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RESUMO

ROSA, Maurilio. Caracterizacdo morfologica de biomateriais utilizando a membrana
amnidtica equina como substrato. 2022. 81p. Tese de Doutorado em Medicina Veterindria.
Instituto de Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro, 2022.

Neste trabalho, buscou-se estabelecer e validar protocolos para coleta, preparo e preservagao da
membrana amnidtica equina que possibilitem a obtencdo de um biomaterial viavel e livre de
contaminagdo para utilizacdo com fins terapéuticos. Foram testados e estudados os processos de
preparo de trés diferentes tipos de biomateriais, a membrana restituida de congelamento
(AMNn), a membrana desidratada (AMNd) e a membrana descelularizada (AMNTX). Cada um
desses materiais também foi caracterizado morfologicamente por imunofluorescéncia.
Complementando o estudo, foi realizada a avaliagdo clinica pela utilizacdo de cada biomaterial
através do tratamento de reparo de lesdes corneais em queratomalacia. O resultado do estudo dos
processos de coleta, preparo e preservacao, demonstrou ser eficiente para producao dos
biomateriais. Os materiais AMNTx ¢ AMNn foram os que demandaram mais recursos na sua
producdo e métodos de armazenamento. O biomaterial AMNd foi o que despendeu menores
recursos de producdo e armazenamento, demonstrando ser um material versatil capaz de ser
utilizado em locais com pouca infraestrutura. Os resultados da caracterizacdo morfologica por
imunofluorescéncia de cada biomaterial culminaram com a comprovagdo da manuteng¢do dos
componentes laminina, fibronectina e dos colagenos I e IV na estrutura da maioria das amostras
dos biomateriais estudados, com exce¢do da AMNd para colageno I, que apresentou resultado
inconclusivo. A avalia¢ao dos tratamentos mostrou que a utilizagdo desses biomateriais foi capaz
de reduzir a formagao de tecido cicatricial nas lesdes. A comparacao desses resultados também
demonstrou que a membrana desidratada obteve o melhor desempenho clinico perante as
membranas congeladas e descelurarizadas, quando observadas a quantidade de formacdo de
tecido cicatricial, vascularizacdo e area de cornea clara preservada. Essas informagdes obtidas
tornam-se de suma importincia, uma vez que estes biomateriais demonstraram que podem ser
utilizados como bandagens curativas, servindo como arcabougo para migragdo, adesao,
multiplicagdo celular, estimulo a angiogénese e controle da inflamagao, durante o processo de
cicatrizagao tecidual.

Palavras-chave: Biomateriais. Membrana amniotica. Equinos.



ABSTRACT

ROSA, Maurilio. Morphological characterization of biomaterials using the equine amniotic
membrane as substrate. 2022. 81p. Doctoral Thesis in Veterinary Medicine. Instituto de
Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro, 2022.

In this work, we sought to establish and validate protocols for the collection, preparation and
preservation of the equine amniotic membrane that make it possible to obtain a viable and
contamination-free biomaterial for use with therapeutic purposes. The processes of preparation
of three different types of biomaterials were tested and studied, the frozen-restituted membrane
(AMNn), the dehydrated membrane (AMNd) and the decellularized membrane (AMNTX). Each
of these materials was also morphologically characterized by immunofluorescence.
Complementing the study, a clinical evaluation was performed using each biomaterial in the
repair treatment of corneal lesions in keratomalacia. The result of the study of the collection,
preparation and preservation processes proved to be efficient to produce biomaterials. AMNTx
and AMNn were materials that demanded more resources in their production and storage
methods. The AMNd biomaterial required less production and storage resources, proving to be a
versatile material capable of being used in places with little infrastructure. The results of the
morphological characterization by immunofluorescence of each biomaterial resulted in proof of
the maintenance of the components laminin, fibronectin, and collagens I and IV in the structure
of most samples of the studied biomaterials, except for AMNA for collagen I, which showed
inconclusive results. The evaluation of the treatments showed that the use of these biomaterials
was able to reduce the scar tissue formation in the lesions. The comparison of these results also
showed that the dehydrated membrane had the best clinical performance against the frozen and
decellularized membranes, when observing the amount of scar tissue formation, vascularization
and preserved clear corneal area. This information obtained becomes of paramount importance,
since these biomaterials have demonstrated that they can be used as curative bandages, serving
as a scaffold for migration, adhesion, cell multiplication, stimulation of angiogenesis and control
of inflammation during the tissue healing process.

Keywords: Biomaterials. Amniotic membrane. Equine.
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1 INTRODUCAO

A Medicina moderna tem buscado na Bioengenharia solugdes para as mais variadas
doencgas que afetam a satde humana e animal. A Bioengenharia ¢ uma area de conhecimento
que movimenta bilhdes de doélares em desenvolvimento, venda e treinamento de pessoal no
mundo inteiro. Materiais, tanto de origem organica (tal como o coldgeno) e inorganica (a
exemplo da hidroxiapatita e do titdnio), representam parte do universo de materiais que estao
disponiveis para uso terapéutico nas mais diversas areas como ortopedia, odontologia,
oncologia e cirurgia reparadora em queimaduras, bem como na reparacdo tecidual, dssea,
composicao de proteses ou como suporte para transplante de 6rgdos (CHOPRA; THOMAS,
2013).

Uma das subareas da Bioengenharia, a Engenharia de tecidos tem evoluido nos tltimos
trinta anos com o objetivo de construir materiais que possam servir de substitutos ou imitar
tecidos doentes ou feridos. Apesar da introducdo de tecnologias de ponta, como a
microfabricagdo e a impressao 3D, o trabalho de consolidacao de um produto clinico final de
facil utilizagao ¢ lento (BERTHIAUME; MAGUIRE; YARMUSH, 2011).

E necessaria a discussido de questdes que limitam o desenvolvimento de biomateriais
com vistas a atender as necessidades dos usuarios finais e médicos a campo, que procuram
avidamente por produtos que apresentem solucdes com eficacia, confiabilidade, facilidade de
uso e economia de custos (BERTHIAUME; MAGUIRE; YARMUSH, 2011; FERENCZY;
SOUZA, 2020).

Nesse cenario, o uso de biomateriais € o alvo de estudos farmacoldgicos no que diz
respeito a criagdo de novos tratamentos ou a otimizacao dos existentes. A utilizacdo de materiais
com baixa ou nenhuma toxicidade e imunogenicidade torna-se imperativo, como € o caso da
membrana amnidtica. Conforme explicam Oliveira e Alvarenga (1998) e Niknejad et al. (2008)
explorar a potencialidade dessas membranas ¢ um dos campos mais promissores das Ciéncias
Bioldgicas, tendo em vista serem parte integrante do desenvolvimento dos organismos. Ainda
de acordo com esses autores, a complexidade bioldgica das membranas amnidticas exige
esforcos conjuntos de diversas linhas de pesquisa, objetivando principalmente seu uso
terapéutico.

Contudo, apesar do grande nimero de trabalhos publicados, aspectos importantes da
caracterizacdo da membrana amnidtica ainda permanecem em aberto.

Sao inumeras as doencas e condi¢des (agudas ou cronicas) na saude humana e animal

que tém suscitado a necessidade de novas terapias, além do fato de que algumas doencas se



mostram resistentes aos tratamentos convencionais. Nesses casos, o estudo de medidas
alternativas como o tratamento pela utilizacdo de biomateriais derivados da membrana
amnidtica vem se destacando na Medicina Veterinaria. Pesquisas vém sendo conduzidas
visando oferecer solugdes para o tratamento de uma série de condigdes patoldgicas em animais,
com resultados bastante promissores (CHOPRA; THOMAS, 2013; ARRIZABALAGA;
NOLLERT, 2018).

Diante disso, a Biotecnologia desponta como um novo campo de estudo, com enorme
potencial em relacdo ao tratamento de variadas doengas, recebendo denominagdes como
Medicina Regenerativa. Sendo assim, essa matéria vem despertando enorme interesse, pois
pode resultar em contribui¢des significativas na Medicina Regenerativa e na engenharia de
tecidos (FERENCZY; SOUZA, 2020).

Nesse cenario, a membrana amnidtica equina (MAE) merece mais estudos para avalia-
la como fonte de biomateriais que possam ser utilizados na Medicina Regenerativa, verificando
suas diferencas de forma comparativa em fun¢do dos resultados das analises morfoldgicas e
complexidade de obtencao e métodos de armazenamento de cada biomaterial.

A membrana amnidtica ¢ um dos biomateriais mais antigos utilizados para a
recuperagdo de tecidos. A primeira documentagdo de seu uso foi feita por Davis, em 1910,
quando foi utilizada em transplantes de pele. Desde entdo, adquiriu importancia por sua
capacidade de reduzir cicatrizes e inflamagdo, melhorando a cicatrizacao de feridas e auxiliando
a proliferacao e diferenciacao celular como resultado das suas propriedades antimicrobianas.
Além disso, trata-se de um biomaterial de facil obtencdo, processamento e transporte
(NIKNEJAD et al., 2008).

Estudos recentes, em diversas espécies, demonstraram que a MAE ¢ uma boa fonte de
células potencialmente capazes de serem utilizadas para promover a reconstru¢do de tecidos e
orgdos. Paralelamente, durante as tltimas décadas, varios projetos de pesquisa fundamentaram
o conhecimento da biologia da membrana amniotica (PLUMMER et al., 2009). Véarias doengas
na area da Medicina Veterinaria ja podem ser tratadas com o auxilio de biomateriais, entre elas
as lesdes oculares. Nesse cendrio, o uso da membrana amnidtica vem se destacando e € o objeto
de estudo do presente trabalho, por ser uma fonte de substratos estruturais, tais como a
Laminina, Fibronectina e os Colagenos I e VI (FUKUDA et al., 1999; LASSALINE et al.,
2005)

Em equinos, o bulbo do olho apresenta-se totalmente inserido na orbita, com a forma

ligeiramente achatada em sua dimensdo anteroposterior. Os olhos estdo posicionados
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lateralmente na cabeca, com campo visual monocular total de 292 graus (146 graus para cada
olho), e um campo binocular de 65 graus, com a cabeca erguida, o que lhes permite uma visao
estereoscopica com perfeita percep¢ao quanto a profundidade, distancia, posi¢ao e tamanho dos
objetos. A cornea equina ¢ composta por cinco camadas. A primeira, mais externa, ¢ composta
por 10 a 15 camadas de epitélio pavimentoso pseudoestratificado, com aproximadamente 60pm
de espessura. Logo abaixo vem uma delgada membrana basal epitelial, o estroma, a membrana
de Descemet e, por ultimo, o endotélio, formado por uma unica camada de células epiteliais
hexagonais. A espessura da cornea do equino esté entre 0,8 ¢ 1,0mm (BROOKS; MATTHEWS,
2007; GILGER, 2016).

A camada mais espessa da cornea, o estroma, mede aproximadamente 700um e ¢
formada por um mosaico tridimensional de ceratocitos interconectados na matriz extracelular
(MEC) de proteoglicanos associados a fibras coldgenas de pequeno didmetro. O endotélio, com
7um de espessura, ¢ composto de camada tnica de células epiteliais associada a uma delgada
membrana basal, membrana de Descemet, de origem coldgena, com espessura variando entre
14pm e 21pum. Com relagdo a resposta da cornea a injurias, as lesdes do epitélio corneal do
equino ocorrem na maioria das vezes por trauma ou abrasdao. A deficiéncia na quantidade de
agua no filme lacrimal, associada a colonizagdo do epitélio da cérnea por patdogenos como
fungos, bactérias e micoplasmas — especialmente adaptados ao ambiente onde o animal habita,
ou presentes na flora do saco conjuntival — sdo os responsaveis diretos pela contaminagdo e
agravamento do estado da ferida (BROOKS; MATTHEWS, 2007; GILGER, 2016).

As lesdes mais comuns encontradas no olho equino sdo as do tipo abrasivas, causadas
por corpos estranhos, cilios ectopicos, ou ma formacgdo de palpebras, como nos casos de
entropios. Lesdes causadas por brigas ou acidentes com cercas, portas de baias também
constituem uma possibilidade. Em resposta adaptativa as lesdes, as células corneais podem
sofrer edema, como resultado da absor¢ao osmotica do excesso de dgua do filme corneano ou
humor aquoso. A metaplasia ¢ também uma das respostas das células do epitélio a lesdao
superficial, em que essas mudam sua estrutura pela queratinizacdo, pigmentacao,
neovascularizagao e, finalmente, a formagao de tecido cicatricial (BROOKS; MATTHEWS,
2007; GILGER, 2016).

A regeneracdo da cérnea no equina € particularmente problematica e dificil, pois suas
células apresentam limitado repertorio de resposta a injurias, principalmente quando infectadas.
Apresentam poucos recursos fisiologicos que permitam reagir a determinados tipos de injurias,

o tratamento dessas afec¢des corneanas em queratomaldcia com a utilizacdo da membrana
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amnidtica apresenta-se como uma opg¢ao viavel. O restabelecimento da superficie do epitélio
corneal com a restauragdo de claridade optica, e a eliminagdo ou diminui¢do da formagao de
tecido cicatricial sdo particularmente importantes em termos de reconstru¢do da superficie
ocular, ¢ ¢ um desafio a ser superado na oftalmologia veterinaria (FUKUDA et al., 1999;
BROOKS; OLLIVIER, 2004; LASSALINE et al., 2005; OLLIVIER et al., 2006; BROOKS,
2008; PLUMER et al., 2009).

Em equinos, a migragao do epitélio celular durante a reparagdo para ulceras nao
infectadas, as quais atingem até a metade da espessura do estroma em profundidade, ¢ de
aproximadamente 0,6 milimetros/dia (NEADRLAND, 1987). Ja a reparacao de ulceras com o
estroma infectado, manifesta-se tipicamente pela grande infiltragdo de leucocitos
polimorfonucleares, o que atrasa o processo reepitelizacdo, deflagra crescimento de vasos
episclerais e vascularizagdo, que podem invadir a cérnea de forma sutil ou severa (WELCH,
2000; BROOKS, 2004). Essa condi¢ao geralmente ¢ seguida da deposi¢cdo de colageno e,
consequentemente, de formagao de tecido cicatricial (STRUBBE et al., 2000).

O melting, derretimento e necrose da cdOrnea, mais comumente chamado de
queratomaldacia na literatura veterinaria, ¢ particularmente a condigdo mais severa associada a
superficie ocular e impde um grande desafio devido a mé qualidade do tecido da cornea. O
estroma necrotico € frequentemente inflamado e infectado, e apresenta baixa resisténcia a
tracdo, o que dificulta a sua sutura (BROOKS, 2008).

O objetivo do tratamento da superficie ocular lesionada é preservar a integridade do
globo, extinguir a infec¢do, prover suporte para o crescimento das células na area afetada e
restaurar a sua transparéncia minimizando a formacao de cicatriz. A cornea do equino apresenta
a capacidade de lentamente se automodelar diminuindo assim o tamanho das cicatrizes, muito
embora o mecanismo envolvido ainda ndo esteja completamente elucidado. O endotélio da
cérnea nao parece sofrer mitose, porém se mostra capaz de auto reparacao a partir de uma lesao
celular (BROOKS, 2008). O interesse de estudo ¢ voltado para area de Biomateriais, tendo
como referéncia os estudos da regeneragdo tecidual pela utilizacdo de bandagens oriundas da
membrana amniotica.

