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REGULAÇÃO MICROAMBIENTAL DE CÉLULAS EPITELIAIS LÍMBICAS 
CORNEAIS DE COELHO EXPANDIDAS SOBRE MEMBRANA AMNIÓTICA 

HUMANA DESEPITELIZADA: ÊNFASE PARA A ORGANIZAÇÃO 
SUPRAMOLECULAR DOS MAIORES BIOPOLÍMEROS EXTRACELULARES 

 

 

RESUMO – Por objetivos, estudaram-se procedimentos em cultivo celular e 

se eles alteram a supraorganização da matriz extracelular (MEC) amniótica e da 

límbica, considerando-se propriedades anisotrópicas dos biopolímeros em comum, 

isto é, colágenos fibrilares e proteoglicanos. Explantes límbicos de coelhos foram 

cultivados sobre fragmentos de membrana amniótica (MA) desepitelizada humana, 

por dois, sete e 15 dias. Fragmentos não cultivados de MA e de limbo foram usados 

como controles. Avaliaram-se parâmetros de birrefringência em fibras colágenas e 

de absorção e de dicroísmo linear (LD) em proteoglicanos, da MEC amniótica e da 

límbica. Todas as análises foram conduzidas em microscópio óptico munido de luz 

polarizada, filtros monocromadores com diferentes comprimentos de onda e vídeo-

câmera. Empregaram-se procedimentos em análise digital de imagens (software 

Image J®, NIH, USA). Parâmetros de birrefringência revelaram que os graus de 

paralelismo das fibras colágenas amnióticas foram de 1,02 nos controles, 1,17 nas 

amostras cultivadas por dois dias, 1,26 nas amostras cultivadas por sete dias e de 

1,17 nas amostras cultivadas por 15 dias. Relativamente às fibras límbicas, foram de 

1,33, 1,17, 1,25 e 1,44. Os contrastes dos brilhos das birrefringências das fibras 

amnióticas foram de 2,0 nos controles, 13,25 nas amostras cultivadas por dois dias, 

19,26 nas amostras cultivadas por sete dias e de 13,23 nas amostras cultivadas por 

15 dias. Relativamente às fibras límbicas, foram de 23,01, 13,39, 19,90 e 30,31. 

Cores de interferência causadas por dispersão anômala de birrefringência foram 

detectadas. Procedimentos em cultivo celular alteraram parâmetros absorciométricos 

relacionados à supraorganização dos proteoglicanos da MEC amniótica e da límbica. 

As MAs de todas as amostras, exceto as cultivadas por 15 dias, apresentaram-se 

com valores negativos de DL. Os valores de DL dos limbos de todas as amostras, 

exceto as cultivadas por dois dias, oscilaram entre números negativos e positivos.   

Palavras-chave: birrefringência, colágenos, dicroísmo, matriz extracelular, 

proteoglicanos, superfície ocular.         
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MICROENVIRONMENTAL REGULATION OF RABBIT CORNEAL LIMBAL 
EPITHELIAL CELLS CULTURED ON HUMAN DENUDED AMNIOTIC 

MEMBRANE: EMPHASIS TO THE SUPRAMOLECULAR ORGANIZATION OF THE 
MAJOR EXTRACELLULAR BIOPOLYMERS  

 

 

ABSTRACT – The goal of this study was to evaluate whether procedures on 

cell culture alter the supraorganization of amniotic and limbal extracellular matrix 

(ECM). Anisotropic properties of fibrillar collagen and proteoglycans were studied, 

since they correspond to major extracellular biopolymers. Rabbit limbal explants were 

cultured on denuded human amniotic membrane (AM) for two, seven, and 15 days. 

Uncultured AM and limbus were used as controls. Birefringence parameters related 

to the supraorganization of collagen fibers, and spectral absorption and linear 

dichroism (LD) related to the supraorganization of proteoglycans were evaluated. All 

samples were evaluated on microscope equipped with polarized light, 

monochromatic filters with varying wavelengths, and digital video camera. 

