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Comparacao entre membrana amnidtica com e sem epitélio como substrato
para cultura de células epiteliais do limbo ex vivo

Comparison between amniotic membrane with and without epithelium as a support

for human limbal epithelial cells cultured ex vivo

YcE Luciana Covre!, RENATA Ru UREIRO!, PRisciLA CARD RISTOVAM?, JOSE REINALDO DA SiLvA RiCARDO?,
Jovce Luc Covre!, R Ruoco Lo 0!, Priscita CARDOSO CRisTovAM!, JosE R 0 DA SILVA RICARDO?

EDNA FREYMULLER HAAPALAINEN®, JosE ALVARO PEREIRA GOMES?

RESUMO

Objetivo: Avaliar a eficicia e aspecto estrutural de células limbicas epiteliais hu-
manas cultivadas sobre membrana amnidtica (MA) com e sem epitélio.
Métodos: As culturas Iimbicas foram obtidas a partir de rima corneoescleral rema-
nescentes de transplantes de cérnea de 6 diferentes doadores. Cada explante foi
cultivado em trés diferentes grupos: MA desepitelizada por tripsina (Grupo 1), MA
com epitélio integro (Grupo 2) e controle (Grupo 3). A migragao epitelial foi avaliada
por microscopia de contraste de fase. Apds 15 dias, as células cultivadas sobre MA
foram submetidas a microscopia eletrénica para avaliar migragao e adesao epitelial.
Resultados: Todas as células do grupo controle cresceram até atingir confluéncia.
Somente uma das culturas em membrana amnidtica desepitelizada ndo apresentou
crescimento epitelial. O crescimento de células epiteliais sobre membrana amnidtica
epitelizada foi observada em apenas uma cultura.

Conclusao: Baseando-se nestesachados, o usode membranaamnidtica desepitelizada
aparenta ser o melhor substrato para migracao e adeséo epitelial comparando com
membrana amnidtica epitelizada. Remover o epitélio da membrana amnidtica de-
monstra ser um importante passo para estabelecer culturas de células sobre mem-
brana amnidtica.

Descritores: Células epiteliais; Técnicas de cultura de células; Membrana amnié-
tica; Células-tronco; Limbo da cérnea; Cérnea/citologia; Adesao celular; Estudo
comparativo

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the efficacy and ultrastructural aspects of human limbal epithelial
cells cultured on amniotic membrane (AM) with and without epithelium.

Methods: Limbal epithelial cell cultures were established from cadaveric cor-
neo-scleral rim explants derived from 6 different donors. The explants from each
donor were placed under 3 different groups: on human preserved AM with epithelium
(Group 1), AM deepithelialized with trypsin (Group 2) and control (Group 3). The
epithelial cell migration was evaluated under phase contrast microscopy. After 15
days, the amniotic membrane with cells cultures were removed and submitted to
scanning and transmission electron microscopy to check for epithelial migration and
adhesion.

Results: All epithelial cell cultures from the controls grew over the botton of the
culture plate wells until reaching confluence. Epithelial cultures grew over all but one
denuded amniotic membrane. In the group amniotic membrane with epithelium,
epithelial cell growing was observed only in 1 well.

Conclusions: Using this model, denuded amniotic membrane appeared to be the
best substrate for epithelial cell migration and adhesion comparing to amniotic
membrane with epithelium. Removal of amniotic membrane epithelial seems to be
an important step for establishing limbal epithelial cell culture on amniotic membrane.

Keywords: Epithelial cells; Cell culture techniques; Amniotic membrane; Stem cells;
Limbus corneae; Cornea/cytology; Cell adhesion; Comparative study

INTRODUCAO

O epitélio corneano tem uma rapida capacidade de regeneracéo
que depende da presenca das células-tronco (CTs) localizadas na
camada basal do limbo. Esse epitélio consiste de CTs, células am-
plificadoras transitérias (CAT), células pds-mitoticas e células diferen-
ciadas. Tanto as CAT quanto as CTs tém a capacidade de se multipli-
carem. No entanto, enquanto as CTs tém alto potencial proliferativo,
as CAT tém capacidade limitada de divisao celular™2.

Muitas condi¢des patoldgicas podem levar a deficiéncia de cé-
lulas-tronco do limbo (DCTL), como queimadura ocular quimica ou
térmica, sindrome de Stevens-Johnson, ceratopatia induzida por
lente de contato, aniridia, entre outras. Esse processo é caracterizado

pela invasdo da superficie corneana pelo epitélio conjuntival, infla-
macéo cronica, defeitos epiteliais persistentes, cicatrizacdo estromal
e neovascularizacéo, produzindo diminuicdo da acuidade visual e
fotofobiat®*.

