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Objetivo: Avaliar o emprego da membrana fetal (membrana amniótica,
córion e alantóide) eqüina como enxerto em ceratoplastia lamelar em cães.
Métodos: Foram utilizados 9 animais SRD, respeitando as normas para
experimentos em animais da ARVO - Association for Research in Vision
and Ophthalmology. Ceratectomia semipenetrante foi realizada com o
auxílio de trépano de 5 mm de diâmetro em região temporal superior, com
subseqüente fixação de fragmento de membrana fetal eqüina de 6 mm de
diâmetro com fio mononylon 8-0. Realizou-se avaliação clínica durante 2,
7, 15 e 60 dias. Os animais foram sacrificados e os olhos enucleados
submetidos a estudo histológico.  Resultados: Observou-se clinicamente
edema moderado nas áreas circunjacentes ao implante desde o início até
a fase intermediária do experimento. A neovascularização apareceu de
maneira progressiva, com maior intensidade no período intermediário,
regredindo paulatinamente. Aos 60 dias, notava-se uma mácula no local da
cirurgia. Os achados histológicos demonstraram epitelização e perfeita
integração do enxerto ao tecido autóctone logo aos 7 dias de evolução,
quando também evidenciou respostas celular e vascular mais intensas.
Aos 15 dias, verificou-se diminuição dos elementos vasculares em relação
à quantidade de matriz e elementos celulares proliferados. Constatou-se
ausência quase total de infiltrado inflamatório no enxerto e nos pontos de
sutura.  Conclusão: O emprego da membrana fetal (membrana amniótica,
córion e alantóide) eqüina como enxerto em ceratoplastia lamelar em cães
é factível e produz bons resultados.
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RESUMO

INTRODUÇÃO

A reconstituição da superfície ocular tem sido desafio em oftalmologia.
A ceratoplastia (lamelar ou penetrante) é um dos métodos cirúrgicos

mais utilizados para a reconstrução da córnea. Apesar de a córnea ser o
material ideal para o transplante, sua disponibilidade não é vasta, por isso a
investigação de novos materiais que sirvam como substitutos na reconstru-
ção da superfície ocular tem sido extensa.

Neste contexto, a utilização de membranas biológicas tem ganhado
ênfase na última década. Em oftalmologia veterinária, pericárdio(1-4), peritô-
nio(5), cápsula renal(6), túnica vaginal(7), submucosa de intestino delgado(8-9)

e escama de sardinha(10) foram investigados experimentalmente como enxer-
tos em córnea de cão.

Atualmente, a membrana amniótica é o alvo mais freqüente dos pesqui-
sadores na área das cirurgias reconstrutivas da superfície ocular(11-24). Há
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também relatos de sua utilização em cirurgias de glaucoma(25-26)

e para a redução de “haze” em córnea de coelhos submetidos a
fotoablação com “excimer laser” (PRK)(27), além da tentativa de
utilizá-la como substrato para o cultivo de células do limbo a
serem transplantadas para a superfície corneana(28).

Em 1998, relataram-se bons resultados com a utilização de
membrana amniótica eqüina em ceratoplastia profunda em
cães(29), o que foi fundamental para a realização deste estudo,
cujo objetivo foi avaliar a aplicabilidade da membrana fetal
eqüina preservada em glicerina 98% como enxerto em cerato-
plastia lamelar em cães.

MÉTODOS

A membrana fetal foi colhida de égua clinicamente sadia,
logo após a ocorrência do parto em 1994. Em seguida, foi lavada
com água corrente e com solução fisiológica na seqüência. Para
sua preservação, foi imersa em solução de glicerina a 98%, na
qual permaneceu até o momento de sua utilização.

O uso dos animais foi de acordo com as normas da ARVO
para a utilização de animais em pesquisa.

Nove cães SRD, adultos, com peso médio de 10 kg foram
divididos em 3 grupos de 2 animais cada e 1 grupo de 3
animais. Os animais, após adequadamente anestesiados (pré-
anestesia - Acepromazina - 0,05 - 0,2 mg/kg; indução - Thio-
pental: 12,5 mg/kg; anestesia inalatória - Halotano) foram sub-
metidos à ceratectomia semipenetrante com o auxílio de trépa-
no de 5 mm de diâmetro, em quadrante temporal superior, onde
foi suturado fragmento de 6 mm de diâmetro, previamente
hidratado, da membrana fetal, com sutura simples separada
com mononylon 8-0.

Os cães foram mantidos em canis individuais e com colar
protetor elizabetano. Optou-se pela não utilização de colírios
ou pomadas oftálmicas contendo antibióticos, apenas a lim-
peza com solução fisiológica, o que possibilitou a avaliação
da possível função antibiótica da porção amniótica da mem-
brana fetal. Se, durante a evolução do experimento, ocorres-
sem episódios de infecção que exigissem a utilização de
antibióticos, estes teriam sido utilizados, para não submeter o
animal a desconfortos desnecessários. Contudo, não houve a
necessidade.