Existe interesse particular, por tratar-se de assunto pouco estudado no pais, havendo
necessidade de maiores pesquisas sobre os meios de preparo, estoque e utilizagdo, bem como
sobre os mecanismos de reparacao tecidual, introduzindo conhecimentos com a perspectiva de

melhora futura nas condig¢des de tratamento clinico das afec¢des oculares em equinos.



2 JUSTIFICATIVA

Existe interesse particular no estudo de Biomateriais, por tratar-se de assunto carente de
pesquisa no Brasil quanto aos processos de preparacdo, meios de conservacdo, estoque €

utilizacao, bem como sobre os mecanismos de reparacgao tecidual.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do trabalho foi de descrever o desenvolvimento e caracterizar diferentes
biomateriais, provenientes da membrana amnidtica equina, com potencial terapéutico para

utilizagao em afecgdes oculares de equinos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer e validar um protocolo para coleta, preparo e preservagao da membrana
amnidtica equina, congelada e desidratada, que possibilite a obtengdo de
biomateriais viaveis e livres de contaminag¢@o para tratamento de lesdes oculares;

- Caracterizagdo morfologica e estrutural de biomateriais preparados a partir da
MAE, restituida de congelamento (AMNn) da membrana desidratada (AMNA),
comparando-os com os resultados da membrana descelularizada (AMNTYX),
previamente descrita na literatura, através de analises por imunofluorescéncia da

presenga dos principais constituintes da MEC.



4 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 ENGENHARIA DE TECIDOS

Durante as ultimas décadas, o campo da Medicina regenerativa evoluiu rapidamente
gragas ao grande progresso feito no desenvolvimento de substitutos biologicos, aplicando os
principios de transplante de células, ciéncia de materiais e bioengenharia. A medicina
regenerativa ¢ um campo interdisciplinar que visa desenvolver abordagens para regeneragao e
reparo de tecidos e 6rgdos danificados (CHOI et al., 2010, CHOPRA; THOMAS, 2013).

Historicamente, a primeira tentativa de substitui¢ao de tecidos foi a enxertia de pele,
estabelecendo as bases para o que viria a ser uma cirurgia pléstica e reconstrutiva. Desde a
virada do milénio, o campo da medicina regenerativa tem evoluido rapidamente junto com o
desenvolvimento de técnicas de criopreservagdo celular, uso de materiais biocompativeis,
bioimpressao 3D e geragdo de tecido derivado de células-tronco (WASSMER; BERISHVILI,
2020).

Hé necessidade do incremento do uso dessas tecnologias ainda desconhecidas ou pouco
utilizadas no Brasil. Atualmente, a identificagdo de novas fontes de biomateriais com potencial
regenerativo ¢ alvo de muitas pesquisas. Devido a diversidade e as diferentes caracteristicas
bioldgicas das células que a compdem, a membrana amnidtica ¢ considerada uma fonte
promissora para a engenharia de tecidos (FAVARON et al., 2015).

Diante disso, a engenharia de tecidos vem ganhando destaque na medicina regenerativa,
que se refere ao desenvolvimento de tecidos capazes de substituir ou restaurar tecidos nativos
que se encontram ausentes, perdidos ou danificados em decorréncia de defeito congénito,
envelhecimento, doenga ou lesdo. Contudo, essa defini¢do abrange uma vasta gama de terapias
(DAHLGREN, 2018).

A engenharia de tecidos ¢ definida como o desenvolvimento de substitutos biologicos
com o proposito de restaurar, manter ou melhorar a fung¢do do tecido e requer a aplicagdo de
principios € métodos tanto da engenharia quanto das ciéncias da vida. Nesse cenario, um
componente importante € a matriz de suporte sobre a qual as cé€lulas e os tecidos crescem,
também conhecida como “scaffolds” ou arcaboucos. Estes substratos tridimensionais porosos

utilizados como suporte, necessarios a proliferacdo celular e organizacdo tecidual, devem



integrar-se facilmente com o tecido do hospedeiro e fornecer um ambiente adequado para o
crescimento e diferenciacdo celular (NIKNEJAD et al., 2008).

Destacam-se em engenharia de tecidos as células-tronco mesenquimais (CTMs), por
serem consideradas umas das principais populacdes de células que podem apresentar
importante papel na mediacdo das diversas fases do processo de cicatrizacdo de feridas: fase
inflamatoria, proliferativa e de remodelag¢do. Devido a essa constatagdo, a terapia com CTMs
emerge como uma poderosa ferramenta capaz de gerar substitutos bioldgicos e regenerar
tecidos danificados com alta capacidade de proliferacdo, diferenciabilidade e fungao
(CHOPRA; THOMAS, 2013; FARHADIHOSSEINABADI et al., 2018).

A maioria dos materiais utilizados como arcabougos sdo derivados de tecidos naturais
de mamiferos e sao desenvolvidos para apoiar as células hospedeiras, promovendo sua
diferenciagdo e proliferacdo ao longo de sua formag¢do em um novo tecido. Portanto, o projeto
e a selecdo dos biomateriais usados para o scaffold é uma etapa critica da engenharia de tecidos,
sendo a semeadura de células nestes arcabougos a primeira etapa no estabelecimento de uma
cultura tridimensional, desempenhando um papel crucial na determinagdo da progressdo da
formagdo do tecido. Nao obstante, o sucesso da semeadura celular depende do tipo e da fonte
das células vivas, bem como dos componentes da MEC da estrutura (NIKNEJAD et al., 2008;
FARHADIHOSSEINABADI et al., 2018).

Ressalta-se que para a efetividade dessas terapias celulares, uma das principais
preocupacdes dos pesquisadores ¢ identificar fontes confidveis que ndo representem risco para
o doador ou para o individuo que receberd as células. Além disso, ¢ importante que as células
sejam de facil obtencdo e apresentem alto potencial de expansdo e proliferagdo. Atualmente, a
identificacdo de novas fontes de células com potencial regenerativo ¢ alvo de diversas
pesquisas, inclusive a propria membrana amnidtica, considerada uma das mais promissoras,
originando células com potencial de utilizagdo em terapia celular e engenharia de tecidos

(FAVARON et al., 2015).

4.2 MEMBRANA AMNIOTICA

4.2.1 Defini¢ao e caracteristicas da membrana amnidtica

Entre as membranas fetais encontra-se o amnio, que corresponde & membrana

extraembriondria mais interna, que envolve o feto, formando o saco amnidtico que contém o
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liquido amnidtico (FAVARON et al., 2015). A membrana amnidtica ¢ composta por trés
camadas: uma fina camada epitelial, uma membrana basal espessa ¢ um tecido mesenquimal
(estroma) avascular (Figura 1). Essencialmente, o &mnio contém uma matriz rica em colageno
que inclui proteoglicanos, acido hialurénico (HA), laminina, fatores de crescimento e sulfato

de heparina (DAHLGREN, 2018).
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Figura 1: Representagdo esquematica da estrutura da membrana fetal a termo, apontando os componentes
da matriz extracelular de cada camada.
Fonte: NIKNEJAD et al., 2008 (Adaptado de Parry e Strauss, 1998).

A membrana amnidtica possui dois tipos principais de células com diferentes origens
embrioldgicas: células epiteliais do amnio derivadas do ectoderma embrionario e células
mesenquimais do &mnio do mesoderma embriondrio — ndo estdo presentes nervos, musculos ou
vasos linfaticos. Estruturalmente, a MAE ¢ uma membrana avascular, fina, resistente e
transparente. A camada de células epiteliais amnidticas ¢ uma camada Unica de células planas,
cuboidais e colunares que estdo em contato direto com o liquido amniotico. Abaixo da camada
epitelial se encontram as CTMs amnioticas, as quais podem ser isoladas e armazenadas para
uso terapéutico na regeneragao de tecidos. Estas células expressam pluripoténcia e sdo potentes
reservatorios fatores de crescimento. A camada amnidtica do mesoderma consiste em
macrofagos e células mesenquimais semelhantes a fibroblastos (CHOPRA; THOMAS, 2013).
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No epitélio amnidtico os filamentos do citoesqueleto celular de actina, a-actinina,
espectrina, ezrina, citoqueratinas, vimentina e desmoplacina formam um arranjo especializado
que desempenha um papel na integridade estrutural. Em sua camada esponjosa, na porgao
estromal, o0 amnio contém uma abundancia de proteoglicanos e glicoproteinas hidratadas que
formam uma rede ndo fibrilar junto com o coldgeno. As células epiteliais amniodticas também
secretam colageno tipo III e IV e glicoproteinas nao coldgenas como lamininas, nidogénio,
fibronectina e vitronectina dentro da membrana basal, as quais servem como ligantes de adesao,
transmitindo sinais e interagindo com os receptores da superficie celular. A laminina e suas
isoformas contribuem significativamente para a diferencia¢do celular, forma e movimento
celular, manutencao de fenotipos de tecido e promogao da sobrevivéncia do tecido por meio de
receptores de superficie celular, como integrinas e distroglicanos (CHOPRA; THOMAS, 2013).

No estudo de Fukuda et al. (1999), os pesquisadores compararam as distribui¢cdes de
cadeias de coldgeno tipo IV e laminina na membrana amnidtica com aquelas na cornea e
conjuntiva. Foram utilizados anticorpos anticadeias de colageno alfa2 (IV) e alfa5 (IV),
laminina-1, laminina-5, fibronectina e coldgeno tipo VII. De acordo com os resultados
encontrados, na membrana basal da conjuntiva e na membrana amnidtica, a fluorescéncia foi
evidente para o colageno alfa2 (IV), mas ndo para o colageno alfa5 (IV). Em contrapartida, na
membrana basal da cérnea, a fluorescéncia era aparente para a cadeia alfa5 (IV) do colageno,
mas ndo para a cadeia alfa2 (IV). Laminina-1, laminina-5, fibronectina e colageno tipo VII
estavam presentes em todas as membranas basais examinadas. Os autores afirmam que a
distribui¢do das cadeias alfa do coldgeno tipo IV na membrana amnidtica foi idéntica a da
conjuntiva, mas diferente da cornea. Nenhuma diferenca no padrdo de distribuicao de outros
componentes da membrana basal foi observada. Com isso, propuseram que a membrana basal
da membrana amnidtica e a conjuntiva podem compartilhar componentes; portanto, a
membrana amniodtica poderia ser Util como substituto a membrana basal da conjuntiva
(FUKUDA et al., 1999).

Tem sido mostrado que o estroma da membrana amnidtica contém fatores mitogénicos,
proteinas antiangiogénicas e anti-inflamatorias, inibidores naturais de proteases e propriedades
antifibroticas que permitem o reparo tecidual de forma mais rapida e eficiente. As células
epiteliais amniodticas expressam proteina inibidora de protease secretada por leucocitos (SLPI -
ou antileucoprotease) e elafina, que possuem propriedades anti-inflamatorias. Tanto o SLPI
quanto a elafina fazem parte do sistema imunoldgico inato do dmnio, que evita a infeccao

durante a fase fetal. As células estromais produzem [-defensinas que sdo peptideos
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antimicrobianos. Contém ainda catelicidina LL-37, um polipeptideo dotado de propriedade
antibacteriana inata cuja atividade pode ser potencializada nas células apds a exposi¢do ao sinal
inflamatério IL-1b. Outra caracteristica positiva das células estromais ¢ o rendimento dos
processos de isolamento para cultivo e posterior uso em terapia celular. Estima-se que cerca de
100 milhdes de células possam ser obtidas do amnio de um tnico animal
(FARHADIHOSSEINABADI et al., 2018).

A matriz da membrana amnidtica contém fatores de crescimento abundantes como fator
de crescimento de queratinocitos (KGF), fator de crescimento de fibroblastos basicos (b-FGF),
fator de crescimento transformador-beta (TGF-f), fator de crescimento de nervos (NGF) e fator
de crescimento derivado da epiderme (EDGF). Esses peptideos fornecem um ambiente natural
de cura, acelerando o processo (CHOPRA; THOMAS, 2013). Essa matriz exibe caracteristicas
de um arcabougo ideal e substituto de pele por meio de varios tipos de proteinas extracelulares,
como colagenos, lamininas e fibronectinas, que servem como ancora para fixagao e proliferagao
celular, leito para distribuicdo de células e reservatorio de drogas e fatores de crescimento
envolvidos no processo de reparo tecidual (FARHADIHOSSEINABADI et al., 2018).

Os beneficios do amnio incluem propriedades anti-inflamatdrias, bacteriostaticas,
epitelizantes e de redugdo da formacdo de tecido cicatricial. J& se comprovou que a matriz
estrutural da membrana preservada, independentemente do processamento € armazenamento,
retém potenciais propriedades benéficas dos arcaboucos de tecido quando usada como curativo
biolégico. Entretanto, os mecanismos exatos pelos quais esse biomaterial age sobre os
organismos e promove o reparo de feridas ainda ndo estdo completamente elucidados e sdo foco
de estudos (DAHLGREN, 2018). Outra questao diz respeito ao processamento do amnio e sua
adequacdo ao uso final. Uma ultima questdao, ndo menos importante, € o fato de, a despeito do
reconhecido beneficio de seu uso, bancos de membrana amnidtica ainda s3o escassos
globalmente e ha caréncia de estudos de custo-beneficio relativo a produgdo, armazenamento e
distribuicao desse biomaterial, observando-se diferentes realidades nacionais e locais.

A membrana amniotica tem sido usada ha décadas, tanto em humanos como em animais,
para promover a cicatrizagdo em diversas condi¢des diferentes, demonstrando ser segura e
eficaz. Sua administra¢do leva ao local da ferida fatores de crescimento que proporcionam
efeitos desejaveis na proliferagdo de fibroblastos, queratindcitos e vasos sanguineos,
despertando o interesse cientifico em seu uso para a cura de tecidos cérneos, pele e outros

tecidos. Além disso, o amnio j& se mostrou promissor devido a fatores antimicrobianos,
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promocao da epitelizacdo e fornecimento de uma ampla variedade de fatores de crescimento

(MURPHY et al., 2017; MOYER, 2018).

4.2.2 Membrana amniotica como fonte de células tronco mesenquimais

No estudo de Lange-Consiglio et al. (2016), examinou-se a hipotese de que o processo
de recuperagdo in vivo de lesdes espontineas de tenddo equino, bem como a inibi¢do da
proliferacdo in vitro de células mononucleares do sangue periférico, utilizando CTMs da MAE,
poderiam envolver microvesiculas como um componente integral da comunicagdo célula a
c€lula, durante a regeneracdo do tecido. Assim, os autores analisaram a presenga € o tipo de
microvesiculas secretadas por CTMs da MAE, bem como a resposta de células de tenddes
equinos as microvesiculas, por meio de curvas dose-resposta em diferentes concentragdes e
tempos. Além disso, a capacidade das microvesiculas de neutralizar a in vitro a resposta
inflamatoria induzida por lipopolissacarideo foi estudada através da expressao de alguns genes
pré-inflamatorios, como metalopeptidases (MPP) 1, 9 e 13, fator de necrose tumoral-a (TNFa)
e expressao do fator de crescimento transformador-f3.