Birefringence, absorbances and LD were quantified by using image analyses 

software (Image J®, NIH, USA). Studies on birefringence showed that parallelism 

degrees of amniotic collagen fibers were of 1.02 for the control group, 1.17 for the 

two days culture, 1.26 for the seven days culture, and 1.17 for the 15 days culture. In 

relation to limbal collagen fibers, parallelism degrees were of 1.33, 1.17, 1.25, and 

1.44. Birefringence brightness contrasts of amniotic collagen fibers were of 2.0 for the 

control group, 13.25 for the two days culture, 19.26 for the seven days culture, and 

13.23 for the 15 days culture. In relation to limbal collagen fibers, birefringence 

brightnesses were of 23.01, 13.39, 19.90, and 30.31. Interference colors due to 

anomalous birefringence dispersion were observed. Procedures on cell culture 

induced alterations in absorbance values related to proteoglycans from amniotic and 

limbal ECM. In all samples, except on those cultured for 15 days, the amniotic ECM 

showed negative DL values. The DL of limbal ECM varied between negative and 

positive values for all, except on two days culture.   
Keywords: birefringence, collagens, dichroism, extracellular matrix, ocular surface, 

proteoglycans. 
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1   INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA   
 
 

O limbo corneoescleral é revestido por um epitélio estratificado que abriga 

células tronco (CTs) oligopotentes destinadas à manutenção populacional do 

epitélio da córnea (SCHERMER; GALVIN; SUN, 1986, PELLEGRINI et al., 1999, 

DANIELS et al., 2001, LI et al., 2007, MARIAPPAN et al., 2014). Estima-se que 

as CTs representem cerca de 10% da população de células encontradas no 

epitélio límbico. Elas exibem particularidades morfofuncionais, como razão 

núcleo-citoplasma elevada, ciclo celular estrategicamente quiescente em G0, 

divisão celular assimétrica e ausência de junções comunicantes na membrana 

plasmática (SCHLÖTZER-SCHREHARDT; KRUSE, 2005). As paliçadas de Vogt 

constituem o nicho primário das CTs epiteliais límbicas corneais (DUA; AZUARA-

BLANCO, 2000, MIRI et al., 2012, OVADIA; NIE, 2013). Estruturas secundárias, 

possivelmente relacionadas ao nicho das CTs, têm sido identificadas, incluindo-

se as criptas epiteliais límbicas (DUA et al., 2005) e as projeções focais 

estromais (SHORTT et al., 2007, OVADIA; NIE, 2013). 
Enfermidades da superfície ocular e do filme lacrimal podem alterar ou 

destruir o microambiente do limbo, causando perda total ou parcial das CTs 

(KENYON; TSENG, 1989, PUANGSRICHAREN; TSENG, 1995, LI et al., 2007, 

DUA et al., 2009, BAYLIS et al., 2011). O epitélio corneal perde a estabilidade 

fenotípica e se torna propenso à invasão por células epiteliais da conjuntiva 

(TSAI; SUN; TSENG, 1990, KIM; TSENG, 1995, PUANGSRICHAREN; TSENG, 

1995, DANIELS et al., 2001, DUA; JOSEPH; SHANMUGANATHAN, 2003, DUA 

et al., 2009, BAYLIS et al., 2011). A conjuntivalização secundária à depleção de 

CTs límbicas está acompanhada por graus variáveis de reparação estromal, 

neovascularização, inflamação e opacidade corneais, que ensejam fotofobia e 

diminuição ou perda da visão em casos mais graves (DUA et al., 2009, BAYLIS 

et al., 2011). Estima-se que 65% dos casos de conjuntivalização, em seres 

humanos, apresentem- se como lesões difusas associadas à perda total de CTs 

límbicas (BAYLIS et al., 2011). Em animais domésticos, todavia, não há 

estatísticas quanto à incidência ou à prevalência da deficiência límbica ou da 

conjuntivalização.  



2 
 

 

O tratamento da deficiência límbica total e de suas manifestações é oneroso, 

apoia-se na reposição das células perdidas e representa problema socioeconômico 

significativo para os países menos desenvolvidos. Aproximadamente 28% dos casos 

tratados com terapias convencionais, incluindo o transplante de limbo, evoluem para 

falência terapêutica e recidiva da doença (BAYLIS et al., 2011). O transplante de 

córnea não constitui opção terapêutica. Pesquisadores em ciências da visão e 

oftalmologistas depositam perspectivas de cura, livre de complicações tardias, no 

aprimoramento da terapia límbica descrita por Pellegrini et al., em 1997. Balizada em 

princípios de bioengenharia, ela consiste no cultivo de população total de células 

epiteliais límbicas corneais (ou seja, as células progenitoras e as diferenciadas), em 

explante ou em suspensão, sobre membrana biológica ou substrato sintético 

(PELLEGRINI et al., 1997).   

A membrana amniótica (MA) constitui o substrato de cultivo celular mais 

empregado na terapia límbica. Ela é composta por cinco camadas: epitélio, em 

contato direto com o líquido amniótico; membrana basal; camada compacta; camada 

fibroblástica; e camada esponjosa (Figura 1) (BOURNE, 1962, DUA et al., 1999). A 

membrana basal é espessa, contém colágeno tipo IV e laminina. As demais 

camadas, abaixo da membrana basal, compõem a matriz extracelular (MEC) 

estromal avascular (DUA et al., 1999, HEINZ et al., 2004, MALHOTRA; JAIN,  2014).     

