utilizadas multiplas camadas de
membrana amnidtica, empilhadas uma em cima da outra para preencher uma area de
derretimento da cornea. A Ultima camada deve ser ligeiramente maior que as outras, com a

sua superficie epitelial voltada para cima e suturada na cornea (DUA et al., 2004).

O lado epitelial & mais liso que o lado estromal. Normalmente, ndo ha dificuldade para
orientar-se em relacdo ao lado da membrana amnidtica, pois ela € colocada nos papéis de

nitrocelulose com o epitélio voltado para cima. Entretanto, em caso de duvida, o cirurgido



32

pode fazer um teste répido e simples, pingando a membrana com uma pinga de conjuntiva ou
tocando a membrana amniodtica com uma esponja de nitrocelulose. Se ao soltar a pin¢a ou a
esponja de nitrocelulose houver aderéncia de um material que lembra o vitreo, entdo esse é o
lado estromal (PLUMMER, 2009; DUA et al., 2004; DUA; AZUARA-BLANCO, 1999).

Figura 4: Imagem do pingcamento do lado estromal da membrana amniética humana com uma

pinga hemostatica.

Fonte: DUA et al., 2004

A membrana amniética pode ser utilizada para se obter cobertura parcial a cornea,
guando uma pequena area lesada é coberta por uma membrana de tamanho adequado e
mantida por suturas (Figura 5). Geralmente, ela é ajustada manualmente pelo cirurgido a fim
de que se obtenha um tamanho e uma forma adequada para reparar a lesdo (Figura 6). Em
lesbes mais extensas, a membrana pode ser utilizada para recobrir toda a superficie ocular
(Figura 7) (DUA; AZUARA-BLANCO,1999).
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Figura 5: Desenho esquematico da membrana amniotica suturada na cérnea recobrindo uma
pequena lesdo na cdrnea.

Fonte: DUA; AZUARA-BLANCO,1999

Figura 6: Desenho esquematico da membrana amniética suturada na cdrnea e ajustada de
tamanho semelhante a les&o.

Fonte: DUA; AZUARA-BLANCO,1999
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Figura 7: Desenho esquematico da membrana amniotica suturada na cérnea recobrindo toda
sua extenséo.

Fonte: DUA; AZUARA-BLANCO,1999
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9 CONCLUSAO

A cornea por ser a por¢do mais externa do bulbo ocular, estd frequentemente sujeita a
agressoes, que podem prejudicar a funcgdo visual. Nesse contexto, surge o interesse de novas
terapias para a sua reconstrucdo. O transplante da membrana amniotica tem sido utilizado
como alternativa para a reconstrucdo da porcdo mais externa do globo ocular. Sua utilizagdo
tem sido descrito na literatura para o tratamento da reconstrucdo as superficie ocular:
queimaduras quimicas, simbléfaro, defeitos epiteliais persistentes, neoplasia da superficie
ocular, ulceras de cornea de dificil cicatrizacdo, descemetoceles, Ulceras profundas,
deficiéncia limbica total ou parcial, ceratopatia bolhosa, ceratites infecciosas, perfuracdo
ocular e, também, como substrato para a expansao de células epiteliais. Varios métodos de
tratamento de lesBes na superficie ocular tém sido utilizados e, dentre os cirurgicos, aqueles

que envolvem a utilizagdo da membrana amnidtica tém merecido destaque.

A membrana amniotica possui propriedades que promovem a reepitelizacdo, sendo
capaz de reduzir o processo cicatricial e inflamatorio, inibicdo da fibrose, imunologicamente
inerte, acdo antimicrobiana e viral, além de apresentar caracteristicas antiangiogénicas. Essas

propriedades sdo essenciais e contribuem para a reconstrucdo da superficie ocular.

Embora, ainda existam poucos relatos do uso da membrana amniética na oftalmologia
veterinaria, os estudos que ja foram publicados descrevem resultados positivos e similares aos
relatos na oftalmologia humana. O transplante de membrana amnidtica é uma técnica
cirdrgica em constante evolucao e que tem apresentado sucesso no tratamento de reconstrucéo

da superficie ocular humana e de animais.
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