Os resultados mostraram que as CTMs da MAE secretam microvesiculas variando em
tamanho de 100-200nm. Uma relac¢do inversa entre concentragdo e tempo foi encontrada em
sua captacdo pelas células do tenddo, onde a captacdo méaxima ocorreu apds 72 horas na
concentragio especifica de 40x10° microvesiculas/ml. Constatou-se que as microvesiculas
induziram uma regulacdo negativa da expressao de MMP1, MMP9, MMP13 e TNFa, sem,
contudo, afetar a proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico, ao contrario do
meio condicionado e do sobrenadante. Coletivamente, esses achados sugerem que
microvesiculas contribuem para a resolugdo in vivo de lesdes tendineas, ao lado de fatores
soluveis em seu meio condicionado (LANGE-CONSIGLIO et al., 2016).

Perrini et al. (2016) relataram que as microvesiculas secretadas pelas CTMs da MAE
reduzem a taxa de apoptose, aumentam os valores de proliferacdo celular, diminuem a
expressdao de genes pro-inflamatorios e a secregdo de citocinas pro-inflamatorias.
Adicionalmente, seus dados sugerem que alguns microRNAs podem contribuir para neutralizar

a inflamagao in vivo do tecido endometrial.
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Lange-Consiglio et al. (2018) identificaram que microvesiculas secretadas por CTMs
da MAE estao envolvidas na regulacao negativa de genes pré-inflamatorios em tenddes equinos
e que contétm microRNAs (miRNAs) envolvidos na inflamagdo. O estudo sugeriu que esses
miRNAs e microvesiculas poderiam estar envolvidos tanto na regulagdo do sistema
imunoldgico, por meio da modulacdo da sinalizagdo da interleucina, quanto no processo
inflamatoério. Os autores verificaram um papel significativo das CTMs da MAE na modulacao
da resposta imune, por meio da comunicagdo célula-célula via miRNAs de transporte de
microvesiculas.

Muito em funcdo das propriedades caracteristicas supracitadas, a membrana amnidtica
ressurgiu como uma ferramenta candidata para aplicagdes clinicas em Medicina Veterinaria e
tem sido usada principalmente para estimular a cicatrizagdo de doengas da pele e da cornea. Na
Medicina humana também tem sido usada em cirurgia de reconstrugdo vaginal, reparo de hérnia
abdominal, preven¢do de aderéncias cirtrgicas, fechamento de pericardio (FAVARON et al.,
2015), ulceras varicosas, queimaduras, reconstru¢io da bexiga urindria, lesdo nervosa e feridas
orais, traumatismo cutaneo, lesdes oculares, controle de aderéncia e cicatrizes de estrutura
peritoneal (DUARTE; DUVAL-ARAUIJO, 2014).

Mais recentemente, a membrana amnidtica tem sido empregada na Medicina
regenerativa, uma vez que as cé€lulas-tronco derivadas da membrana amnidtica e células
derivadas do liquido amnidtico exibem plasticidade celular, propriedades angiogénicas,
citoprotetoras, imunossupressoras, potencial antitumoral e capacidade de gerar células-tronco
pluripotentes induzidas. Essas caracteristicas tornam a membrana amnidtica uma fonte
promissora de células para uso em terapia celular ou producao de biomateriais (FAVARON et

al., 2015).

4.2.3 Membrana amnidtica como substrato para cultivos celulares e biomateriais para

reparacio tecidual

A membrana amnidtica pode ser usada de duas maneiras: intacta, com sua camada
epitelial; ou descelularizada com seu epitélio removido. A membrana amnidtica intacta seria
simplesmente destacada do corion, cortada no tamanho ideal para uso e preservada para as
proximas aplicagdes. A monocamada de epitélio e a matriz extracelular permaneceriam
intocadas. As membranas intactas sdo normalmente usadas para curativos em aplicagdes

clinicas, enquanto as membranas amnioticas descelularizadas sdo suportes ideais para
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construcdes de engenharia de tecidos. As células epiteliais precisam ser removidas para ndo
interferir com as novas células semeadas na estrutura. A descelularizacdo objetiva remover as
células epiteliais e obter uma membrana basal uniforme e lisa (ARRIZABALAGA; NOLLERT,
2018).

Os produtos derivados de membranas amnioticas tém sido usados hé décadas, em varios
campos da medicina, como biomaterial para o tratamento de feridas e reposicao de tecidos.
Além disso, as células epiteliais amniodticas € mesenquimais tém sido intensamente estudadas
quanto as suas capacidades imunomoduladoras. Afinal, as células amnidticas possuem duas
caracteristicas principais, ja previamente descritas: i) sua capacidade de modular e suprimir as
imunidades inata e adaptativa, tornando-as um verdadeiro trunfo para doengas inflamatorias
cronicas e para a inducdo de tolerancia em modelos de transplante; ii) sua capacidade de
diferenciagdo em multiplas linhagens, constituindo-se em uma fonte de células para a
engenharia de tecidos. Esta ultima, combinada com o uso da membrana amnidtica como
suporte, oferece 0os componentes necessarios para criar um ambiente ideal para a regeneragao
de células e tecidos (WASSMER; BERISHVILI, 2020).

De acordo com Lacorzana (2020), entre as vantagens da membrana amnidtica pode-se
citar: 1) promoc¢ao da proliferacdo tecidual por meio de fatores de crescimento epidérmico
(EGF), Fator de Crescimento de Queratinocitos (KGF) e Fator de Crescimento de Fibroblastos
Basico (sb-FGF); ii) promocao da migra¢do celular através da glicoproteina especifica de
lumican e 4cido hialurdnico, os quais exibem efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores;
ii1) indugdo da migragdo especifica de queratindcitos através do inibidor de protease serina
(serpina 1) e dipeptidilpeptidase IV (DPP-IV); iv) inibicdo da cicatrizagdo de feridas pela
supressao do TGF-B; v) regulacdo negativa da expressao de marcadores da superficie celular,
como CD80, CD86 e MHC de classe-2; e vi) inibi¢do da inflamagdo e neovascularizacao via
secre¢do de inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP) e citocinas (interleucina-10,
interleucina anti-inflamatoria e antagonistas do receptor de interleucina-1; 7).

Com relacado as CTMs, ha varios aspectos importantes relacionados ao perfil de
expressdo dos fatores de crescimento, citocinas e marcadores de pluripoténcia, bem como as
propriedades imunossupressoras € os efeitos antitumorais que tém sido investigados nas
células-tronco amnidticas (FAVARON et al., 2015). As populacdes de CTMs na membrana
amnidtica sdo facilmente acessiveis, ndo tumorigénicas e capazes de se diferenciar em uma

variedade de tipos celulares. Tais células possuem a capacidade de estimular o reparo de tecidos
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lesados por meio de acdes paracrinas e agindo como vetores para a bioentrega de fatores
exogenos (CHOPRA; THOMAS, 2013).

Essas células, quando cultivadas in vitro, t€ém potencial para originar ossos, musculos,
nervos, gordura e vasos sanguineos. Portanto, a membrana amniotica, que geralmente ¢
descartada ap6s o parto, pode ser preservada e usada como uma fonte alternativa de células-
tronco para pesquisas basicas e aplicacdes clinicas. Devido a essas caracteristicas, as células
derivadas do amnio com capacidade de diferenciacao multipotente tém atraido atencao em
engenharia de tecidos e terapia de transplante celular (CHOPRA; THOMAS, 2013).

Além das ja conhecidas aplicagdes com resultados positivos em reconstru¢do da
superficie ocular, aplicagdes na pele e engenharia de tecidos, a membrana amnidtica também
pode ser aplicada em oncologia. Nesta area, ela pode prevenir a oferta de nutrientes e oxigénio
as células tumorais e, consequentemente, interferir na angiogénese, crescimento ¢ metéastase
(MAMEDE et al., 2012).

Recentemente, o isolamento de exossomos de células amnidticas, a constru¢do de
nanocompdsitos a base de &mnio e a impregna¢do de amnio com nanoparticulas, construcao de
hidrogel de amnio e processo de micronizacdo promoveram suas propriedades para a
engenharia de tecidos (FARHADIHOSSEINABADI et al., 2018).

Para além das CTMs, outro componente importante da engenharia de tecidos ¢ a matriz
de suporte sobre a qual as células e os tecidos crescem. Nesse caso, como ja dito, a membrana
amnidtica destaca-se como uma importante fonte potencial de material de arcabougo. Sua
estrutura especial e viabilidade bioldgica permitem que seja uma candidata ideal para a criagao
de material de suporte usado em engenharia de tecidos. Os componentes da matriz extracelular
da membrana basal da membrana amniotica criam um arcabougo quase nativo para a semeadura
de células em engenharia de tecidos. Outras propriedades bioldgicas importantes incluem a suas
propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas, antifibrose, redutora da formacao de tecido
cicatricial, bem como sua baixa imunogenicidade (NIKNEJAD et al., 2008).

No caso do uso da membrana amnidtica como a matriz de suporte, tratamentos
enzimaticos e tratamentos quimicos sao necessarios para solubilizar as membranas celulares
citoplasmaticas e nucleares restantes. Os tratamentos enzimaticos para a descelularizagio
incluem digestdao por protease, agentes quelantes de célcio e nucleases (ARRIZABALAGA;
NOLLERT, 2018). A maioria dos protocolos geralmente usa EDTA, dispase, tripsina ou
termolisina. Ja foi relatado o uso de hidroxido de sddio para desepitelizar a membrana amniotica

de forma eficiente. Nucleases como DNases e RNases também sdo vantajosas para remover
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nucleotideos apds uma lise celular inicial. Por fim, o dodecil sulfato de s6dio ¢ um dos
detergentes mais populares usados para tratar a membrana amnidtica, pois permite a remocao
completa dos restos celulares sem danificar o coldgeno do tecido (ARRIZABALAGA;
NOLLERT, 2018).

Especificamente, a MAE ja foi utilizada em estudos em Medicina Veterindria para tratar
doengas oculares, como ulcera de cornea e uveite, em cdes e gatos (BARROS et al., 1998;
ARCELLI et al., 2009; BARACHETTI; GIUDICE; MORTELLARO, 2010; CHOI et al., 2010;
ECHEVERRY; TORO; GIRALDO, 2018), em equinos (LASSALINE et al., 2005; OLLIVIER
et al., 2006; BROOKS, 2008; PLUMMER et al., 2009), ¢ em animais silvestres, como o
leopardo das neves (Panthera uncia) (KNOLLINGER et al., 2018). Também foi usada no
tratamento de feridas, especialmente em equinos — tanto de pele (BIGBIE et al., 1991;
OLIVEIRA; ALVARENGA, 1998; GOODRICH et al., 2000) como de tenddes (LANGE-
CONSIGLIO et al., 2013).

Um dos artigos explorando a MAE como fonte de células para engenharia de tecidos ¢
o de Seo et al. (2013), em que as células-tronco foram isoladas e caracterizadas com sucesso.
A proliferagdo dessas células foi medida com base no nivel cumulativo de duplicacao da
populacdo. A imunofenotipagem por citometria de fluxo mostrou que a maior populagao era de
origem mesenquimal. De forma a confirmar o potencial de diferenciacéo, foi realizado ensaio
de diferenciacao de linhagem multipla e, sob condi¢des apropriadas, as CTMs da MAE foram
capazes de diferenciagdo em multiplas linhagens. Esses resultados indicaram que a MAE
constitui boa fonte de células-tronco, tornando-a potencialmente util para a medicina
regenerativa veterinaria e terapia baseada em células.

Violini et al. (2012) também exploraram o potencial da MAE como ferramenta para a
engenharia de tecidos, investigando aplicagdes nas Ciéncias Veterindrias como fonte alternativa
para células-tronco mesenquimais da medula dssea e células-tronco adiposas. A expressao de
marcadores de células-tronco como Oct-4, Nanog, Sox-2 ¢ CD105 foi avaliada por PCR
quantitativo (RT-qPCR) e a diferenciagdo em adipocitos, ostedcitos e precursores de
condrocitos foi analisada por coloragdo citoquimica. Demostrou-se que as células do estroma
do dmnio que expressam marcadores de células-tronco podem se diferenciar em linhagem
mesoderme e podem ser uma fonte alternativa as células-tronco mesenquimais derivadas do
tecido adiposo e da medula dssea para uso no reparo tecidual.

Lange-Consiglio et al. (2013) desenvolveram um estudo experimental in vitro para

avaliar as caracteristicas das CTMs equinas derivadas do d&mnio e da medula dssea. As células
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foram analisadas quanto a proliferacdo (curva de crescimento, tempo de duplicagdo, unidade
formadora de colonia), quanto a plasticidade multilinhagem e quanto a expressdo génica de
marcadores de pluripoténcia. Os resultados demonstraram que as células amnioticas do estroma
(AMSCs) e células mesenquimais da medula 6ssea (BM-MSCs) exibiram diferengas
substanciais em seu potencial de proliferacdo e diferenciagcdo. O tempo médio de duplicacio
para AMSCs foi significativamente menor do que o observado para BM-MSCs.

Em comparacdo com BM-MSCs, as AMSCs também demonstraram uma capacidade
clonogénica significativamente superior. As BM-MSCs nao foram capazes de se diferenciar em
células gliais enquanto as AMSCs sim. Além disso, o processo de diferenciagdo osteogénica
foi mais lento nas BM-MCs. Os pesquisadores concluiram que a membrana amnidtica pode ser
uma fonte valiosa de CTMs a serem usadas em terapias alogénicas e/ou autdlogas. A natureza
ndo invasiva e o baixo custo de coleta, a rapida prolifera¢do juntamente com um maior potencial
de diferenciacdo e o potencial de preparagao para pronto uso tornam as AMSCs atraentes para
terapia celular (LANGE-CONSIGLIO et al., 2013).

Mais recentemente, Desants et al. (2019) partiram da premissa que as CTMs amnioticas
equinas (eAMCs) estdo envolvidas em muitos mecanismos nos processos regenerativos de
tecidos, onde suas vesiculas secretadas sdo importantes efetores em uma ampla gama de
processos biologicos, contribuindo para a cura in vivo de lesdes de tenddo equino e inflamacao
endometrial. Como os glicoconjugados estdo envolvidos no reconhecimento celular e na
captagdo eficiente de vesiculas extracelulares pelas células receptoras, os pesquisadores
avaliaram o padrdo de glicosilagdo de superficie de eAMCs e suas vesiculas extracelulares
(eAMC-EVs) liberadas em meio condicionado. Para isso, utilizaram um procedimento de
microarray tecidual em que eAMCs e eAMC-EVs foram incubadas com um painel composto
por 14 lectinas biotiniladas e estreptavidina conjugada com Cy3. A intensidade do sinal foi
detectada usando o leitor de microarray Nanosight LM 10 instrument.