 
    Figura 1. Representação esquemática do arranjo microestrutural da membrana 

amniótica, como descrito por Bourne, em 1962. 
 

A utilização da MA, em oftalmologia médica, iniciou-se com De Roth (1940 

apud Kim e Tseng, 1995), no tratamento do simbléfaro e de outros defeitos 

conjuntivais. Na ocasião, o autor não separou a MA do córion. Em 1995, Kim e 
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Tseng separaram a MA humana do córion e a empregaram em modelo experimental 

de deficiência límbica total em coelhos, relatando bons resultados em 77% dos 

casos, com melhora na transparência corneal e redução da neovascularização. 

Desde então, a MA tornou-se adjunto importante na cirurgia reconstrutiva da 

superfície ocular humana, notadamente nos defeitos corneais persistentes ou nos 

recorrentes, nas perfurações corneais, nos defeitos conjuntivais, no pterígio e para 

certos tipos de tumor. Ela também é empregada em casos de olho seco, em bolhas 

filtrantes com vazamentos e em disfunções palpebrais (AZUARA-BLANCO; PILAI; 

DUA, 1999, GOMES et al., 1999, PRABHASAWAT; TESAVIBUL; KOMOLSURADEJ, 

2001; HIGA et al., 2007). Em veterinária, a MA é utilizada na ceratoplastia (BARROS 

et al., 1998), no simbléfaro, em certos tumores esclerais e corneais (BARROS et al., 

2005), no tratamento de úlceras corneais (PONTES et al., 2008), na deficiência 

límbica (CREMONINI et al., 2007), nas queimaduras químicas e no sequestro 

corneal felino (PONTES et al., 2010, BARACHETTI; GIUDICE; MORTELLARO, 

2010). Os efeitos da MA sobre a reparação corneal, aparentemente, decorrem de 

suas propriedades anti-inflamatórias e anti-apoptóticas (KIM; TSENG, 1995, 

TSUBOTA et al., 1995, TSENG et al., 1998, SHIMAZAKI; SHINOZAKI; TSUBOTA, 

1998, AZUARA-BLANCO; PILLAI; DUA, 1999, SAMPAIO; RANZANI; RODRIGUES 

JUNIOR, 2006, MALHOTRA; JAIN, 2014). Ela pode ser usada como enxerto (técnica 

do embutimento) ou como ponte para a migração de células remanescentes da 

córnea (técnica da sobreposição). Pode, ainda, ser recrutada como bandagem para 

proteção de tecidos transplantados à córnea ou como carreadora de CTs (DUA et 

al., 2009).  

As aplicações clínicas de constructos formados por MA e CTs epiteliais 

límbicas corneais iniciaram-se em 1999, após publicação de Schwab. MAs e CTs 

podem advir da mesma espécie ou de espécies diferentes; neste caso, originando 

xenoenxertos, cuja viabilidade já foi comprovada (BAYLIS et al., 2011, RENDAL-

VÁZQUEZ et al., 2012). Evidências sobre o potencial terapêutico das CTs foram 

geradas por pesquisas em que se utilizaram xenoenxertos de MA humana e células 

epiteliais límbicas de coelhos (RENDAL-VÁZQUEZ et al., 2012).  A MA humana não 

expressa antígenos da classe maior de histocompatibilidade (HLA, HLB, HLC, DR) 

ou beta-2-microglobulinas, favorecendo sua utilização, pois diminui as chances de 

rejeição quando utilizada como enxerto (KUBO et al., 2001). Dificuldades, todavia, se 



4 
 

 

interpõem quanto à sua obtenção. O material deve ser colhido no curso de operação 

cesariana, em gestante com sorologia negativa para HIV, HPV, hepatites e sífilis, 

após assinatura espontânea de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(GOMES et al.,1999).   

Os protocolos de preparação da MA humana, para uso em cultivo celular, 

podem envolver agentes químicos ou enzimáticos, visando à remoção de seu 

epitélio. Dentre os agentes químicos já utilizados, melhores resultados foram 

percebidos com o ácido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) (GRUETERICH; 

ESPANA; TSENG, 2002). Koizumi e colaboradores (2007), ao compararem as 

características de células epiteliais crescidas sobre MAs íntegras ou desepitelizadas, 

observaram que culturas provenientes de MAs desepitelizadas apresentavam-se 

mais diferenciadas, estratificadas e ricas em estruturas de adesão. A MA humana 

desepitelizada parece atuar como nicho biológico substituto, que modula o 

comportamento das CTs epiteliais límbicas corneais, em cultura (LI et al., 2007, 

OVADIA; NIE, 2013). A integridade das CTs, bem como seu recrutamento para a via 

de diferenciação, são parcialmente moduladas pelo microambiente extracelular 

(DANIELS et al., 2001, LI et al., 2007, OVADIA; NIE, 2013). 