As avaliações clínicas foram diárias, com luz direcionada e
magnificação, durante 2, 7, 15 e 60 dias. Ao final destes perío-
dos, os animais foram sacrificados, realizando-se anestesia
profunda com a aplicação de Thiopental na dose 25 mg/kg
seguida de injeção intravenosa de cloreto de potássio para
indução de parada cardiorrespiratória. Os olhos enucleados
foram fixados em formol a 10%. Cortes de 0,5 cm de largura
foram feitos ao longo do diâmetro do tecido implantado e da
esclera vizinha a esse tecido e incluído em parafina. Cortes de
0,5 µm foram corados por hematoxilina-eosina, de acordo com
rotina clássica para esse tipo de procedimento(30).

RESULTADOS

Todas as alterações observadas foram compatíveis com as
habitualmente vistas no pós-operatório de ceratoplastias.

Os animais apresentaram maior grau de fotofobia/blefaros-
pasmo nos períodos iniciais, bem como a hiperemia. A quanti-
dade de secreção foi variável entre os animais; sua qualidade
pode ser classificada como mucosa na maior parte dos grupos,
sendo raro o aparecimento de componente purulento. Edema
foi observado somente nas áreas circunjacentes ao enxerto,
não interferindo com a transparência da córnea nas áreas
distantes, principalmente nos períodos iniciais (Figura 1). A
vascularização da área do implante apareceu a partir dos 7 dias
na maioria dos animais, com maior intensidade no 17º/18º dia,
quando inicia sua regressão. Aos 60 dias, apenas um dos
animais apresentou vascularização discreta relacionada com a
presença de 3 pontos de sutura (Figura 2). Todos apresenta-
vam uma mácula neste local ao final do experimento.

Os achados histológicos demostraram infiltrado inflamató-
rio discreto de polimorfonucleares neutrófilos no estroma
subjacente à membrana fetal, aos 2 dias. Aos 7 dias, o tecido
implantado encontrava-se perfeitamente integrado ao tecido
autóctone, com sua epitelização em toda extensão, com epité-
lio plano estratificado; notou-se proliferação de fibroblastos
sobre o substrato (membrana fetal) (Figura 3) e, na periferia do
implante, resposta celular e vascular mais intensas. Aos 15
dias, verificou-se aumento dos elementos matriciais amorfos,
com diminuição dos vasos neoformados. Fato relevante diz
respeito à ausência quase total de infiltrado inflamatório. Essas
mesmas observações são válidas aos pontos de sutura, onde
não se observou, em nenhuma oportunidade, resposta in-
desejável como formação de granuloma tipo corpo estranho.
Aos 60 dias, observou-se epitelização completa da área do

Figura 1 - Fotografia correspondente ao período de 2 dias de pós-
operatório. Observa-se perfeita aposição da membrana fetal ao leito
corneano, com aumento de sua opacidade, em relação ao período
anterior, bem como a hiperemia da conjuntiva bulbar. Nota-se o início

da invasão dos neovasos a partir do limbo  na região temporal
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amniótica que a tornam bom material para o tratamento de
diversas oftalmopatias.

No presente estudo, as avaliações clínicas demonstraram
os mesmos fenômenos já observados por outros autores que
realizaram procedimentos semelhantes com a implantação das
mais variadas membranas(1-7,10,29).

A fotofobia/blefarospasmo pode ser considerada decor-
rente do trauma cirúrgico com exposição das fibras nervo-
sas(42) e da presença do fio de sutura sem o sepultamento dos
nós(43). A secreção mucosa constante ocorreu por estímulo
das células caliciformes conjuntivais. A remissão espontânea
dos raros episódios de secreção purulenta foi resultado dos
mecanismos de defesa da própria córnea(43) como também da
possível propriedade antimicrobiana atribuída à membrana am-
niótica(39). O edema de córnea, observado como uma opacida-
de circunjacente à área do implante, é esperado, pois com a
ceratectomia provoca-se a quebra da integridade da camada
epitelial, alterando a manutenção da osmolaridade do estroma
anterior (44). O seu desaparecimento, por volta dos 15 dias de
evolução, deve-se à recuperação do recobrimento epitelial. A
vascularização da córnea é esperada e necessária, desde que
controlada, nos processos envolvendo reparação cicatricial
da córnea (45); o seu padrão de apresentação foi corresponden-
te ao observado em estudos que utilizaram outras membranas
biológicas(5-7) com um diferencial: a presença desses neovasos
nos períodos mais tardios, de 60 até 100 dias de pós-o-
peratório, o que não foi encontrado no presente trabalho. A
presença de alguns neovasos em um dos animais, aos 60 dias,
deve-se à permanência de 3 pontos de sutura. Nos demais
animais, os pontos desprenderam-se espontaneamente por
volta dos 30 dias. A mácula resultante que, por sua localiza-
ção, provavelmente não interfere com a visão funcional do
animal, deve-se ao próprio processo de cicatrização, no qual,
mesmo ocorrendo naturalmente, produz colágeno de diâmetro
e características diferentes do nativo(46). A distribuição das

implante, com formação de epitélio pavimentoso estratificado
e, na região subjacente, a presença de colágeno modelado
com pouca celularidade (Figura 4).