Ambos os microarrays eAMCs e eAMC-EVs revelaram interagdes com todas as
lectinas, indicando a presenga de glicanos ligados a N e O. Foi reportado que eAMCs, eAMC-
EVs sdo: 1) enriquecidas em GalB1-3GalNAc, O-glicanos, sialoglicanos ligados a 02,3 e N-
glicanos de alta manose (Con A); ii) reduzidas em N-acetilactosamina, GalNAc, Gal, GIcNAc
e glicanos de terminacao de fucose; e iii) inalterada quanto ao conteudo de sialoglicanos ligados
a 02,6. Esses resultados sugerem que eAMC-EVs emergem de um microdominio de eAMC
especifico e que a presenga simultanea de altas concentracdes de Gal1-3GalNAc, 4cido sidlico

02,3 e glicanos ligados a N com alta manose podem constituir marcadores de eAMC-EVs.
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Contudo, o papel desses aglicares na medicina regenerativa equina ainda requer investigagao
adicional (DESANTIS et al., 2019).

Galera et al. (2015) objetivaram identificar em MAE proteinas relacionadas a cura de
lesdes na coérnea. Os pesquisadores mapearam a identificacdo de referéncia das proteinas
presentes na MAE, e 149 proteinas diferentes foram identificadas. A partir desse desse mapa
de referéncia, foi possivel avangar na compreensdo dos resultados positivos encontrados no
tratamento de ceratopatias ulcerativas, lesdes cutaneas e reparos musculo esqueléticos equinos
utilizando esse biomaterial.

Os resultados obtidos por Fukuda et al. (1999), Agren e Werthén (2007) e Pompili et al.
(2021) serviram de base para a identifica¢do das principais proteinas integrantes da composi¢ao
da membrana basal e matriz extracelular presentes na membrana amniotica equina, além de
demonstrarem que sdo capazes de exercer fungdo ativa no processo de cicatrizagdo tecidual,

direcionando os esfor¢os para a detec¢do de laminina, fibronectina e colagenos tipos I e IV.

43 COMPONENTES FIBROSOS DA MEMBRANA BASAL E MATRIZ
EXTRACELULAR IMPORTANTES NO PROCESSO DE REPARO TECIDUAL

Membrana basal e MEC sao estruturas dindmicas, compostas por diversas proteinas e
polissacarideos, os quais participam ativamente dos processos de morfogénese, cicatrizagao,
inflamacao, resposta imune, metastase e morte celular. Os coldgenos, além de outras proteinas,
estdo presentes na composi¢do de ambas. Destacam-se no processo de reparagdo celular as
glicoproteinas laminina e fibronectina e os colagenos I e IV. A laminina e a fibronectina sdo
proteinas ubiquitdrias e exercem vdrias func¢des importantes, dentre elas a de organizagao,
adesdo, proliferacdo, diferenciagdo celular, ligando-se a varios componentes da membrana
basal da e MEC; s3o produzidas por células epiteliais, fibroblastos, macrofagos e células

endoteliais (KLEIMAN; BANKER; STEWARD, 1993; AUMAILLEY; SMITH, 1998).

4.3.1 Laminina

A laminina, uma glicoproteina de alto peso molecular, ¢ um dos principais componentes
na formacdo da membrana basal. Tem sido relacionada diretamente a estagios avancados de
diferenciagdo celular, sendo pré-requisito para diferenciacdo terminal e execucdo de fungdes

especializadas, por interagir com as integrinas e outros componentes da superficie celular, assim
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como por controlar e modular varias fungdes celulares, entre elas a polarizagdo, proliferagao,
apoptose, adesdo celular, migracao e diferenciacdo. No periodo embriondrio, a laminina ¢
encontrada tanto nas estruturas que dardo origem as laminas basais do adulto, como em
agregados dispersos na matriz extracelular, especialmente no sistema nervoso central
(MENEZES et al., 2010).

As lamininas formam um polimero reticulado, que se liga a outras moléculas de matriz
e tém interacoes celulares unicas ou compartilhadas, mediadas por integrinas, distroglicanos e
outros receptores. Através dessas interagdes, a laminina contribui criticamente para a
diferenciagdo, forma e movimento celular, manuten¢ao dos fendtipos teciduais e promocgao da
sobrevivéncia tecidual, além de contribuir para a coesdo da lamina basal e a arquitetura
molecular resultante desta. E capaz de participar ativamente da regeneragio e cicatrizagio
tecidual (KLEIMAN; BANKER; STEWARD, 1993; AUMAILLEY; SMITH, 1998,
MENEZES et al., 2010).

4.3.2 Fibronectina

A fibronectina ¢ uma glicoproteina encontrada na MEC que se liga as integrinas e outros
componentes como colageno e fibrina. Em condigdes fisioldgicas normais, a fibronectina ¢ um
fator importante na adesdo, crescimento, diferenciacdo e migracdo celular. A ligagdo dos
receptores de integrina a fibronectina a converte em uma forma ativa que, por meio de
interacdes com outros dimeros de fibronectina, leva a formagdo de uma matriz em rede. A
formagdo desta matriz facilita a migracdo e proliferacdo das células epidérmicas, que ¢
necessaria para uma série de processos, incluindo a cicatrizacao de feridas. A forma celular da
fibronectina ¢ uma proteina insoltivel com aproximadamente 550 kDa (ARMSTRONG;
ARMSTRONG, 2000; KIERSZENBAUM; TRES, 2012).

A fibronectina celular é produzida por fibroblastos, monocitos, células endoteliais e
células da medula Ossea. Esta se associa a superficies celulares, membranas basais, matrizes
pericelulares e componentes da MEC, como colageno, fibrina, heparina e proteoglicanas, via
dominios especificos, € as células, via receptores de integrinas (MORLA; RUOSLAHTI, 1992).
As proteinas fibronectina e laminina tém sido relacionadas ao controle de migragdo celular
(ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2000; KUNZ-SCHUGHART et al., 2001). Proteinas como
CD44 participam de processos moleculares relacionados a migracao celular desencadeada pela

fibronectina. Além disso, o envolvimento de uma enzima proteolitica catepsina D tem sido
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associado a expressdo de fibronectina e laminina (JAHKOLA et al., 1999; KAYISLI et al.,
2005).

4.3.3 Colagenos I e IV

Os colagenos do tipo I e IV estdo entre os coldgenos mais importantes presentes nos
tecidos, sendo o tipo I o mais abundante e o tipo IV o componente majoritario da membrana
basal. Os colagenos I e IV participam ativamente do processo de reparagao tecidual. E de grande
importancia a participagdo dos coldgenos interagindo com vérios tipos celulares, citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento e proteinases resultando na manutencdo das fases de
maturacdo, granulagdo e remodelacdo da cicatrizacio (HENRIKSEN; KARSDAL, 2016;
SAND; GENOVESE; KARSDAL, 2016)

Todos os tipos de colageno sdo constituidos de trés cadeias polipeptidicas chamadas de
tropocolageno, que apresentam cerca de 300 nm e 360 nm de comprimento para colagenos tipo
I e IV, respectivamente. A estrutura do coldgeno tipo IV ¢ diferente do colageno I, pois ele ndo
forma fibras, mas sim uma rede plana, estabilizada por um arranjo de dominios N-terminais de
quatro tropocolagenos (HENRIKSEN; KARSDAL, 2016; SAND; GENOVESE; KARSDAL,
2016).

O coléageno tipo I ¢ uma das proteinas mais abundantes em mamiferos e € o componente
estrutural chave de varios tecidos. E encontrado em todas as camadas dérmicas da pele em alta
proporcao (85-90%). O colageno tipo I € um coldgeno do tipo fibrilar, formando uma fibra
muito resistente. Isso contribui para a grande resisténcia a tragdo e permite suportar a
deformagdo da derme. E a principal proteina do osso, pele, tenddo, ligamento, esclera, cornea e
vasos sanguineos. E expresso em quase todos os tecidos conjuntivos ¢ é o componente
predominante da matriz intersticial (HENRIKSEN; KARSDAL, 2016).

O coléageno tipo IV € o principal componente estrutural da membrana basal, esta
localizado na da juncao dermoepidérmica. Este constituinte € crucial para manter a integridade,
a estabilidade e a funcionalidade desta membrana muito fina. E um colageno formador de rede
que sustenta as células epiteliais e endoteliais e funciona como uma barreira entre os
compartimentos do tecido. O colageno tipo IV interage com as células, fatores de crescimento
e outros componentes da membrana basal, como laminina, nidogénio e perlecan. Essas
interagdes especificas resultam em uma membrana basal especializada, inica para cada tecido,

que estd envolvida em varios processos bioldgicos importantes, incluindo adesdo e migragdo
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celular, desenvolvimento, regeneracdo de tecidos e cicatrizagdo de feridas (SAND;

GENOVESE; KARSDAL, 2016).
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5 METODOLOGIA

5.1 LOCAIS DE EXECUCAO

O experimento, foi aprovado pela CEUA/UFRRJ4803260617, e foi realizado nos
seguintes locais:
1. HDM Horse Service Clinica Veterinaria — Cachoeiras de Macacu/RJ.

2. Laboratorio de Biologia da Matriz Extracelular — UFRJ/CCS/ICB/LBMEC.

5.2 AQUISICAO DA PLACENTA PARA PROCESSAMENTO

O substrato para a analise ora proposta foi a MAE. O material foi coletado a partir da
placenta de animais nascidos de partos normais a campo, em propriedades especializadas em
reproducdo de equinos ou de cesarianas, no interior de centros cirtrgicos. Foram utilizadas
placentas frescas, coletadas até as primeiras 12 horas apds o parto. A placenta foi separada e
apenas a por¢ao da membrana amniotica foi utilizada.

Primeiramente, as membranas foram lavadas em agua destilada para a limpeza e
separacao de debris, a temperatura de aproximadamente -10°C e depois acondicionadas em
container refrigerado para o devido transporte. Em seguida, no laboratério, foi realizado o
tratamento de limpeza, desinfec¢do e lavagem em banhos de imersao, por trés vezes durante 15
minutos em uma solucdo tampao fosfato salino, contendo o antibiodtico sulfato de amicacina e
o antifungico anfotericina na concentracao de 1%v/v e depois por uma hora em solucao salina
a 0,9%. A separagdo das membranas amnio e corion se deu pela utilizacao de dissec¢do manual

por arrancamento, conforme técnica descrita na literatura por Lassaline e Brooks (2005).

5.3 MANEJO E PREPARO DOS BIOMATERIAIS SUBSTRATOS DA MAE

Apos a separacdo das camadas da membrana amnidtica, apenas 0 &mnio, a por¢ao
avascular da membrana amniotica, foi utilizado como substrato para andlise. O material foi
colocado em um pano de campo estéril de dimensdes 50x50 cm. Os biomateriais a serem
processados foram cortados em dois padrdes diferentes: pedagos retangulares com dimensdes
de 10x20 centimetros foram utilizados para a desidrata¢do e descelularizacdo. J4 os tecidos

preparados para congelamento, foram cortados em pedagos quadrados de 5x5 cm.
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5.3.1 Congelamento

Para congelamento, as membranas em cortes de 5x5cm foram estendidas em folha de
papel filtro 0,2pum de nitrocelulose Novex™ Invitrogen, em cortes de 7x7cm. O congelamento
rapido se deu pelo contato do biomaterial com o vapor de nitrogénio liquido, a temperatura de
aproximadamente -100°C, durante 60 segundos. Apoés congelamento, cada amostra foi
acondicionada em envelope de grau cirurgico e armazenada a temperatura de -20°C, em freezer,

para posterior utilizacgao.

5.3.2 Desidratacao

Para a obten¢do da membrana desidratada, utilizaram-se cortes de 10x20 cm do
biomaterial. Inicialmente a membrana foi estendida sobre folhas de 50x50cm de tecido nao
tecido (TNT), estéril de padrao hospitalar, com o objetivo de diminuir a umidade por 15
minutos. Logo apds foram embaladas e colocadas para desidratar no interior de uma sala
refrigerada, em temperatura de 20 + 1°C overnight. No dia seguinte, os envelopes contendo o

biomaterial desidratado foram acondicionados em caixa plastica com tampa hermética a vacuo.

5.3.3 Descelularizacao

A parte destinada a descelularizagdo também utilizou cortes de 10x20 cm e seguiu o
protocolo descrito por Lassaline et al. (2005), pelo qual membrana ¢ tratada com solugao de
0,05% de tripsina e 0,02% de EDTA em PBS por uma hora, depois lavada com PBS tamponado,
pH 7,2 por 15 minutos, escovada para remog¢ao da camada de células epiteliais e posteriormente

lavada em solug¢do salina NaCl 0,9%, por 15 minutos.

5.4 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA IMUNOFLUORESCENCIA

As trés amostras da MAE congeladas, desidratadas e descelularizadas foram colocadas
em solugdo de fixacao constituida por paraformaldeido 4% por 48 horas, depois lavadas por 15
minutos em solucdo salina tamponada e posteriormente acondicionadas em sacarose a 30% por

24 horas até serem cortados os espécimes para estudo com a utilizacdo de um punch de bidpsia
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de didmetro 5 mm. Esses biomateriais foram separados em trés grupos experimentais

denominados MAE congelada AMNn, MAE desidratada AMNd e MAE descelularizada

AMNTX.

Cada espécime foi colocado dentro de uma placa de 96 pogos para receber os respectivos

tratamentos com os anticorpos especificos, de acordo com a Tabela 1. Na Tabela 2, encontram-

se elencadas as proteinas da MEC avaliadas e os respectivos anticorpos utilizados.

Tabela 1: Organizacao dos grupos de biomateriais e respectivos tratamentos

Organizac¢io dos grupos

Expressao de Proteinas

MAE Congelada

AMNn

Laminina
Fibronectina
Colageno [ e IV
DAPI (nucleo)

Faloidina (citoesqueleto)

MAE Desidratada

AMNd

Laminina
Fibronectina
Colageno [ e IV
DAPI (ntcleo)

Faloidina (citoesqueleto)

MAE Descelularizada

AMNTX

Laminina
Fibronectina
Colageno [ e IV
DAPI (nucleo)

Faloidina (citoesqueleto)
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Tabela 2: Proteinas da MEC avaliadas e anticorpos utilizados

Proteina Anticorpo (Ac) e Funcio
Laminina Anticorpo primario: Anti-laminina policlonal / coelho (Sigma® LM9393)
(LM) Ac secundario: Anticorpo anti-imunoglobulina de coelho conjugado a

Alexa® Fluor 488 produzido em jumento (Life Technologies A-21206).

Visualizacao da distribui¢ao da LM no tecido

Filamentos de Actina

Faloidina na cor vermelha Alexa® Fluor 568 (Life Technologies A-12380).

Faloidina na cor verde Alexa® Fluor 488 (Life Technologies

A-12379). Visualizacao dos filamentos da actina do citoesqueleto.