 Ensaios bioquímicos e imunoquímicos têm sido conduzidos na tentativa de 

se identificarem os componentes moleculares da MA desepitelizada e do estroma 

límbico, estabelecendo a função de cada um deles no complexo programa de 

regulação microambiental, pelo qual as CTs epiteliais retêm ou não suas 

características indiferenciadas (LI et al., 2007, OVADIA; NIE, 2013, PELLEGRINI; 

DE LUCA, 2014). Células nocauteadas para a expressão de genes, como o PAX-6 e 

o DKK2, que governam o desenvolvimento pré e pós-natal das estruturas oculares, 

têm sido empregadas em pesquisas (COLLINSON; CHANAS; WEST, 2004, 

MUKHOPADHYAY et al., 2006). Ênfase tem sido dada para as vias de sinalização 

bioquímica, que envolvem a participação de moléculas extracelulares solúveis, na 

estabilidade do epitélio corneal (LI et al., 2007, OVADIA; NIE, 2013,  PELLEGRINI; 

DE LUCA, 2014). As vias biofísicas de regulação microambiental, que dependem, 

entre outros fatores, da organização supramolecular dos biopolímeros da MEC 

amniótica e da límbica têm sido muito pouco estudadas.  

Os colágenos fibrilares e os proteoglicanos representam 90% dos 

biopolímeros da MEC amniótica (na camada compacta) e da límbica (COOPER et 
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al., 2005, MEI; GONZALES; DENG, 2012, CHEN; MIENALTOWSKI; BIRK, 2015). 

Eles podem atuar como agentes promotores de adesão e de diferenciação celulares, 

como quimiotáxicos para macrófagos e fibroblastos, e como antígenos em processos 

envolvendo o sistema imune (HAY, 1991). Já foram descritos 28 tipos de colágenos 

(Quadro 1), cujas diferenças residem na composição de aminoácidos, nos domínios 

moleculares e nos arranjos supramoleculares (van der REST; GARRONE, 1991, 

MICHELACCI, 2003, GUIDO, 2006, BLUM, 2011). Proteoglicanos são 

glicoconjugados macromoleculares que contêm um core proteico covalentemente 

ligado a uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos (poliânions) (CHEN; 

MIENALTOWSKI; BIRK, 2015). Eles são versáteis e podem apresentar, em sua 

estrutura, oligassacarídeos dos tipos N- ou O-ligados (SWEET et al., 1977, 

LOHMANDER et al., 1980). Dividem-se em duas classes: os grandes proteoglicanos, 

representados pelo agrecam e o versicam, e os pequenos proteoglicanos, donde se 

destacam o biglicam, decorim, o epificam, o lumicam, o mimecam, o queratocam e a 

osteoglicina (KUC; SCOTT, 1997, CHAKRAVARTI et. al., 1998, IOZZO; SCHAEFER, 

2015).  

 

Quadro 1. Classificação dos colágenos das matrizes extracelulares dos tecidos 
conjuntivos de vertebrados, segundo Guido, 2006.   

 
Tipos de colágenos Organização estrutural  
I, II, III, V e XI Colágenos fibrilares 
IX, XII, XIV, XVI e XIX Colágenos associados às fibrilas 

(FACIT) 
VIII e X Colágenos não fibrilares de cadeia 

curta 
IV Colágeno de membrana basal 
VII Colágeno de ancoragem 
VI Colágeno microfibrilar 
XIII, XV, XVII, XVIII, XX, XXI, XXII, 
XXIII, XXIV, XXV, XXVI, XXVII e XXVIII 

Outros colágenos  

 

O termo organização supramolecular, ou supraorganização, refere-se à 

interação e ao arranjo macromolecular tridimensional que confere qualidades 

macroscópicas e biomecânicas a um tecido ou estrutura (SCOOT, 1995, RIFES; 

THORSTEINSDÓTTIR, 2012, MATTIA; OTTO, 2015). A MEC supraorganizada não 

é estática ou inerte. Trata-se de cristal líquido fisiologicamente ativo, cuja 
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homeostasia ou remodelação é governada por transições de fase e fenômenos de 

automontagem molecular (HAY, 1991, LEHN, 2002, GIRAUD GUILLE et al., 2005, 

KIRKWOOD, 2008, ACTON, 2013). A automontagem constitui a força motriz pela 

qual as supraorganizações de MEC são realimentadas (MARTIN-BERMUDO; 

BROWN, 2010, ACTON, 2013). O processo é factível porque as ligações covalentes, 

as eletrostáticas e as forças de van der Walls que conectam os biopolímeros 

extracelulares são lábeis e reversíveis (MARTIN-BERMUDO; BROWN, 2000, LEHN, 

2002, MATTIA; OTTO, 2015).  