O tratamento atual da DCTL unilateral é o transplante autélogo
de limbo. Nos casos bilaterais é necessédria uma fonte externa de
CTs. Na eventualidade de nao haver doador vivo compativel, a
alternativa é o transplante de limbo de doador vivo nao compativel
ou de cadéver sob imunossupressao®'®. Nos casos de deficiéncia
limbica parcial, o transplante de membrana amnidtica (TMA) é uma
boa opgao para prover a proliferacao das CTs limbicas remanescen-
tes139 Recentemente, uma nova opcao para o tratamento de pa-

Submitted for publication: September 16, 2010
Accepted for publication: February 28, 2011

Study carried out at the Universidade Federal de S&o Paulo - UNIFESP - Sao Paulo (SP), Brasil.

! Bachelor of biomedicine, Centro Avancado de Superficie Ocular - CASO, Instituto da Visao, Depar-
tamento de Oftalmologia, Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP - Sao Paulo (SP), Brasil.

2 Physician, Departamento de Oftalmologia, Universidade Federal de S&o Paulo - UNIFESP - Sao
Paulo (SP), Brasil.

3 Professor, Centro de Microscopia Eletronica, Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP - Sao
Paulo (SP), Brasil.

4 Professor, Departamento de Oftalmologia, Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP - Sao
Paulo (SP), Brasil.

114 Arq Bras Oftalmol. 2011;74(2):114-7

Funding: This study was supported by FAPESP (Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo, SP, Brazil).

Disclosure of potential conflicts of interest: J.L.Covre, None; R.R.Loureiro, None; P.C.Cristovam,
None; J.R.S.Ricardo, None, E.F Haapalainen, None; J.A.P.Gomes, Consultant (Alcon, Allergan,
Bausch & Lomb), Speaker (Alcon, Allergan, Bausch & Lomb).

Correspondence address: José Alvaro Pereira Gomes. Rua Sabaré, 566 - Cj. 43 - Sao Paulo - SP -
01239-010 - Brazil - E-mail: japgomes@uol.com.br

Editorial Note: After completing the confidential analysis of the manuscript, ABO discloses, with
his agreement, the name Dr. Marcelo Vieira Neto as a reviewer. We thank his effort and expertise
in participating in this process.



cientes com DCTL é o transplante de células-tronco limbicas culti-
vadas ex vivo*1®. O objetivo do transplante dessas células é restau-
rar um epitélio corneano transparente. No entanto, o exato meca-
nismo de acdo de como isso ocorre ainda néo foi determinado.

O substrato mais usado no cultivo dessas células é a membrana
amnidtica (MA), que preserva o potencial das CTs limbicas e man-
tém suas propriedades in vivo'*2", Existem variacdes na forma de
cultivo de CTs limbicas na MA que podem influenciar as caracteris-
ticas das células cultivadas. Entre elas, a presenca ou auséncia de
epitélio é uma das principais diferencas.

Para determinar qual o método ideal para cultivar células epi-
teliais limbicas expandidas ex vivo, objetivou-se comparar o efeito
da presenca do epitélio amnidtico na proliferacéo e morfologia das
células cultivadas.

METODOS
OBTENGAO E PREPARO DA MEMBRANA AMNIOTICA

A obtencéo e o processamento da MA foram realizados de acordo
com as normas do protocolo aprovado pela Comissdo de Etica da
UNIFESP/EPM. Essas normas baseiam-se no protocolo proposto por
Kim e Tseng (1995)“?, seguindo as premissas impostas pela Food
and Drug Administration (FDA) e The American Association of the
Tissue Banking (AATB).

A MA foi obtida a partir das placentas provenientes de cesareas
eletivas realizadas no Hospital Maternidade Amparo Maternal apés
consentimento assinado pelas gestantes. Todas essas pacientes
tiveram exames sorolégicos negativos para HIV-1, Hepatite B, He-
patite C e sifilis (VDRL), que foram reconfirmados pela realizacado de
sorologia do sangue do cord&o umbilical apds o parto.