(DNA) nuclear DAPI 4°-6’Diamino-2-phenil-indol, Merck/Sigma® n° de catdlogo 28718-
90-3) na cor azul. Visualizagao do nucleo celular.
Fibronectina Anticorpo primario: Anti- Fibronectina policlonal / coelho (Abcam ®
(FN) Ab23751).
Ac secundario: Anti-imunoglobulina policlonal de coelho conjugado a
Alexa® Fluor 488 produzido em jumento (Life Technologies A-21206).
Visualizacao da distribui¢ao da fibronectina no tecido.
Colageno I Anticorpo primario: Anti Col I policlonal / coelho Abcan® Ab-34710
(Col 1) Ac secundario: Anti-imunoglobulina policlonal/coelho conjugado a
Alexa® Fluor 555 produzido em jumento (Life Technologies A-31572)
Colageno IV Anticorpo primario: Anti-Col IV policlonal / coelho Abcan® Ab-6586
(Col IV) Ac secundario: Anti-imunoglobulina policlonal de coelho conjugado a

Alexa Fluor 555 produzido em jumento (Life Technologies A-31572)

5.5 CARACTERIZACAO POR IMUNOFLUORESCENCIA DAS AMOSTRAS DE

BIOMATERIAIS

A caracterizacdo de cada amostra foi realizada no Laboratorio de Biologia da Matriz

Extracelular do Instituto de Ciéncias Biomédicas, Centro de Ciéncia da Saude, Universidade
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Federal do Rio de Janeiro (CCS/UFRIJ). Foram realizadas andlises por microscopia confocal
plana dos trés diferentes tratamentos do &mnio; o desidratado, o congelado e o descelularizado
para identificagdo de suas composi¢des e caracteristicas estruturais.

Foi utilizada a técnica de imunofluorescéncia indireta. O protocolo descrito a seguir foi
aplicado para todas as imunomarcacdes de acordo com os anticorpos primario e secundario
listados na Tabela 1. O primeiro passo incluiu trés lavagens de cinco minutos dos cortes
histolégicos com solugdo salina tamponada (pH 7,4), seguido da permeabilizacdo com Triton
0,3%, por 10 minutos e nova lavagem com solucdo salina tamponada por 15 minutos.

Logo apds a lavagem foi realizado o bloqueio de sitios de ligagdo inespecificos, com
solugdo salina contendo albumina sérica bovina 10% por uma hora. Posteriormente foi
adicionado o anticorpo primario diluido na mesma solug¢do e incubado overnight a 4°C. Em
seguida, foi retirada a solucdo do anticorpo primério, sendo os tecidos lavados trés vezes por
cinco minutos com solucdo salina tamponada e incubados por 12 horas a temperatura de 4°C
com o anticorpo secundario IgG anti-camundongo Alexa-488 conjugado®, Faloidina vermelha
Alexa-555® para visualizagdo dos filamentos de actina do citoesqueleto e DAPI (4°-6°
Diamino-2 fenil-indol, Sigma®), para contraste nuclear. Em seguida, os tecidos foram
montados em laminas especiais para imunofluorescéncia e montadas com  N-propil-galato

(Sigma®).

5.6 ANALISE DAS IMAGENS

Os tecidos oriundos de biomaterial foram montados em lamina para imunofluorescéncia
com pogo demarcado para amostra com 5,3 mm de diametro, sempre com o epitélio voltado
para o lado da laminula. As primeiras imagens foram analisadas no microscopio de
fluorescéncia invertido Nikon Eclipse TE200®, com filtros padrdes DAPI/FITC/TRITC
acoplados a uma camera colorida CCD (Evolution vf, Media Cybernetics®). Para a obtengao
final das imagens foram utilizados dois microscopios: o microscopio optico Zeiss Elyra PS1®
de super resolugao por localizagdo de molécula tnica e por iluminagao, que possui modulo para
microscopia confocal LSM 710 com detector espectral de 32 canais e o microscopio Leica
CTR4000 CTC/SPE®. Para aquisi¢ao e reconstrucao das imagens confocais em trés dimensoes,
obtidas no microscopio Elyra PS1®, foi utilizado o programa Zeiss ZEN®. Para demonstracao
do padrao das imunomarcagdes em todo o corte histologico foi feita uma reconstrugdo das

imagens (fotomontagem) obtidas em baixo aumento (40x), e os programas ZEN. Para o
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Microscopio Leica CTR4000 CTC/SPE® utilizou-se o software Leica LAS Montage and
Montage Viewer®.

5.7 COMPARACAO DOS BIOMATERIAIS COM BASE NA ANALISE DAS IMAGENS

Com o objetivo de observar a distribuicdo de cada proteina laminina, fibronectina e
colagenos [ e IV - e verificar a influéncia dos tratamentos sobre cada uma delas nos biomateriais
estudados, (congelamento, desidratagdo e descelularizacao) estabeleceu-se uma escala de
gradacao, a partir das imagens obtidas.

A escala proposta tomou como referéncia o padrao de impregnacdo de cada proteina
avaliada em cada exame de imunofluorescéncia dos respectivos biomateriais AMNn, AMNd e
AMNTXx. Conforme o padrdo estabelecido, as amostras foram classificadas como contendo
baixa, média ou alta concentracdo de presenca da proteina avaliada ao longo de toda estrutura

do biotecido.

5.8 ANIMAIS E DESCRICAO DA TECNICA CIRURGICA UTILIZADA NOS CASOS
CLINICOS

Ao longo deste estudo, para que o potencial de utilizagdo dos biomateriais oriundos da
membrana amnidtica seja mais bem compreendido, serdo descritas quatro situagdes, derivadas
de casos clinicos que j& receberam tratamentos distintos. O primeiro foi realizado em
Gainesville no ano de 2002 pelo Dr. Dennis E. Brooks, os outros foram realizados pelo Dr.
Maurilio Rosa e a Dra. Gabriela Arroyo ao longo do ano de 2019.

Foram utilizados neste estudo um total de quatro animais: um garanhdo da raca
Hanoveriana, utilizado em provas de adestramento no Estados Unidos, com 12 anos de idade;
dois garanhdes da raca Sela Espanhola, ambos de Quito no Equador, sendo o primeiro com 10
anos de idade utilizado em provas de adestramento e o segundo com oito anos de idade,
utilizado em provas de salto; o ultimo animal foi um cavalo da raga Quarto de Milha com trés
anos de idade do interior do estado da Bahia utilizado em corridas e vaquejadas. Os animais
submetidos aos tratamentos com os biomateriais foram distribuidos de acordo com os grupos
experimentais citados na Tabela 1, a saber, AMNTx, AMNn, AMNd e acrescidos do grupo
controle, ou seja, 0 animal que ndo recebeu a membrana. Os distintos protocolos encontram-se

descritos a seguir.
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No Tratamento 1 foi utilizado o biomaterial amnio descelularizado restituido de
congelamento (AMNTXx). No Tratamento 2 o material utilizado foi a membrana amniotica
normal restituida de congelamento (AMNn). No Tratamento 3 foi utilizada a membrana
amnidtica desidratada (AMNGd). Finalizando o ultimo Tratamento considerado como controle,

onde ndo se utilizou biomaterial.

5.8.1 Tratamento 1

O Tratamento relatado a seguir, representa a abordagem desenvolvida por Dennis
Brooks (LASSALINE et al., 2005) para tratar tlceras de cérnea em equinos, com a finalidade
de promover suporte, reducdo do crescimento de tecido de cicatricial na area afetada por
queratomalacia. A técnica consistiu na retirada do tecido necrdtico, deposi¢do do amnio
descelularizado sobre a area afetada com sua posterior sutura. O procedimento foi realizado em
Gainesville, (FL, EUA), no ano de 2002.

A Figura 2 exibe a utilizacdo do amnio descelularizado no reparo de uma lesao do tipo
melting em cornea de equino da raga Hanoveriana, com oito anos de idade. A seta na Figura 2a
denota a area de liquefacdo enzimatica, resultado da contaminagdo associada entre
Pseudomonas spp. e fungos. A Figura 2b indica o0 momento do imediato apos retirada do
material necrético e reconstru¢ao com o biomaterial suturado com fio absorvivel 7.0, sobre a

area lesionada.

Figura 2: Fotografias do tratamento de lesdo ocular em queratomalédcia por
recobrimento com biomaterial descelularizado: a) apresentacdo do caso, seta
demonstra a degeneracao liquefativa do melting b) momento do pos-cirirgico,
com a membrana ja suturada sobre a area lesionada.

Fonte: LASSALINE et al., 2005.
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5.8.2 Tratamento 2

A Figura 3 exibe as imagens do tratamento utilizando a membrana amniotica restituida
de congelamento (AMNn) em equino da raga Sela Espanhola com 10 anos de idade. A seta na
figura 3a denota a area de liquefagdo enzimatica com prolapso de iris, resultado da
contaminag¢do associada entre Streptococcus spp. € fungos. A Figura 3b indica o momento do
pOs-operatorio, apds a excisdo do prolapso e posterior sutura da cornea com fio absorvivel 6.0
e posterior cobertura da area lesionada com o biomaterial e recobrimento de terceira palpebra

como suporte.

Figura 3: Imagens do tratamento de lesdo ocular em queratomalacia por
recobrimento com o biomaterial congelado: a) apresentacdo do caso, presenga
de edema de cornea, vascularizagdo em padrao arborizado, hipopion e a seta
indicando o prolapso de iris; b) momento do pods-cirurgico, com recobrimento
da membrana suturada.

5.8.3 Tratamento 3

A Figura 4 exibe as imagens do tratamento utilizando a membrana amniotica
desidratada, (AMNd) em cavalo da raca Sela Espanhola com idade de oito anos. A seta na figura
4a denota a area de liquefagdo enzimatica, resultado da contaminag¢do associada entre bactérias
e fungos. A Figura 4b indica o momento do posicionamento da membrana (seta) sobre a ferida.

A Figura 4c apresenta o recobrimento feito com a terceira palpebra.
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Figura 4: Fotografias do tratamento de lesdo ocular em queratomalacia por recobrimento com o
biomaterial desidratado: a) apresentagdo do caso, presenga de edema de cornea, vascularizagdo em
padrdo arborizado em todo perimetro, regido corada por fluoresceina denota a area de necrose
liquefativa; b) momento do transcirurgico com o posicionamento da membrana sobre a area
lesionada; c) recobrimento com a terceira palpebra.

5.8.4 Tratamento 4

A Figura 5 exibe as imagens do tratamento controle em que ndo foi utilizada a
membrana amnidtica como biomaterial. Animal da raca Quarto de Milha com trés anos de
idade, foi acometido por lesdo corneana em queratomaldcia decorrente de contaminagdo
associada entre fungos e bactérias do saco conjuntival. A Figura 5a (seta) mostra a lesdo. A
Figura 5b indica o momento do pos-operatdrio pelo recobrimento com a terceira palpebra, sem

a colocacdo de biomaterial para tratamento.

Figura 5: Fotografias do tratamento de lesdo ocular em queratomalacia por
recobrimento apenas com a terceira palpebra: a) presenga de edema de
cornea, hipopion, hifema e sinéquia anterior indicada pela seta; b) momento
do transcirurgico com apenas a realizacdo do recobrimento da terceira
palpebra.
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5.8.5 Protocolo para utilizacio da membrana AMNTx e AMNn

Nos protocolos AMNTX, as cirurgias foram realizadas em centro cirtrgico. Os animais
receberam anestesia geral inalatoria e foram colocados em decubito lateral. Naqueles que
receberam o biomaterial descelularizado (AMNTX), o posicionamento do cirurgido ¢ visto na
figura 6a. A membrana foi fixada a cornea por meio de sutura sobre a lesdo, utilizando-se um
fio de sutura absorvivel Ethicon Vicryl® 7.0, como observado na Figura 6b. As Figuras 6¢ e 6d
demonstram os detalhes da anestesia geral volatil e do decubito lateral do animal,

respectivamente.

Figura 6: Detalhes da anestesia geral volatil e do dectbito lateral dos animais
que receberam o biomaterial descelularizado: a) posicionamento do cirurgido;
b) detalhe da fixagdo da membrana com fio de sutura absorvivel 7.0; c) detalhe
do sistema de anestesia volatil; d) detalhe do decubito lateral do animal na
mesa cirlrgica.

Nos animais que receberam a membrana AMNn, o posicionamento do cirurgido € visto
na figura 7a. A Figura 7b demonstra os detalhes da anestesia geral volatil e do dectbito do

animal.
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Figura 7: Detalhes da anestesia geral volatil e do dectbito lateral dos animais
que receberam a membrana AMNn: a) posicionamento do cirurgido; b)
posicionamento do animal em decubito lateral e detalhe do sistema de
anestesia.

5.8.6 Protocolo de recobrimento de palpebras para utilizacdo das membranas AMNd e

controle

Todos os animais que receberam o tratamento com as membranas AMNd e controle
utilizaram o mesmo tipo de procedimento cirargico. O procedimento foi realizado na estagado
quadrupedal, com os animais recebendo sedacdo endovenosa, bloqueio regional dos nervos
auriculopalpebral, supraorbitario e anestesia local da terceira palpebra e da cornea. A membrana
foi colocada recobrindo todo o bulbo do olho, sem a utilizacdo de sutura. Detalhes do
procedimento nas Figuras 8a e 8b. A seta da imagem da Figura 8c demonstra o posicionamento
da membrana e a Figura 8d o recobrimento com a terceira palpebra. No animal controle, a

diferenca ¢ que este ndo recebeu membrana, s6 o recobrimento da terceira palpebra.
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Figura 8: Detalhes do procedimento cirurgico: a e b) Imagens esquematicas
da técnica de recobrimento (Fonte: Ollivier, 2005); c) Fotografia do preparo
do recobrimento e posicionamento da membrana (seta vermelha); d)
Fotografia do recobrimento concluido.
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6 RESULTADOS

Os resultados apresentados a seguir tratam da caracterizagao macroscopica pelo tipo de
reparo utilizado em cada um dos tratamentos utilizando-se os trés tipos de biomateriais
estudados, a membrana descelularizada (AMNTX), a membrana normal congelada (AMNn), a
membrana desidratada (AMNd) e com o caso controle, que nido recebeu tratamento com
membrana. Em seguida, sdo observadas comparagdes entre os resultados de cada olho reparado,
com os tempos de reparo de sete semanas. Foram observados o tamanho e a localizagao da area
de tecido de cicatrizagdo formado, quantidade e localizagdo de neovascularizagdo e superficie

de cornea normal preservada.

6.1 REPARO CORNEANO COM A UTILIZACAO DA AMTx

A Figura 9 exibe o resultado da utilizagdo do dmnio descelularizado no reparo da lesdo.
A Figura 9a denota a imagem do olho do animal logo apos a cirurgia. A Figura 9b apresenta o
registro temporal da evolugdo da recuperacao da area lesionada decorridas sete semanas. Pode-
se observar um olho calmo, apresentando a area central da cérnea com tecido de granulagdo em
fase ativa, com neovascularizacao partindo do limbo na regido entre 4 ¢ 9 horas. A regidao do

entorno apresenta leucoma cicatricial organizado periférica da regido da cornea transparente.