As supraestruturas de MEC são hábeis para responder, com adaptação, 

flexibilidade ou remodelação (positiva ou negativa), a uma série de eventos ou 

intervenções, como massagens, “lasers”, cirurgias, implantação de “stents”, 

enxertias, atividades enzimáticas, fármacos, demandas ou desordens fisiológicas, 

patógenos, estímulos mecânicos ou elétricos e interação com diferentes tipos 

celulares (SELLARO, 1999, GRIM et al., 2003, SILVA et al., 2006, ALDROVANI; 

GUARALDO; VIDAL, 2007, ALDROVANI; VIDAL, 2007, GÖTZINGER et al., 2007, 

SHARMA  et al., 2007, RETAMOSO et al., 2009, SAHU  et al., 2010, SILVA et al., 

2013, FREEDMAN et al., 2014, AROKIARAJ; PALACIOS, 2014). As especialidades 

cirúrgicas têm se beneficiado das pesquisas em supraorganizações. Parâmetros 

supraorganizacionais da MEC dérmica, por exemplo, são empreitados em cirurgias 

plásticas e reconstrutivas, visando-se a estabelecerem orientações preferenciais de 

incisões e a se minimizar a formação de feridas, de cicatrizes hipertróficas e de 

queloides (LISTER; WRIGHT; CHAPPEL, 2012, VERAEGEN et al., 2012, RIBEIRO 

et al., 2013). O diagnóstico do ceratocone fundamenta-se na detecção de alterações 

supramoleculares por tomografia de coerência óptica sensível à polarização 

(GÖTZINGER et al., 2007). Em “osteogenesis imperfecta”, o padrão de desarranjo 

supramolecular, detectado por sistemas de luz polarizada, juntamente com estudos 

em genética, fornece diagnóstico diferencial dos tipos clínicos possíveis (GLORIEUX 

et al., 2008).  

Dois mecanismos cibernéticos de regulação espaço-temporal realimentam as 

supraorganizações de MEC resultantes de automontagem molecular (Figura 2). O 

primeiro depende das interações dos componentes da MEC com os receptores de 

superfície celular. O segundo depende da ordem molecular resultante do próprio 

fenômeno de automontagem, o qual gera sinalização para as células por 
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deslocamentos intra e intermoleculares e por piezo-piroeletricidade. O estímulo 

microambiental é sentido pelos setores de síntese e de exportação da célula que, 

por conseguinte, aumenta ou diminui a produção de macromoléculas para a MEC 

(VIDAL, 1994).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Esquematização das vias de regulação e de controle envolvidas na 

realimentação das supraorganizações de matriz extracelular, como 
proposto por Vidal, em 1994.    

 

Há um “loop” regulatório entre as células epiteliais límbicas corneais e a MEC 

supraorganizada do nicho biológico “in vivo” ou do substrato “ex vivo”. As primeiras 

evidências foram reportadas por HAY (1991), cujo trabalho inspirou, no final da 

década de 1990, o desenvolvimento da primeira “córnea humana de bioengenharia” , 

construída com MEC e células epiteliais imortalizadas (GRIFFITH et al., 1999).  Em 

2003, Espana e colaboradores observaram que CTs epiteliais expostas à MEC 

corneal tendiam à diferenciação e à morte, enquanto que sob influência da MEC 

estromal límbica, preservavam características de indiferenciação.      

Estudo publicado na “Proceedings of the National Academy of Sciences of the 

United States of America” mostrou que células epiteliais da glândula mamária, 

Síntese e  
exportação  

macromolecular 

Receptores & Reconhecimento 

Transdução por deslocamentos moleculares 
Propriedades piezo-piroelétricas 

Colágenos 
Proteoglicanos 
Fibronectina 

Lectinas endógenas 

Interações 
macromoleculares e 

agregação 

Ordem molecular 
Estereoarranjo 

Adesão 
Reconhecimento 

Morfogênese 
Remodelação 

Reparo 
Envelhecimento 

Suporte 
Biomecânica  

 

Modulação 

Ordem molecular 
Estado ordenado de agregação 



8 
 

 

quando cultivadas sobre substratos de MEC, reorganizavam seus sítios de adesão 

focal (TSENG et al., 2012). As adesões focais atuam como sensores de alterações 

mecânicas e como centros de transdução de sinais. Aparentemente, as células migram 

buscando reduzir o estresse anisotrópico ao seu redor (TSENG et al., 2012). CTs de 

diferentes linhagens, em cultura, podem se diferenciar em osteoblastos, em 

condroblastos ou em células musculares, unicamente em função das propriedades 

físicas geradas pela supraorganização do substrato, na ausência de fatores de 

crescimento (ROY, 2010, HAO et al., 2015, HUANG; DAI; ZHANG, 2015, TAN et al., 

2015). A supraorganização de “per se” estabelece sítios de interação célula-MEC.  