Apds a obtencéo da placenta no centro cirdrgico obstétrico, pro-
cedeu-se a sua lavagem com o uso de solugao fisioldgica 0,9% em
ambiente estéril. Posteriormente, o amnio foi separado do corion
com a utilizagdo de tesoura e pinca estéreis e estendido sobre um
filtro de nitrocelulose estéril (Millipore, Bedfort, MA, EUA) com a face
epitelial para cima. A membrana e o filtro foram lavados com solucdo
tampéo fosfato contendo 1000 U/ml de penicilina, 20 mcg/ml de
estreptomicina e 2,5 mcg/ml de Anfotericina B (Ophthalmos, Séo
Paulo), cortados em fragmentos de aproximadamente 3x3 cm, colo-
cados em um recipiente estéril com o meio TC-199: glicerol 1:1 (Oph-
thalmos, Sao Paulo) e congelados a -8°C. Amostras de cada membra-
na obtida foram enviadas para estudo histopatoldégico e microbio-
l6gico (bacterioscopia e cultura). O tempo maximo de utilizagao da
membrana foi de 3 meses apds o congelamento.

CULTURA DE CELULAS EPITELIAIS DO LIMBO SOBRE A
MEMBRANA AMNIOTICA

Biopsias de limbo (n=6) de aproximadamente 2 mm x 4 mm
foram colocadas sobre MA com e sem epitélio e na placa controle
(placa de cultura com 6 pocos de 35 mm - TTP, Switzerland). Foi
adicionado meio de cultura contendo DMEM e Ham's F12 (na pro-
porcdo de 1:1; Invitrogen) suplementado com 10% de soro bovino
fetal, 2 ng/mL de EGF (epidermal growth factor) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO), 0,1 pg/mL de toxina colérica (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO), 1 pg/mL de insulina recombinante humana (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO), 5 pg/mL de hidrocortisona, penicilina, estreptomici-
na e anfotericina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). O meio de cultura
foi trocado a cada dois dias e as culturas foram mantidas por duas
semanas. Todos os parametros acima descritos foram utilizados de
forma similar nos grupos analisados.

Foram coletados 6 fragmentos de MA medindo cerca de 3x3 cm.
Estes foram divididos em 3 grupos:

« Grupo 1: MA desepitelizada por tripsina (2 mg/ml de tripsina

a 1:250 a 37°C por 2 horas, seguida por friccdo mecanica para
remover as células epiteliais amnidticas) + explante limbico.
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» Grupo 2: MA com epitélio integro + explante limbico.
« Grupo 3 (Grupo controle): placa de cultura + explante limbico.

MICROSCOPIO DE CONTRASTE DE FASE E AVALIAGAO DE MIGRAGAO

Todas as culturas foram avaliadas por microscopia de contraste
de fase diariamente e a avaliacdo da migracdo celular e caracteris-
ticas morfolégicas foi feita a cada dois dias por duas semanas. A érea
de migracéo epitelial sobre a membrana amnidtica foi determina-
da durante a mudanca dos meios. A margem do epitélio foi marcada
externamente com uma caneta de ponta porosa, delimitando a area
de crescimento celular. Posteriormente, foi colocada uma folha de
papel milimetrado transparente sob a placa para contagem em mm?
da drea previamente delimitada (Figura 1/Figura 2).

MicroscoPIA ELETRONICA DE TRANSMIssAO (MET)

Duas amostras de cada grupo (total de 4) foram submetidas a
analise por microscopia eletrénica de transmissdo para avaliar as
caracteristicas ultraestruturais. A MA foi lavado em tampéo cacodi-
lato, (0,2 M, pH 7,2) para retirar o meio de preservacao e foi colocado
formaldeido 2%, glutaraldeido 2,5%, CaCl 25 mg/ml (Sigma Che-
mical, St. Louis, MO, EUA) por 2 horas em temperatura ambiente.
Apos retirado o fixador, o tecido foi deixado em tampao cacodilato
(EM Sciences, Philadelphia, PA, EUA) por 24h a 4°C. Iniciou-se a in-

Figura 1. Cultura de limbo sobre membrana epitelizada (microscopia
invertida 40x).

Figura 2. Culturadelimbo sobre membrana desepitelizada (microscopia
invertida 40x).
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COMPARACAO ENTRE MEMBRANA AMNIOTICA COM E SEM EPITELIO COMO SUBSTRATO