DISCUSSÃO

Em 1910, houve o primeiro relato do emprego de membra-
nas fetais para enxertos de pele(31). No olho, a membrana
amniótica foi utilizada pela primeira vez em 1940, na reparação
de simbléfaro e defeitos conjuntivais(32), passando por um
período obscuro nas décadas seguintes, até que, em 1995,
foram publicados os resultados da utilização da membrana
amniótica em córnea de coelhos severamente danificadas(11).
Atualmente, é vasta a publicação concernente a este assun-
to(11-29,33-41), destacando diversas propriedades da membrana

Figura 2 - Fotografia correspondente aos 60 dias de evolução.
Observa-se a permanência de 3 pontos de sutura, com vasos enca-
minhando-se para os mesmos. Notam-se vasos fantasmas. A área do
enxerto apresenta-se como uma mácula localizada fora do eixo visual

Figura 3 - Fotomicrografia de corte histológico da área de implante com
7 dias de evolução, evidenciando o tecido implantado, com regeneração
epitelial, além da presença de inúmeras células fusiformes. Coloração:

HE. Aumento 140X

Figura 4 - Fotomicrografia de corte histológico da área de implante,
delimitada pela região esclero-corneana, com 60 dias de evolução,
mostrando tecido implantado revestido por epitélio pavimentoso
estratificado não queratinizado. Nota-se o tecido implantado com
escassez de células e abundante quantidade de matriz, estando,

portanto, colagenizado. Coloração: HE. Aumento: 34X
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cadeias de colágeno (IV) na membrana basal da membrana
amniótica é similar à distribuição existente na conjuntiva, mas
não à existente na córnea (47).

Quanto à resposta inflamatória induzida pela enxertia da
membrana fetal, uma vez que o infiltrado é formado somente
por polimorfonucleares neutrófilos, não caracteriza uma res-
posta de rejeição do tecido implantado, apenas reação infla-
matória aguda necessária para a cicatrização estromal(47), ape-
sar da presença do córion, que é considerado a porção mais
imunogênica da membrana fetal(39). Essa resposta inflamatória
mostrou-se menor em duração e intensidade que a apresenta-
da pela utilização da membrana amniótica xenógena de forma
penetrante(29); do peritônio homólogo(5), no qual havia tam-
bém a presença de mononucleares; e do pericárdio xenóge-
no(4) que, no 100º dia de evolução, ainda se notava infiltrado
inflamatório crônico discreto.

Futuras perguntas serão respondidas quando comparar-
mos os atuais resultados com as reações encontradas quando
implantadas “membrana fetal” e “membrana amniótica” alóge-
nas e aumentando o número de animais da amostra.

Conclui-se, portanto, que o emprego da membrana fetal
eqüina em ceratoplastia lamelar em cães é factível, produzindo
bons resultados na reconstrução da integridade da superfície
corneana.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the applicability of the equine fetal mem-
brane (amniotic membrane, chorion and alantoid) as graft in
lamelar keratoplasty in dogs. Methods: 9 mixed breed dogs were
used, according to the ARVO statement for use of animals in
ophthalmic and vision research. Superficial keratectomy was
performed with a 5 mm trephine and a 6 mm diameter fragment of
the fetal membrane that was sutured in place with 8-0 nylon
simple interrupted stitches. Clinical examination were performed
during 2, 7, 15 and 60 days and, afterwards, the animals were
euthanized; the eyes were enucleated for histological study.
Results: Clinically, one could observe slight corneal edema
near the implant since the early phases, until the middle stage of
the investigation. Neovascularization appeared progressively;
its higher intensity was observed in the intermediate phase,
disappearing gradually. At 60 days, one could notice a macula
at the surgery site. The histological findings showed epithelia-
lization and perfect integration of the graft to the receptor tissue
at early stages; the cellular and vascular reactions were more
intense in this phase. On day 15, the vascular elements were
reduced in relation to the matrix and cellular elements. At any
stage, inflammatory infiltrate in the graft, as well at the site of
the suture were not observed. Conclusions: The equine fetal
membrane (amniotic membrane, chorion and alantoid) can be
useful as graft in lamellar keratoplasty in dogs.

Keywords: Corneal transplantation/veterinary; Fetal membra-
nes/transplantation; Animal; Dogs/surgery; Horses/surgery
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