A supraorganização de MEC confere, aos tecidos e estruturas, propriedades 

físicas que modulam o comportamento celular. Destacam-se a geometria, a 

topografia, a orientação espacial, a rigidez, a elasticidade e a força mecânica 

(BURRIDGE; CHRZANOWSKA-WODNICKA, 1996, HAO et al., 2015, LV et al., 

2015). Supraorganizações de MEC, em décadas passadas, eram avaliadas à 

microscopia eletrônica, que informa sobre a ultraestrutura, porém falha em fornecer 

dados estatísticos. Admite-se, como ideal, que a avaliação seja realizada com 

ferramentas de nanotecnologia, uma vez que cada biopolímero da MEC 

supraorganizada pertence à escala nanométrica de comprimento (SCHILLER; 

HUSTER, 2012, CHEN; TAN; TIEN, 2015). Fenômenos que ocorrem em 

nanoescala, incluindo-se as anisotropias ópticas, estão sendo explorados na 

interface entre biologia e ciência de materiais. Com os adventos da 

nanobiotecnolobia e da namomedicina, as organizações supramoleculares têm sido 

consideradas os níveis estruturais ou hierárquicos plenos, que pesquisadores 

necessitam dominar para criar membranas, tecidos e órgãos artificiais (LEHN, 2002, 

PALMER et al., 2007, WEBBER; KESSLER; STUPP, 2010). 

As anisotropias ópticas resultam de elementos periodicamente ordenados aos 

níveis atômico e molecular (BENNET, 1967, CASSIM; TOBIAS; TAYLOR, 1968, KIM 

et al., 2000, SAVENKOY; SYDUROK, 2005, SILVA et al., 2006, VIDAL; MELLO, 

2006, ALDROVANI; GUARALDO; VIDAL, 2007, JACQUES, 2013, RIBEIRO et al., 

2013). Elas correspondem aos fenômenos observados em estruturas cristalinas e 

refletem as propriedades físicas macro e microscópicas da matéria. A incidência de 

ondas eletromagnéticas polarizadas sobre estruturas anisotrópicas acarreta 

mudanças na fase ou na amplitude dos componentes ortogonais do vetor elétrico, o 
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que se conhece, respectivamente, por birrefringência e dicroísmo linear (DL) (WIED, 

1966, BENNET, 1967, CASSIM; TOBIAS; TAYLOR, 1968, KIERMAN, 1990; KIM et 

al., 2000, LOUIS-DORR et al., 2004, SAVENKOY; SYDUROK, 2005, SILVA et al., 

2006, ALDROVANI; VIDAL, 2007, VIDAL; MELLO, 2006, JACQUES, 2013). Estudos 

em birrefringência e em DL são factíveis empregando-se luz polarizada, corantes 

topo-ópticos, técnicas densitométricas e absorciométricas “in situ” e vídeo-análise 

digital de imagens (ALDROVANI; VIDAL, 2007, RIBEIRO et al., 2013). 

A birrefringência é a anisotropia óptica que resulta da diferença de índices de 

refração do material, acarretando propagação de luz com velocidades e direções 

diferentes (WIED, 1966, BENNET, 1967, 1990; KIM et al., 2000, SILVA et al., 2006, 

ALDROVANI; VIDAL, 2007, VIDAL; MELLO, 2008). Ela se expressa pela equação ∆nD 

= ny – nx, onde ny  é o índice de refração na direção de propagação do raio extraordinário 

e nx é o índice de refração na direção do raio ordinário. Informa sobre a supraorganização 

dos colágenos fibrilares e é constituída por duas frações: a intrínseca e a de forma 