PARA CULTURA DE CELULAS EPITELIAIS DO LIMBO EX VIVO

cluséo colocando o tecido em solucao de dsmio a 2% (EM Sciences,
Philadelphia, PA, EUA) por 1 hora em temperatura ambiente. O
tecido foi lavado 2 vezes por 1 minuto, em agua bidestilada e foi
colocado em solucdo de acetato de uranila (uranila 0,5% e sacarose
13,3%) (EM Sciences, Philadelphia, PA, EUA) por 30 minutos. Apds
duas lavagens em &gua bidestilada, o tecido foi desidratado em
etanol 70% por 30 minutos, etanol 90% por 30 minutos e etanol
100% por 40 minutos. Colocou-se o tecido em oxido de propileno
(EM Sciences, Philadelphia, PA, EUA) por 40 minutos, e, depois, em
uma mistura de 2 partes de oxido de propileno para 1 parte de
resina Araldite (EM Sciences, Philadelphia, PA, EUA) por 4 horas em
agitador orbital. A resina foi desprezada e colocada no tecido na
mistura de 1 parte de éxido de propileno para 1 parte de Araldite,
que foi deixado sem tampa, por 16 a 18 horas, em agitador orbital.
O tubo contendo tecido foi transferido em resina para camara de
véacuo por4 a5 horas e, depois, cada peca do tecido foi colocada em
blocos proprios para MET. Cada peca de tecido foi polimerizada a
60°C por 48 horas e seccionada em cortes semifinos (0,3 a 0,5 um) e
ultrafinos (70 a 90 nm) para observacéo microscopica. (Jeol JEM -
1200 EXIN)

MicroscoPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Seis amostras de cada grupo (total de 12) foram analisadas pela
microscopia eletronica de varredura. O tecido foi lavado em tam-
pao cacodilato (0,2 M, pH 7,2) para retirar o meio de preservacao e
foi colocado em fixador formaldeido 2%, glutaraldeido 2,5%, CaCl
25 mg/ml por 2 horas em temperatura ambiente. Apds retirar o
fixador e o tecido foi deixado em tampao cacodilato por 24 horas a
4°C. Iniciou-se a inclusao colocando o tecido em solugao de édsmio
a 1% por 1 hora em temperatura ambiente. O tecido foi lavado por
30 minutos (3 trocas de 10 minutos cada) em tampéo cacodilato 0,1 M
e colocado em solucdo de 4cido tanico a 1% por 30 minutos. Apds
2 lavagens com 4gua bidestilada, colocou-se o tecido em solucao
de ésmio a 1% por 30 minutos. O tecido foi lavado em agua bi-
destilada por 15 minutos e desidratado em concentragbes crescen-
tes de etanol (50, 70, 90 e 100%, 20 minutos cada). Com o material
em etanol a 100%, foi colocado em aparelho de ponto critico
(Balzers, modelo CPD-030). O material foi transferido para o “stub”
metalico e submetido ao processo de metalizagdo com ouro no
aparelho de “sputtering” (Balzers, modelo SCD-050). Posteriormente,
foi feita a anélise por microscopia eletrénica de varredura. (Jeol -
JSM - 5300).

ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos que foram utilizados para comparar as va-
ridveis entre os trés grupos de estudo sdo: qui-quadrado x? com
correcdo de Yates para proporcoes (Teste de Fisher), teste t de Stu-
dent e andlise de variancia (SPSS ver.12, SPSS Inc. Chicago, IL EUA).

Probabilidades de menos de 5% foram consideradas estatisti-
camente significativas. Para os testes repetidos, utilizou-se a corre-
¢ao de Bonferroni para corrigir erros do tipo | acumulativo.

RESULTADOS
MORFOLOGIA E AVALIAGAO DA MIGRAGAO

A expansao epitelial no Grupo 1 (MA desepitelizada) ocorreu em
5/6 (83,33%) dos explantes cultivados. O epitélio formado apresen-
tou uma camada de células bem-estratificada. Por outro lado, no
Grupo 2 (MA intacta), apenas 1/6 (16,67%) dos explantes apresentou
expansao celular, com a formacao de um epitélio com uma ou duas
camadas de células. No Grupo 3 (placa controle), houve expansao em
6/6 (100%) dos casos. Houve diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao crescimento celular em membranas amnidticas com
epitélio e sem epitélio (P=0,0052) (Tabela 1).
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Tabela 1. Comparacao do crescimento de células epiteliais do
limbo sobre membrana amnidtica epitelizada e desepitelizada

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(MA sem epitélio) (MA com epitélio) (Placa controle)
N (%) N (%) N (%)
Crescimento 5 ( 83,33%) 1(16,67%) 6 (100%)
Sem crescimento 1( 16,67%) 5 ( 83,33%) 0( 0%)
Total 6 (100,00%) 6 (100,00%) 6 (100%)

Oddsratio (membrana amniética sem epitéliox com epitélio) = 25,0000
Cl95%=1,2002a520,7629

Teste de Fisher (membranaamnidtica sem epitéliox com epitélio) p=0,080087
Qui-quadrado; P=0,0052

Figura 3. MET evidenciando epitélio dolimbo monoestratificadoirregulare
com sinais de alteragdes estruturais intracelulares sobre MA epitelizada.