Figura 9: Fotografia do tratamento de lesdo ocular em queratomalacia por
recobrimento com amnio descelularizado oriundo da MAE: a) apresentacdo do
caso. Nota-se presenga de area de tecido corneano em necrose liquefativa, b)
imagem da recuperagao decorrido o periodo de sete semanas. Nota-se, leucoma
na por¢do axial da cornea e presenga de vasos superficiais em padrdo
arborizado. Observar area periférica transparente, com visualizagdo da iris, que
remete a organizagdo estromal no padrdo ortogonal e fisioldgico da cérnea.
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6.2 REPARO CORNEANO COM A UTILIZACAO DA AMNn

A Figura 10 representa o Tratamento 2, que teve a utilizacdo do amnio AMNn, como
biomaterial utilizado no reparo da superficie afetada. A Figura 10a exibe a lesdo inicial da
cornea com o prolapso de iris e circundado por area afetada por melting (seta). A Figura 10b
apresenta o registro temporal da evolucdo da recuperacdo da area lesionada decorridas sete
semanas. Observa-se um olho calmo, apresentando a area central da cornea com tecido de
granulacdo subepitelial em fase ativa, na regido onde foi realizado o reparo da cornea. A regiao
do entorno apresenta tecido cicatricial ja resolvido e a regido mais externa proxima ao limbo
com aparéncia normal, com o detalhe da pupila dilatada farmacologicamente para prevengao
de sinéquia posterior. Presenca de neovascularizagdo em todo o perimetro da lesdo, com os

vasos partindo do limbo para o centro do olho.

Figura 10: Fotografia do tratamento de lesdo ocular em queratomalacia por
recobrimento com amnio congelado: a) imagem do olho a apresentagdo e
detalhe (seta) do prolapso de iris; b) resultado apés sete semanas, reparo da
cornea, com presenga de cicatriz na regido axial da cornea e vasos superficiais
(padrdo arborizado) em todo perimetro. Pode-se observar que a area periférica
estd transparente, com visualizagdo da iris, apresentando-se no padrdo
ortogonal e fisioldgico da cornea.

6.3 REPARO CORNEANO COM A UTILIZACAO DA AMNd

A Figura 11 exibe o caso clinico 3 de ulceracdao de cornea, também com a presenca de
melting, no qual o biomaterial AMNd foi empregado. Utilizou-se a técnica de recobrimento
com a terceira palpebra sobre a regido lesionada para estabilizar a membrana na posi¢do. A

Figura 11a mostra o olho com a lesdo inicial e o recobrimento com a membrana. A Figura 11b
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mostra o detalhe da recuperacao decorridas sete semanas. Observa-se um olho calmo, com a
area da cornea central com presenga de tecido cicatricial em fase ativa, presenga de pouca
neovasculariza¢ao no perimetro da lesdo nas posigdes de 12, 2, 6 e 7 horas. A regidao da cornea

que circunda a lesao mantém sua aparéncia normal com o epitélio preservado e transparente.

Figura 11: Fotografia do tratamento de lesdo ocular em queratomalacia por
recobrimento com amnio desidratado: a) imagem do olho a apresenta¢do com
o detalhe da lesdo realgada por fluoresceina; b) imagem da recuperagdo
decorridas sete semanas. Nota-se, leucoma na porgdo axial da cornea e
presenca de poucos vasos superficiais. Observar area periférica transparente
que remete a organizagdo estromal no padrao ortogonal e fisioldgico da cornea.

6.4 REPARO CORNEANO APENAS COM O RECOBRIMENTO DE TERCEIRA
PALPEBRA, CONTROLE

A Figura 12 apresenta o tratamento 4. A lesdo era caracterizada por ulceragao de cornea
e presenca de areas de melting, em que nenhum tipo de biomaterial foi utilizado no tratamento,
apenas o recobrimento com a terceira palpebra sobre a regido lesionada. A Figura 12a apresenta
a lesdo inicial. A imagem mostrada na Figura 12b foi obtida com sete semanas apods
procedimento, denota-se a extensa area de metaplasia onde o tecido cicatricial substituiu a

regido recoberta anteriormente pelo epitélio corneano.
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Figura 12: Fotografia do tratamento de lesdo ocular em queratomalécia apenas
com recobrimento da terceira palpebra: a) reparo controle, sem membrana,
imagem do olho a apresentagdo; b) imagem da recuperacdo decorridas sete
semanas, detalhe do crescimento de tecido cicatricial sobre toda superficie da
cornea.

6.5 COMPARACAO DOS RESULTADOS ENTRE OS GRUPOS

6.5.1 Uso de AMNTX comparado ao uso de AMNn

Comparando-se os resultados obtidos na reparagdo tecidual do olho que recebeu a
membrana descelularizada AMNTxX em contraste aquele obtido com o uso de membrana
congelada AMNn, percebe-se que nos dois casos ha presenga de area da cornea central, coberta
por tecido cicatricial, e area de cornea normal preservada no entorno. Ha também, em ambos,

a presenca de neovascularizagdo no entorno da lesdo, como se vé nas Figuras 13a (AMNTX) e

Figura 13b (AMNn).
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Figura 13: Fotografia da comparacdo dos tratamentos com amnio
descelularizado versus dmnio congelado: a) reparo com AMNTx com sete
semanas. Nota-se, leucoma na por¢do axial da cornea e presenga de vasos
superficiais (padrdo arborizado em todo o perimetro. A area periférica da
cornea ¢ transparente, com visualizagdo da iris. b) Fotografia da recuperagéo
com amnio congelado, decorridas sete semanas do reparo com AMNn. Pode-
se observar também a presenga de leucoma na porgao central da coérnea, vasos
superficiais com o mesmo padrdo arborizado. A area de cornea periférica
também se apresenta transparente no padrdo ortogonal e fisiologico da cérnea
com a visualizagdo da iris.

6.5.2 Uso de AMNTXx comparado ao uso de AMNd

A comparagao entre os resultados obtidos com utilizagdo da membrana descelularizada
e a desidratada demonstra, em ambos os casos, area central coberta por tecido cicatricial com a
presenca de neovasculariza¢do no perimetro da lesdo e area de cornea normal no entorno que
se estende até o limbo. A Figura 14a (AMNTX) evidencia uma quantidade maior de vasos que

na Figura 14b (AMNQA).
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Figura 14: Fotografia da comparagdo dos tratamentos com &mnio
descelularizado versus amnio desidratado: a) reparo com AMNTX com sete
semanas. Nota-se, leucoma na por¢do axial da cornea e presenga de vasos
superficiais (padrio arborizado em todo o perimetro. Area periférica da cornea
transparente, com visualizag@o da iris. b) recuperagdo com amnio desidratado,
decorridas sete semanas do reparo com AMNn. Pode-se observar a presenca
de leucoma na por¢ao central da cornea, presenga de poucos vasos superficiais.
A area de cornea periférica se apresenta transparente no padrdo ortogonal e
fisiologico da cornea com a visualizagdo da iris.

6.5.3 Uso de AMNTX comparado ao controle

A comparagdo entre os resultados obtidos com a utilizagdo da membrana
descelularizada e o controle demonstra na utilizagao da membrana (AMNTX) que a area central
foi coberta por tecido cicatricial com a presenga de neovascularizagdo e area de cérnea normal
no entorno até o limbo figura 15a. Por outro lado, o controle (sem membrana) mostra que a area

total da cérnea foi afetada por metaplasia e estd recoberta por tecido cicatricial figura 15b.

Figura 15: Fotografia da comparagdo dos tratamentos com &mnio
descelularizado versus o controle: a) reparo com AMNTX com sete
semanas. Nota-se, leucoma na porg¢ao axial da cornea e presencga de vasos
superficiais (padrdo arborizado em todo o perimetro). Area periférica da
cornea transparente, com visualiza¢do da iris. b) recuperacdo do controle,
decorridas sete semanas do reparo com AMNn. Presenca da cobertura total
da cornea por tecido cicatricial.
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6.5.4 Uso de AMNn e AMNd comparados ao controle

A comparacdao entre os resultados obtidos com a utilizagdo da membrana normal
congelada (AMNn), a membrana desidratada (AMNd) e o controle ¢ descrita a seguir.
Observou-se que os biomateriais foram capazes de produzir reparos recobertos por tecido
cicatricial com a presenga de neovascularizacdo e area de cérnea normal no entorno até o limbo
na area das lesodes (Figuras 16a e 16b). No entanto, no controle (sem membrana) evidencia-se

area total da cornea acometida de metaplasia e recoberta por tecido cicatricial (Figura 16c¢).

Figura 16: Fotografia da comparacdo dos tratamentos com dmnio congelado versus amnio desidratado
versus o controle: a) reparo com AMNTX com sete semanas. Nota-se, leucoma na por¢do axial da cornea e
presenca de vasos superficiais (padréo arborizado em todo o perimetro. A area periférica da cérnea é
transparente, com visualizacao da iris. b) Fotografia da recuperagdo com amnio desidratado, decorridas
sete semanas do reparo com AMNn. Pode-se observar também a presenga de leucoma na porgao central da
cornea, presenca de poucos vasos superficiais. A area de cornea periférica também se apresenta transparente
no padrao ortogonal e fisiologico da cornea com a visualizag@o da iris) reparo com AMNn; b) reparo com
AMN(; c) reparo controle.

6.6 RESULTADOS DAS ANALISES IMUNOHISTOQUIMICAS

6.6.1 DAPI e faloidina em AMNd e AMNn

A primeira amostra analisada e utilizada para a validagdo dos protocolos foi de
membrana amniotica desidratada (AMNd) e outra congelada (AMNn), a partir da coloragao
com DAPI (visualizagdo de nucleos) e faloidina (marcacdo de filamentos de actina do
citoesqueleto). As 1imagens captadas pelo microscopio de fluorescéncia invertido
(epifluorescéncia), com objetiva de 20 vezes, revelaram que as estruturas celulares se mantém
na membrana, mesmo apoOs o tratamento para obtengdo do biomaterial, isto ¢, foi possivel

observar a integridade tanto do citoesqueleto quanto dos nucleos.
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Nas Figuras 17a e 17¢ € possivel observar o arranjo tridimensional do citoesqueleto das
células epiteliais e dos fibroblastos, na AMNn e AMN(d, respectivamente. As Figuras 17be 17d

mostram o detalhe dos ntcleos das células epiteliais e dos fibroblastos.

Figura 17: Arranjo tridimensional do amnio desidratado: a)
imagem do arranjo do citoesqueleto da camada plana de células
epiteliais; b) imagem dos nucleos da camada celular mostrada
em “a”; c¢) imagem do arranjo tridimensional do citoesqueleto
dos fibroblastos; d) imagem tridimensional, no detalhe, dos

nucleos dos fibroblastos. Barra vermelha 50 microns.

6.6.2 Distribuicao da laminina

As imagens a seguir sdo representativas dos resultados das analises das amostras da
membrana amnidtica para presenga da laminina. As imagens foram capturadas por microscopia
de fluorescéncia, utilizando-se objetiva de 63 vezes. As proteinas apresentam-se coradas em
verde e o citoesqueleto em vermelho, enquanto os nucleos encontram-se em azul, de acordo

com os anticorpos ja listados na Tabela 2 anterior.
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6.6.2.1 Observacao de laminina em amnio congelado — AMNn

As imagens capturadas das amostras da MAE congelada podem ser observadas na
Figura 18. A imagem tridimensional da Figura 18a mostra o arranjo em forma de lencol junto
ao epitélio, regido de maior concentragdo de laminina ao longo de todo o tecido. Observa-se
ainda expressao difusa de laminina no restante do tecido (Figura 18b). O detalhe da organizagao
do epitélio e da distribuicao do restante das células e citoesqueleto do tecido pode ser visto na

Figura 18c.

Figura 18: Imagens tridimensional e plana de amnio congelado: a) imagem
tridimensional do arranjo de distribui¢do da laminina ao longo do tecido; b)
imagem plana do arranjo de distribuicdo da laminina ao longo de todo tecido,
demonstrando maior concentragdo superficial proximo ao epitélio; ¢) imagem
plana demonstrando arranjo de distribuicdo das células; citoesqueletos em
vermelho, nucleos em azul ao longo do tecido.

A Figura 19 apresenta maiores detalhes da distribuicdo da proteina com imagens do
topo, meio e fundo do tecido. Essa distribui¢ao ¢ justificada pela maior concentragdo de células,
na regido do topo onde estd o epitélio, e menor ao longo do restante do biomaterial pela
distribuicao difusa de células. A Figura 19a ¢ a representacdo da expressdo da laminina

isoladamente em verde. Pode-se observar a variagdo da quantidade da proteina ao longo da
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espessura de todo o tecido. A Figura 19b, ¢ a imagem do corte relativo ao topo do biomaterial,
com o detalhe da distribui¢do macica da proteina. A Figura 19c apresenta a imagem na regido
central onde a diminui¢do da quantidade da proteina ¢ evidente. Ja a Figura 19d apresenta a
distribuicao difusa na regido do fundo do tecido. Os ntcleos das células estdo corados em azul

pelo DAPI, o citoesqueleto pela Faloidina, em vermelho e a proteina laminina em verde.

i .o M

Figura 19: Distribui¢do de proteina em amnio congelado: a) Montagem plana
mostrando o arranjo de distribuicdo da laminina no tecido. Observa-se maior
concentra¢do da proteina no topo, junto ao epitélio e difusa ao longo do
biomaterial; b) imagem do arranjo superficial do lencol de laminina com o
nucleo das células e citoesqueleto; c¢) imagens do arranjo de distribuicdo da
laminina no meio do material também com detalhes do citoesqueleto e nucleos;
d) imagem da distribuicdo da proteina no fundo do biomaterial com detalhe
para o citoesqueleto e nticleos das células.

6.6.2.2 Observacao de laminina em amnio descelularizado — AMNTx

A imagem tridimensional da amostra de amnio descelularizado (Figura 20) revelou nao
haver formagdo de tapete homogéneo, como nas amostras anteriores de laminina na regiao do
topo do biomaterial. Essa deformacdo na arquitetura superficial ¢ resultado do tratamento de
descelularizacdo do biomaterial para a extracdo do epitélio, o que certamente interferiu na
distribuicdo na placa de laminina. O detalhe desta distribuicao pode ser observado na Figura 20

a seguir.
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Figura 20: Imagem tridimensional de &mnio descelularizado. Arranjo
de distribuicdo da LM demonstrando a concentragdo superficial
irregular devido ao processo de descelularizacdo, sem a presenca de
células epiteliais (topo).

A Figura 21a demonstra a distribui¢do da proteina ao longo de todo o tecido. Observar
a falha na regido superficial. A Figura 21b representa a imagem da falha na distribuicdo de
laminina no topo do tecido. Por outro lado, as Figuras 21c e 21d apresentam a distribui¢ao

difusa no fundo e no meio e do tecido, respectivamente.

Figura 21: Distribui¢@o da proteina em dmnio descelularizado: a) imagem do
arranjo de distribui¢ao da LM ao longo do tecido; b) imagem plana do arranjo
de distribuicdo da LM, demonstrando a concentra¢do superficial irregular
devido ao processo de descelularizagdo, sem a presenca de células epiteliais,
(topo); ¢) imagem da distribuicdo difusa da LM na parte inferior do tecido; d)
imagem da distribuicao difusa da LM na parte intermediaria do tecido.
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6.6.2.3 Observagao de laminina em amnio desidratado — AMNd

A imagem tridimensional (Figura 22) mostra em detalhe a distribui¢ao no topo do
tecido, marcada pela presenca de sulcos. A presenca desses sulcos na parte superficial do tecido
¢ atribuida ao padrdo presente na estrutura do TNT utilizado no preparo do biomaterial (Figuras
22a e b). A maior concentragdo ¢ observada no topo, no entorno do epitélio. A distribui¢ao

torna-se difusa ao longo do restante do tecido, o que pode ser observado na Figura 22c.