(WIED, 1966, BENNET, 1967, 1990; KIM et al., 2000, SILVA et al., 2006, 

ALDROVANI; VIDAL, 2007, VIDAL; MELLO, 2008, RIBEIRO et al., 2013). A 

birrefringência intrínseca se deve às transições eletrônicas (π–π*) nas ligações peptídicas 

planares situadas ao longo do eixo das fibras. O retardo óptico (RO) associado a ela pode 

ser representado pela fórmula RO = S e2/2 0mω0
2, onde S é o número de ligações 

peptídicas por centímetro quadrado; e corresponde à carga do elétron; m corresponde à 

massa do elétron; 0 é a permissividade do espaço (constante dielétrica); e ω0 é a 

frequência de ressonância do elétron (BENNET, 1967, 1990, SILVA et al., 2006, 

ALDROVANI; VIDAL, 2007, VIDAL; MELLO, 2008, RIBEIRO et al., 2013). A 

birrefringência de forma ocorre em meios dielétricos heterogêneos. Na MEC, ela resulta 

da compatibilidade dos comprimentos de onda do fóton com as dimensões nanométricas 

das moléculas de colágenos fibrilares (CASSIM; TOBIAS; TAYLOR, 1968, KIERMAN, 

1990; KIM et al., 2000, SILVA et al., 2006, ALDROVANI; VIDAL, 2007, VIDAL; 

MELLO, 2008, RIBEIRO et al., 2013). Corantes azoicos, como o Ponceau SS, têm 

sido usados para se estudar birrefringência em fibras colágenas, uma vez que eles 

interagem ordenadamente com a molécula, alinhando seus elétrons ressonantes em 

paralelo com os do colágeno, e formando agregados altamente anisotrópicos e 

cristalinos (VIDAL; MELLO, 2005, ALDROVANI; GUARALDO; VIDAL, 2007).  
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O DL é uma anisotropia de absorção, que se manifesta por mudanças na 

amplitude do vetor elétrico da luz polarizada (LOUIS-DORR et al., 2004, ALDROVANI; 

VIDAL, 2007; VIDAL; PIMENTEL, 2012). A absorção ocorre quando a onda 

eletromagnética não retorna a partir da superfície incidente nem se propaga no meio. 

Macromoléculas dicroicas absorvem luz polarizada diferentemente na dependência da 

direção de seus grupamentos cromofóricos em relação ao azimute do vetor elétrico 

(LOUIS-DORR et al., 2004, ALDROVANI; VIDAL, 2007). Há relação entre DL, 

transições eletrônicas e orientação molecular, em estruturas supraorganizadas. Modelos 

de interação entre proteoglicanos e colágenos, por exemplo, foram propostos a partir de 

estudos em DL (VIDAL; 1963, MATHEWS, 1965, JACKSON; BENTLEY, 1968, SCOTT, 

1995, MÜLLER et al., 2004). A maioria das moléculas biológicas exibe DL em luz 

ultravioleta. Para estudos conduzidos no espectro visível da luz, corantes topo-ópticos, 

como os tiazínicos, são usados para promover o fenômeno extrinsecamente 

(ALDROVANI; VIDAL, 2007; APARECIDA de ARO; VIDAL; PIMENTEL, 2012). O 

azul de toluidina é o corante tiazínico mais usado para se estudar DL e disponibilidade de 

poliânions de proteoglicanos (ALDROVANI; GUARALDO; VIDAL, 2007, SCHIMITZ et al., 

2010). Trata-se de molécula privilegiada para estudos em organização supramolecular, 

pois é pequena, apresenta geometria planar e elétrons ressonando ao longo de seu eixo 

(VIDAL; 1964, MELLO; VIDAL,1973).  

 

 
2   JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 
 

Organizações supramoleculares contêm requerimentos morfofuncionais, em 

nanoescala, úteis para a bioengenharia de tecidos (PALMER et al., 2007). Dada à 

importância da MEC amniótica e da límbica, notadamente na modulação de CTs e 

para o tratamento de afecções da superfície ocular, há interesse em se ampliarem 

conhecimentos sobre os arranjos de seus principais biopolímeros. Admite-se que 

rearranjos espaço-temporais dos componentes da MEC supraorganizada constituem 

mecanismos de regulação microambiental, pelo qual comportamentos celulares são 

modulados. Ademais, com os avanços da ciência de materiais, aplicada à oftalmologia, 

a perspectiva de se explorar uma supraorganização para, posteriormente, reproduzi-la 
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em laboratório, e de se criarem tecidos oculares artificiais, passou da ficção para a 

realidade. O futuro da medicina regenerativa é supramolecular (BOEKHOVEN; STUPP, 

2014).  

Com a pesquisa, estudaram-se organizações supramoleculares da MEC 

amniótica e da límbica, antes e após cultivo celular, considerando-se propriedades 

anisotrópicas (ou seja, birrefringência e DL) dos principais biopolímeros em comum, 

isto é, colágenos fibrilares e proteoglicanos. Foi avaliado, no presente trabalho, se (e 

como) procedimentos em cultivo celular podem alterar a supraorganização da MEC 

amniótica e da límbica.  