Figura 4. MET de células do limbo demonstrando epitélio integro es-
tratificado diferenciado com 4 a 5 camadas sobre MA desepitelizada.



MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As células do Grupo 1 (MA desepitelizada) as células apresenta-
ram-se bem-estratificadas e diferenciadas com 4 a 5 camadas. Foi
observado que as células basais encontravam-se bem aderidas a MA
com a formacdo de hemidesmossomos e a producdo de material
de membrana basal (Figura 3/Figura 4). Por outro lado, no Grupo 2
(MA intacta), o epitélio monoestratificado apresentava grandes
espacos adjacentes entre as células. Estas células ndo estavam bem
aderidas a membrana basal e apresentavam pouca evidéncia de
material de membrana basal. Os espacos entre as células eram largos
€ com poucos desmossomos.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As células epiteliais do limbo no Grupo 2 (cultivadas na MA
desepitelizada) apresentou-se densamente compactado com bor-
das nitidas. Foram observados microvilos apicais pequenos e regula-
res em aparéncia muito semelhante ao epitélio corneano normal. Por
outro lado, o epitélio do Grupo 1 (cultivado na MA intacta) apre-
sentaram bordas pouco nitidas. A superficie celular estava coberta
por microvilos anormalmente longos. Em algumas éreas, as células
epiteliais cresceram sobre o epitélio amnidtico com pobre formagao
de estruturas de adesdo. As células epiteliais adjacentes ndo estavam
bem aderidas umas as outras e existiam espacos intercelulares proe-
minentes.

DISCUSSAO

Este estudo avaliou a diferenca de morfologia e proliferagdo do
epitélio limbico cultivado ex vivo na MA com e sem epitélio. A
remocao completa do epitélio da MA resultou na formacdo de um
epitélio confluente em 83,3% dos casos, enquanto o cultivo destas
mesmas células na MA com epitélio resultou na expansao celular e
confluéncia em apenas 16% dos explantes. Isto sugere que a remo-
¢ao do epitélio da MA no cultivo celular facilita a expanséao e a
formacao de um epitélio bem formado.

Estes achados sdo consistentes com os relatados por Koizumi et
al.”® que compararam o cultivo de células do limbo na MA intacta
e desepitelizada e encontraram epitélio bem-estratificado e dife-
renciado nas culturas em MA desepitelizadas, enquanto a MA in-
tacta resultou na formacdo de epitélio monocelular apenas em
algumas dreas. Os autores conclufram que a remocao do epitélio
resultaria em epitélio mais bem formado e com caracteristicas me-
lhores para serem transplantados.

Por outro lado, Grueterich et al."® mostraram que em culturas
sobre a MA intacta as células epiteliais limbicas expandidas apre-
sentavam caracteristicas de CTs como conexina 43 - e CK3 -. Porém,
tais resultados diferem de outro estudo feito por Du et al.?”, no qual
as células cultivadas sobre a MA epitelizadas ndo apresentaram as
mesmas caracteristicas descritas por Grueterich et al."®.

Existe uma discussao entre transplantar clinicamente epitélio
cultivado com um maior ou menor estado de diferenciacdo. O
epitélio mais diferenciado tem a vantagem de formar estruturas de
adesdao mais bem formadas, o que aumenta a seguranga do proce-
dimento, embora com menor expressdo de marcadores de CTs, o
que pode comprometer sua viabilidade a longo prazo. O epitélio
menos diferenciado expressa maior quantidade de marcadores de
CTs, mas tem a desvantagem de formar um tecido com poucas estru-
turas de adesdo, o que pode levar a deslocamento e perda do
tecido. Contudo, de acordo com Sangwan et al, um tecido com
epitélio monoestratificado continua a proliferar in vivo e produz
epitélio estratificado apds o transplante'®,

Covre JL, ET AL.

Como o objetivo final do cultivo das células epiteliais do limbo
é o transplante em pacientes com DTCTL e diante da dificuldade
de cultivar o tecido em MA epitelizada, nds sugerimos que o cultivo
das células epiteliais limbicas seja feito na MA desepitelizada, o
qual possibilita o crescimento de um epitélio mais semelhante ao
epitélio corneano saudavel e aumenta a seguranca do transplante
ex Vvivo.
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