Figura 22: Imagem tridimensional de &amnio desidratado: a) Arranjo de
distribui¢do da laminina no tecido, com os nucleos das células (em azul) e os
filamentos de actina do citoesqueleto (em vermelho); b) imagem tridimensional
do arranjo de distribuicdo da laminina ao longo de todo o tecido isoladamente; c)
imagem plana do arranjo da laminina ao longo da espessura do tecido
demonstrando a maior concentragdo na regido superficial, proximo ao epitélio.
Nas imagens também ¢ possivel observar-se o padrdo de sulcos escavados na
superficie, resultado do processo de desidratagdo utilizando o TNT.

Outros detalhes dos sulcos, a estruturas do citoesqueleto e nicleos e o arranjo da
laminina ao longo de todo o tecido podem ser vistos na figura 23. A Figura 23a mostra o arranjo
da LM na superficie do tecido e a disposi¢ao dos nucleos das células. A Figura 23b mostra, no
detalhe, a arquitetura dos sulcos no topo do tecido, modificada pelo tratamento de desidratagao
utilizando o TNT. Nas Figuras 23c e 23d € possivel observar os detalhes caracteristicos dos
arranjos das células com a laminina e da laminina isoladamente, respectivamente, a partir da

regido subepitelial até o fundo do tecido.
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Figura 23: Arranjo da distribui¢@o da laminina em dmnio desidratado: a) observa-se maior
concentragdo na regido superficial proximo ao epitélio e distribuicdo difusa a partir da
regido subepitelial; b) imagem do arranjo de distribui¢cdo da laminina na regido superior
do tecido, denotam-se os detalhes dos sulcos formados pelo processamento em TNT; ¢)
detalhe caracteristico da distribuicdo da laminina em verde, os filamentos de actina do
citoesqueleto, em vermelho, e nucleo das células epiteliais, em azul nas regides média e
profunda do tecido; d) detalhe apenas da distribuigdo difusa da laminina a partir da regido
subepitelial do tecido.

6.7 EXPRESSAO DA FIBRONECTINA

Nas amostras da MAE analisadas para presenca da fibronectina. a proteina se apresenta

corada em verde, o citoesqueleto em vermelho e o ntcleo das células em azul.

6.7.1 Observacao de fibronectina em 4mnio congelado — AMNn

Na imagem tridimensional da amostra de amnio congelado (Figura 24), observa-se a
formacao de lengol de FN na regido do topo do biomaterial na regido do epitélio. Nao sdo vistas
alteragdes atribuiveis ao processamento para obten¢ao do material. A distribui¢do ao longo do
restante do tecido também pode ser observada. Os detalhes desta distribuicdo também sao

exibidos na Figuras 25 a, b, c e d.
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Figura 24: Imagem tridimensional do arranjo de distribui¢do da FN no tecido.

A montagem plana da Figura 25a demonstra a distribuicdo da proteina Fibronectina,
com o detalhe para o posicionamento dos nucleos das células ao longo de todo o tecido. A
Figura 25b apresenta o detalhe da distribui¢ao de fibronectina no topo do tecido, demonstrando
a concentra¢do superficial no entorno do epitélio. A imagem da Figura 25c apresenta a
distribui¢do escassa e difusa de fibronectina no meio do tecido. A imagem da Figura 25d
apresenta a distribuicdo escassa de fibronectina no fundo do tecido onde observa-se pouca

proteina.
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Figura 25: Distribui¢@o de fibronectina em d&mnio congelado: a) imagem plana do arranjo de
distribui¢@o de fibronectina ao longo da espessura do tecido, demonstrando a concentragio
superficial no entorno do epitélio, pouca distribui¢@o na regido central e fundo, em detalhe a
posicao dos nucleos das células em azul; b) imagem do arranjo de distribui¢do de fibronectina
em verde no topo do tecido, demonstrando a concentragcdo no entorno do epitélio, nucleos
em azul, citoesqueleto em vermelho; ¢) imagem da distribuicdo da proteina na parte
intermediaria do tecido em verde, com a demarca¢do do nucleo das células em azul,
citoesqueleto em vermelho; d) imagem da distribuigdo de fibronectina na parte inferior do
tecido, detalhes dos ntcleos e citoesqueleto.

6.7.2 Observacao de fibronectina em Amnio descelularizado — AMNTXx

As imagens tridimensional e plana da amostra de amnio descelularizado (Figuras 26a e
26b) demonstram a distribui¢do da proteina no topo e ao longo de todo o tecido, observar a
falha na regido superficial, o que ¢ caracteristico do preparo do biomaterial, pelo procedimento

de extragdo do epitélio com o uso da protease tripsina.
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Figura 26: Imagens tridimensional e plana de &mnio descelularizado: a)
imagem tridimensional do arranjo de fibronectina no tecido, observa-se
a distribui¢do desordenada devido ao processo de descelularizagdo do
tecido; b) imagem da distribuigdo difusa da FN ao longo do tecido

As imagens planas seguintes complementam os detalhes da distribui¢do no tecido. As
falhas na distribui¢do de fibronectina no topo do tecido podem ser observadas nas Figuras 27a.
Na imagem do painel 27b observa-se com clareza o padrdo fibrilar de disposicdo da
fibronectina, evidenciado pela remoc¢do das células. As Figuras 27c e 27d apresentam a

distribuicao difusa no fundo e no meio e do tecido, respectivamente.

Figura 27: Distribuicdo de fibronectina em amnio descelularizado: a)
imagem do arranjo de distribuicdo da FN ao longo do tecido; b) imagem
da distribuicao da FN na regido do topo; ¢) imagem da distribuicdo da
FN na regido média do tecido; d) imagem da distribui¢cdo no fundo do
tecido.
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6.7.3 Observacao de fibronectina em Amnio desidratado — AMNd

A imagem tridimensional (Figura 28a) revela a formagao de um tapete homogéneo de
FN no topo do biomaterial, contendo sulcos em sua estrutura devido ao tratamento de
desidratacao utilizando o TNT. O detalhe desta distribui¢do ¢ a deformacdo na estrutura da
matriz extracelular pode ser observado na Figura 28b. A Figura 28c mostra a imagem plana do
arranjo de distribui¢do de FN ao longo da espessura do tecido, demonstrando a concentragao
superficial na regido do epitélio e distribui¢ao difusa de FN a partir da regido subepitelial até o

fundo do biomaterial.
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Figura 28: Distribuicdo da fibronectina em amnio desidratado: a) imagem
espacial do arranjo de distribuigdo da FN (verde), ao longo do tecido; b)
imagem em detalhe do arranjo da FN na superficie, observar formagdo de
sulcos; ¢) imagem plana do arranjo de distribuicao de FN ao longo da espessura
do tecido, demonstrando a concentragdo superficial na regido do epitélio e
distribui¢do difusa de FN a partir da regido subepitelial at¢ o fundo do
biomaterial.

6.8 EXPRESSAO DE COLAGENO I

6.8.1 Observacio de colageno I em Amnio congelado — AMNn

A imagem tridimensional da amostra de amnio congelado (Figura 29a) demonstra a

formacao do bloco homogéneo de COL I a partir da regido do topo do biomaterial. Detalhes do
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posicionamento das células e dos filamentos do citoesqueleto (em verde), bem como dos
nucleos do epitélio (em azul) também podem ser observados. A arquitetura ndo foi afetada pelo
tratamento para obtengdo do biomaterial. A conformacgao do bloco uniforme pode ser vista no

detalhe da Figura 29b.

Figura 29: Distribuicdo de colageno 1 em amnio congelado: a) imagem
tridimensional do arranjo de distribuicdo do COL I (em vermelho); b) imagem do
arranjo de distribuicdo de COL I ao longo da espessura do tecido, demonstrando
o bloco de distribuigdo a partir da regido abaixo do epitélio até no fundo do
biomaterial. Observar os nicleos das células em azul, filamentos de actina do
citoesqueleto em verde.

6.8.2 Observacao de coliageno I em dmnio descelularizado — AMNTXx

A imagem tridimensional da amostra de &mnio descelularizado (Figura 30a) revela a
formagdo de um bloco homogéneo de COL I na regido a partir do topo até a base do biomaterial.
A arquitetura superficial foi afetada pelo tratamento de descelularizacdo do biomaterial para a
extracdo do epitélio. A Figura 30b apresenta o detalhe da irregularidade superficial formada
durante o preparo. Na Figura 30c pode-se observar que h4d uma distribuicdo praticamente

uniforme de COL I e, também, a formag¢ao do bloco da proteina ao longo do biotecido.
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Figura 30: Distribuicdo de colageno 1 em amnio descelularizado: a)
imagem espacial do arranjo de distribui¢do do COL I (em vermelho b)
imagem do arranjo e distribui¢do uniforme de COL I ao longo da espessura
do tecido, demonstrando o bloco de distribuigdo a partir da regido abaixo
do epitélio até no fundo do biomaterial. ¢) imagem em detalhe do topo do
biomaterial, denota-se as ondulag¢des que correspondem a deformagdes do
tecido durante o preparo.

6.8.3 Observacio de colageno I em Amnio desidratado — AMNd

As imagens da amostra de amnio desidratado marcado para COL I por questdes técnicas

ndo foram obtidas. As possiveis explicacdes estdo descritas na se¢cdo de Discussdo.
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6.9 DISTRIBUICAO DE COL IV

6.9.1 Observacio de colageno IV em amnio congelado — AMNn

As imagens 31a e 31b mostram o arranjo em formagao de camadas homogénea de COL
IV em toda a extensdo do biomaterial. Esta distribuicdo em camadas ¢ esperada uma vez que o
colageno IV ¢ um tipico componente da lamina basal, cuja estrutura supramolecular apresenta
uma formacao laminar ao invés de fibrilar. Ha distribuicdo difusa na regido central enquanto ¢
possivel observar-se a forma¢do de um segundo tapete na regido do fundo do tecido. Essa

formagao esta localizada proéximo a interse¢do entre as duas membranas, &mnio e corion.
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Figura 31: Distribui¢do de colageno IV em amnio congelado: a) imagem
espacial e o arranjo da distribui¢do do COL IV (em vermelho), ao longo do
tecido. As setas demonstram a distribuicdo da proteina em camadas
estratificadas a partir do epitélio, b) imagem do arranjo de distribuigdo de
COL 1V ao longo da espessura do tecido, distribui¢do difusa na regido
central e formacao de tapete homogéneo no fundo do biomaterial. Observar
os nucleos das células em azul, filamentos de actina do citoesqueleto em
verde.

A seguir sdo mostradas imagens do topo de uma reconstrucdo tridimensional de uma
pilha de fatias Opticas confocais. A mesma pilha pode ser visualizada com a superposicao das
trés cores ou apenas com o colageno IV (vermelho). E possivel perceber a continuidade e

homogeneidade da camada laminar de colageno IV a direita. Comparando-se com a imagem
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das cores superpostas nota-se que a camada celular (nucleos e citoesqueletos) estd posicionada
sobre a lamina de matriz extracelular. Na Figura 32a, os nticleos das células estdo marcados em
azul, o citoesqueleto em verde e colageno em vermelho. Na Figura 32b € possivel observar em

detalhe o arranjo do colageno IV.

Figura 32: Reconstrug@o tridimensional da distribuicdo de coldgeno IV em &mnio
congelado: a) detalhes da distribuicdo de COL IV, em vermelho, no topo com o nucleo
das células em azul e os filamentos de actina do citoesqueleto em verde; b) detalhe do
COL IV (em vermelho) isoladamente no mesmo plano da imagem anterior.

6.9.2 Observacao de colageno I'V em Amnio descelularizado - AMNTXx

A imagem tridimensional da amostra de &mnio descelularizado (Figura 33a) ndo revela
a formagdo de um tapete homogéneo de COL IV na regido do topo do biomaterial, embora um
padrdo de distribuicdo laminar ainda possa ser observado. A arquitetura superficial foi afetada
pelo tratamento de descelularizagdo do biomaterial para a extragdo do epitélio. A degradagao
de parte das proteinas da matriz extracelular ¢ esperada, uma vez que o processo de
descelularizacao inclui o uso de uma protease (Tripsina). Inexiste formagao aparente de um
segundo tapete na regido do fundo do tecido. Pode-se observar uma maior concentracdo da
distribui¢do de COL IV na regido central com relagio ao topo e o fundo (Figura 33b) A Figura
33c evidencia o detalhe da localizagdo do citoesqueleto da célula na regido central, ausentes

tanto no topo quanto no fundo do tecido.
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Figura 33: Distribuicdo de colageno IV em amnio descelularizado: a) imagem
plana do arranjo de distribui¢do do COL IV (em vermelho); b) imagem da
distribui¢do ao longo do material, observa-se as regides do topo, central e
formacao no fundo do biomaterial. Detalhe em verde dos filamentos de actina
do citoesqueleto

6.9.3 Observacao de colageno I'V em Amnio desidratado — AMNd

A imagem tridimensional da amostra de amnio desidratado, Figura 34a, mostra a
formagao de um tapete homogéneo de COL 1V, na regido do topo do biomaterial. A arquitetura
nao foi afetada pelo tratamento de desidratacdo sofrido para obtengdo do biomaterial.
Apresenta, ainda, a formagao de um segundo tapete localizado proéximo a interse¢do entre as
duas membranas, &mnio e coérion, na regido do fundo do tecido. Na regido central a distribui¢ao

se apresenta de forma bem difusa (Figura 34b).
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Figura 34: Imagem tridimensional de distribui¢do de colageno IV em amnio
desidratado: a) imagem espacial do arranjo em tapete da distribui¢do do COL
IV na superficie, b) imagem do arranjo de distribuicdo de COL IV ao longo da
espessura do tecido, demonstrando a placa superficial junto ao epitélio,
distribui¢do bem difusa na regido central e formagao de tapete homogéneo no
fundo do biomaterial.

6.9.4 Comparagao entre os biomateriais estudados

Com base nos critérios estabelecidos no item 5.6, foi criada uma tabela para
representacdo dos resultados das concentragdes da distribui¢do das proteinas analisadas ao
longo da estrutura de cada tecido em fungdo do tratamento de obtencdo recebido por cada
biomaterial. Os resultados do critério de avaliagdo foram categorizados como alta, média ou
baixa concentragdo e sdo apresentados na Tabela 3. Com relagdo a concentracio de laminina, a
membrana AMNn foi classificada como alta quando comparada com as outras duas. A AMNd

foi classificada como média e a AMNTx como apresentando baixa concentracao.
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Tabela 3: Avaliacdo subjetiva da distribui¢do das proteinas em fung¢do do tipo de tratamento do
biomaterial

Proteina avaliada Congelamento Desidratacao Descelularizacao
Laminina alta média baixa
Fibronectina média alta média
Colageno I alta B alta
Coléageno IV alta média / baixa média / baixa

Em relacdo a presenca de fibronectina, a AMNd apresenta alta concentragdo quando
comparada com as outras duas fontes, AMNn e AMNTX, que se apresentam com média
concentragdo de fibronectina em suas estruturas.

O resultado da avaliacdo do coldgeno tipo I foi semelhante aos achados supracitados e
classificados como alta concentragdo da presenga da proteina, para ambos os tecidos — AMNn
e AMNd. A avaliagdo da AMNTx apresentou resultado inconclusivo e, portanto, ndo foi
classificado.

O resultado da andlise do coldgeno tipo IV apresentou-se alta para a AMNn e

classificada como média / baixa nos outros dois biomateriais — AMNd e AMNTX.
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7 DISCUSSAO

Um achado importante nesse trabalho foi a manutencao da integridade das estruturas
teciduais, tanto na regido da membrana basal quanto da MEC, onde se observa a presenca dos
nucleos e citoesqueletos celulares, mesmo apos os biomateriais AMNn e AMNd terem sofrido
o0s tratamentos para sua obtengao e o posterior congelamento e desidratacdo, respectivamente.

A membrana basal e a matriz extracelular exercem papel importante no suporte,
homeostase e manutengdo da caracteristica de cada tecido, isto ocorre gracas a presenca de
varios componentes como laminina, fibronectina e os coldgenos fibrilar e microfibrilar I e IV
respectivamente (AGREN; WERTHEN, 2007; NIKNEJAD et al., 2008, FAVARON et al.,
2015). Os biomateriais analisados diferiram em sua estrutura quanto a presenca de componentes
da membrana basal. As amostras de tecido congelado AMNn e desidratado AMNd mantiveram
essa estrutura intacta, ja o tecido descelularizado AMNTX, sofreu alteragdes em decorréncia do
tratamento para retirada do epitélio. Nao foram observadas alteragdes na MEC dos biomateriais
avaliados. Com relacdo ao coldgeno tipo I, todos os biomateriais analisados mantiveram suas
estruturas inalteradas.

Conforme relatam Galera et al. (2015) e McCoy, Arrington e Yau (2019), ja haviam
caracterizado a composi¢do quimica da membrana AMNTX e verificado a permanéncia dos
constituintes Laminina, Fibronectina, Col I e Col IV, ap6s tratamento de descelularizacdo. No
entanto, tais estudos ndo investigaram a organizagao estrutural destas proteinas na membrana.
Além disso, estes estudos ndo fizeram uma comparagao entre os varios tipos de processamento
membrana como realizados nesta tese. Os resultados representados pelas imagens, das Figuras
30 e 33, obtidas nesse estudo de imunofluorescéncia demonstram a presenca desses
constituintes ndo s6 na regido da superficie do biomaterial (superficie apical oposta ao corion),
como também nas regides mais profundas, representados pela matriz extracelular e estroma.

A comprovacdo da manutencdo dos componentes, Laminina, Fibronectina e dos
Colagenos 1 e IV em todas as amostras dos biomateriais estudados foi de suma importancia,
uma vez que estes elementos exercem um relevante papel na promocao de suporte, estimulo a
angiogénese, controle da inflamagao, migracdo e adesao celular durante o processo de reparagao
tecidual. Também sdo constituintes necessarios ao reparo de cornea e esclera, de acordo com
Fukuda et al. (1999) e demonstrados nos estudos de Lassaline et al. (2005), Ollivier et al. (2006),
Plummer et al. (2009) e Galera et al. (2015).

57



O resultado da avaliagdo das imagens das imunofluorescéncias para Laminina,
Fibronectina, COL I e IV, nos biomateriais, no que tange a suas estruturas individuais, revelam
que a AMNn demonstra uma estrutura celular mais compacta sem alteracdes provenientes do
processamento e/ou reconstitui¢do. O que nao se confirma nas imagens da AMNd e AMNTX,
que apresentam suas estruturas alteradas pelo processamento, desidratagcdo e descelularizagao,
para obtencao de cada biomaterial respectivamente. O resultado da avaliagdo da distribuicao
para presenca de cada constituinte estudado revelou informagdes importantes relativas a sua
distribuicao em cada biomaterial avaliado.

As imagens da amostra da membrana desidratada AMNd para a presenca do
componente COL I, ndo puderam ser obtidas. E possivel que o biotecido tenha sido
minimamente modificado pelo processamento, mas que tal modificagcdo possa ter provocado
um mascaramento dos epitopos de reconhecimento do COL 1. Além disso, o processamento
pode ter limitado seletivamente a penetracdo do anticorpo. Independentemente da causa desta
limitagdo técnica, a falta de informagdes na literatura atual sobre o preparo de tecidos com a
mesma caracteristica para imunofluorescéncia, impediu que uma solugao fosse encontrada até
aqui.

Na AMNn foi possivel observar que a distribuicdo da Laminina se apresentava em
forma de placa uniforme na regido da membrana basal. J4 nas camadas mais inferiores do
biomaterial a distribuicao era difusa, porém uniforme. Nas membranas AMNd e AMNTx o
processamento alterou a distribuicdo tecidual da laminina, como pode ser observado tanto nas
imagens planas quanto nas tridimensionais de ambas as amostras. Houve presenca de
ondulacdes e sulcos na amostra da AMNd. Na AMNTXx foram observadas falhas na distribuigao
superficial de laminina, provavelmente propiciadas pela acdo da tripsina e da fase mecanica de
escovamento para retirada do epitélio (MENEZES et al. 2010; FAVARON et al., 2015;
GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2020; GODDI et al., 2021; MCCOY; ARRINGTON;
YAU, 2019).

A distribuicao de Fibronectina ndo foi afetada na AMNn e AMNd, ambas apresentaram
em forma de placa, com detalhes para as ranhuras provocadas pelo TNT na AMNd. A AMNTx
apresenta falhas causadas pela a¢@o da tripsina e pelo escovamento do epitélio. Uma possivel
explicacdo para essa deformacdo € o tratamento de descelularizagdo do biomaterial para a
extracdo do epitélio, o que certamente interferiu na distribui¢do na placa. Todas as amostras de

biomaterial apresentam em comum a escassez de fibronectina nas camadas mais inferiores
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(FAVARON et al., 2015; GALERA et al., 2015; GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2020;
MCCOY; ARRINGTON; YAU, 2019).

A distribui¢ao do colageno fibrilar e estrutural do tipo I apresentou-se na forma de um
bloco continuo a partir do limite da membrana basal, que vai do topo até o fundo do biomaterial.
Nas amostras AMNTx e AMNn pode ser observado o detalhe das ranhuras presentes no
material descelularizado. Na membrana desidratada AMNd, nao foi possivel avaliar a presenga
do componente devido a possiveis problemas no protocolo de imunofluorescéncia, conforme
discutido acima.

Diferentemente do coldgeno tipo I, a distribuicdo do coldgeno microfibrilar do tipo IV
na amostra de AMNn apresentou-se na forma de placas justapostas, a primeira placa
correspondendo a composicao da membrana basal. Até o fundo do biomaterial, essa disposi¢ao
se manteve na organizacdo de placas. O material desidratado, AMNd, apresentou uma
distribuicdo em forma de placas apenas na regido abaixo do epitélio e outra no fundo do
biomaterial. Na regido intermediaria do tecido apresenta-se de forma difusa.

Diferentemente das outras, na membrana desidratada AMNTX a distribui¢ao se mostrou
de forma difusa, com concentra¢do na regido média do biomaterial, conforme relatam Favaron
et al. (2015), Galera et al. (2015), Gholipourmalekabadi et al. (2020) e McCoy, Arrington e Yau
(2019).

De um modo geral, esse estudo avaliou os resultados do processo de reparagdo com a
utilizagdo de bandagens de biomateriais da membrana amniotica e a avaliagdo morfoldgica
desses compostos. Isoladamente, os resultados da observa¢do da evolucdo das feridas
demonstraram que a utilizacdo das membranas era capaz de recuperar a lesdo e parte da
funcionalidade da cornea, diminuindo consideravelmente a formagao de tecido cicatricial. Por
outro lado, as evidéncias do estudo morfologico realizado nos biomateriais estudados
comprovam ndo s6 a presenca, como a distribuicdo da laminina, fibronectina e os coldgenos I
e IV, compostos reconhecidamente capazes de participar, promover e facilitar a reparagao
tecidual.

Os resultados desta tese indicaram que os trés diferentes tipos de biomateriais estudados,
AMNTx, AMNn e AMNd, apresentaram-se de forma semelhante, mostrando-se capazes de
promover suporte para regeneragdao e facilitar o reparo tecidual das lesdes. Foram também
capazes de reduzir o tempo de permanéncia de tecido de granulacao na regido da lesdo, quando
comparados com o controle, que ndo recebeu nenhum tipo de membrana considerando o

periodo de sete semanas de recuperacdo. Os tratamentos apresentados servem como fonte de
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informacdes para balizar a decisdo para a escolha da utilizacdo de cada biomaterial, quer seja
em funcdo da qualidade da recuperagdo, bem como na utilizagdo do protocolo que melhor se
adeque a necessidade da regido onde sera utilizado, tendo em vista a disponibilidade ou nao de
infraestrutura de laboratorio.

Reiteramos que os tratamentos clinicos com a utilizagdo das membranas AMNTX,
AMNn e AMNd, independentemente do tipo de membrana utilizada ou protocolo cirurgico, o
resultado foi similar. A preservagdo do globo ocular ¢ a redugcdo da formagdo de tecido
cicatricial foi evidente em todos os casos, principalmente quando comparados ao tratamento
em que ndo se utilizou a membrana e o resultado foi a metaplasia total da superficie corneana
em tecido cicatricial.

Uma vez que a regeneragdo da cornea no equino ¢ dificil, apresentando poucos recursos
fisioloégicos que permitam reagir a determinados tipos de injurias, principalmente quando
infectadas, o tratamento dessas afecgdes corneais em queratomalacia com a utilizagdo da
membrana amnidtica apresenta-se como uma opgao viavel. O restabelecimento da superficie
do epitélio corneal com a restauracao de claridade Optica, € a eliminacao ou diminui¢do da
formagao de tecido cicatricial sdo particularmente importantes em termos de reconstrucao da
superficie ocular, e ¢ um desafio a ser superado na oftalmologia veterinaria (FUKUDA et al.,
1999; BROOKS; OLLIVIER, 2004; LASSALINE et al., 2005; OLLIVIER et al., 2006;
PLUMER et al., 2009).

Conforme explicam Oliveira e Alvarenga (1998) e Niknejad et al. (2008) explorar a
potencialidade dessas membranas ¢ um dos campos mais promissores das Ciéncias Biologicas,
tendo em vista serem parte integrante do desenvolvimento dos organismos. Ainda de acordo
com esses autores, a complexidade bioldgica das membranas amnioticas exige esforcos
conjuntos de diversas linhas de pesquisa, objetivando principalmente seu uso terapéutico. Com
essa linha de raciocinio este trabalho desenvolveu trés tipos diferentes de biomateriais a partir
da membrana amniética, com diferentes tipos de tratamento: o congelamento, a desidratacao e
a descelularizagao.

Cada biomaterial com uma caracteristica diferente de preparo e armazenamento. A
membrana desidratada, AMNd, apresenta-se como um biomaterial viavel por dois aspectos:
primeiramente, pela simplicidade que envolve o seu processamento, sem a necessidade de
utilizacdo de produtos e processos dispendiosos para sua producdo; em segundo lugar, pela
facilidade de utilizacdo em locais com dificuldades de armazenamento refrigerado, enquanto as

outras duas AMNn e AMNTX, tém processos de obtencdo que dependem de produtos e
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procedimentos mais caros e elaborados e, ainda, necessitam ser acondicionadas em locais com
facilidades para armazenamento criogénico. Tais aspectos e serdo determinantes na escolha do
material a ser utilizado quando observadas as caracteristicas socioeconOmicas de cada
microrregido do Brasil. Complementando ¢ importante ressaltar que, independentemente da
técnica de preparo de cada um dos biomateriais, os componentes, Laminina, Fibronectina e os
Colagenos I e IV foram preservados.

Considerando-se os resultados dos tratamentos das lesdes em queratomalacia
observados neste trabalho, pode-se verificar que os biomateriais tiveram desempenho adequado
e uniforme. Todos foram capazes de promover reparos nas superficies das corneas, tendo como
caracteristica marcante a producdo reduzida de tecido de granulagdo quando comparados ao
controle.

No tocante a presenca de vascularizagao e area de granulagdo, o biomaterial desidratado
apresentou menores quantidades de vasos e area de formagdo de tecido cicatricial, bem como
maior area de cornea clara. Este fato pode ser relacionado aos resultados da analise morfologica
do biomaterial que revelaram a integridade dos tipos celulares, da estrutura da membrana basal
e MEC. Outro fator que deve ser considerado ¢ que a AMNd ¢ o biomaterial com o
processamento mais simples comparado aos demais, o que favorece a manutengao das proteinas
da MEC em sua estrutura. Esses resultados quando comparados indicam que a membrana
desidratada foi o material de melhor desempenho no reparo das lesoes.

O impacto dos resultados quando avaliados coletivamente ¢ bastante promissor. O
conhecimento especifico da estrutura de cada biomaterial, associado ao resultado de tratamento
com melhor preservagdo da fungéo tecidual, indicam os proximos passos a seguir. E importante
relatar que os resultados obtidos dos tratamentos cirtirgicos nao sao provenientes de estudos
randomizados e, portanto, podem estar confundidos por questdes como idade, raga,
comorbidade, status nutricional, grau e tipo de lesdes e tratamentos prévios, bem como outros
fatores. Ressalta-se que esses resultados preliminares carecem de estudos futuros que possam

aprofundar as descobertas deste estudo.
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8 CONCLUSOES

As respostas das avaliagdes morfologicas de cada biotecido, com a constatagao da
presenca e/ou manutencao dos microconstituintes da Membrana Basal e Matriz Extracelular, e
importantes promotores do reparo tecidual, associados aos resultados obtidos na avaliagdo da
evolucdo do reparo de lesdes de cada biomaterial indicam que a utilizagdo das membranas ¢é
promissora.

Todos os biomateriais utilizados, AMNn, AMNd e AMNTX, mantiveram a preseng¢a dos
constituintes Laminina, Fibronectina, Coladgenos I e IV preservados em suas estruturas, fato que
j& os qualifica para a utilizagdo como arcabougos, contendo elementos capazes de promover
suporte e beneficios ao processo de reparo das feridas.

Apesar da AMNn apresentar a maior concentragao de proteinas, a AMNd que ficou em
segundo lugar obteve o melhor resultado clinico de utilizagdo no reparo das lesdes. Esse fato
associado a facilidade de produgdo, estocagem e utilizacdo, credenciam a membrana
desidratada a posicdo de melhor biomaterial quando observados os critérios de utilizacdo e
custo-beneficio.

O conhecimento da estrutura individual, dos processos de obtencdo, métodos de
acondicionamento de cada biomaterial, associados a informagdes do processo de recuperagao
das lesdes sdo informagdes que permitirdo adequar sua aplicabilidade na rotina clinica em
medicina veterinaria futuramente.

Os resultados positivos deste estudo foram capazes de provar que o desenvolvimento de
tecnologias alternativas para o tratamento de feridas € promissor e carece de atengao.

O proximo passo serd, com certeza, um estudo mais abrangente, de utilizagdo clinica
com maior nimero de casos, que permita uma avaliagdo mais ampla de dados relativos ao

desempenho clinico, da praticidade e adequacao ao uso de cada um desses biomateriais.
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