 

 

3   MATERIAL E MÉTODOS         
 
 

3.1   Processamento de membrana amniótica humana   
 
 

Empregou-se, na pesquisa, MA de uma única gestante, visando-se a 

eliminação de vieses associados com fatores (por exemplo, o nutricional) inerentes 

(HOPKINSON et al., 2006). A MA foi coletada no curso de operação cesariana em 

paciente assistida no Amparo Maternal do Hospital São Paulo, da Universidade 

Federal de São Paulo (UNIFESP), após realização de exames sorológicos (para 

HIV, HPV, hepatites B e C e sífilis) e assinatura de Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (Apêndice A). Obedeceram-se aos princípios éticos enunciados na 

Declaração de Helsinki e na resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde.  

Os procedimentos, envolvendo MA, foram executados no Centro Avançado 

de Superfície Ocular (CASO) do Departamento de Oftalmologia da UNIFESP, 

Câmpus de São Paulo, seguindo-se premissas impostas pela “United States Food 

and Drug Administration” e a “The American Association of Tissue Banking”. Vinte e 

quatro fragmentos de MA, medindo 2 cm x 2 cm, foram desepitelizados em EDTA1 e 

por raspagem mecânica, para remoção de células epiteliais amnióticas 

                                                             
1 Ácido etileno-diamino-tetra-acético - Sigma Company, St. Louis, USA 
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remanescentes. Todos os fragmentos de MA foram lavados em solução estéril de 

cloreto de sódio 0,9%2 e distendidos, com a face epitelial voltada para cima, sobre 

filtros de nitrocelulose estéreis3 (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema ilustrando a orientação da membrana amniótica (MA) sobre o 
filtro de nitrocelulose. Laboratório de Pesquisa do Serviço de 
Oftalmologia, FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2015. 

 

 Os complexos membrana-filtro foram lavados em tampão fosfato4, pH 7,4, 

contendo 1000 UI/mL de penicilina G5, 20 mcg/mL de estreptomicina6  e 2,5 mcg/mL 

de anfotericina B7. O material foi acondicionado em frascos estéreis contendo meio 

de Eagle modificado por Dulbecco8 (DMEM) e glicerina9 (1:1, v/v).   

Imediatamente ao processamento, as membranas foram transportadas (em 

isopor contendo gelo seco) para o Laboratório de Pesquisa do Serviço de 

Oftalmologia do Hospital Veterinário “Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP, 

Câmpus de Jaboticabal. Elas foram criopreservadas, em biofreezer (-80ºC), até o 

momento do uso. O tempo de criopreservação (12 dias) foi o mesmo para todos os 

fragmentos de MA.  

 

 

 
 
 
 
                                                             
2 Cloreto de sódio 0,9% - Synth, São Paulo, Brasil  
3 Filtros de nitrocelulose - Ophthalmos, São Paulo, Brasil  
4 Tampão fosfato - Ophthalmos, São Paulo, Brasil 
5 Penicilina G - Ophthalmos, São Paulo, Brasil 
6 Estreptomicina - Ophthalmos, São Paulo, Brasil 
7 Anfotericina B - Ophthalmos, São Paulo, Brasil 
8 DMEM - Sigma Company, St. Louis, USA 
9  Glicerina - Ecibra, São Paulo, Brasil 

       

filtro de nitrocelulose 

estroma da MA 

membrana basal da MA, sem epitélio 
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3.2   Animais, considerações quanto à ética, coleta de limbo   
 

 

A pesquisa foi realizada após aprovação pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal, sob o número de 

protocolo 05430/14. Os princípios éticos estabelecidos pelo “Canadian Council on 

Animal Care” (“Principles of Laboratory Care, NIH publication no 85-23, revised 

1996”) foram obedecidos. Utilizaram-se seis coelhos da raça Nova Zelândia Branco, 

adultos, machos ou fêmeas, hígidos. Os procedimentos, envolvendo coelhos, foram 

realizados no Centro Cirúrgico do Serviço de Oftalmologia do Hospital Veterinário 

“Governador Laudo Natel”, da FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal. 
A anestesia dissociativa foi induzida e mantida pela associação de xilazina10 

(5mg/kg) e cetamina11 (20mg/kg), por via intramuscular. A tricotomia periocular e a 

antissepsia cirúrgica, com solução de iodopovidona 0,1%, foram feitas com os 

animais posicionados em decúbito lateral esquerdo. A dessensibilização corneal foi 

efetuada com colírio de tetracaína contendo 0,1% de fenilefrina12, imediatamente 

após isolamento do campo operatório com panos de campo estéreis e Tegaderm®13. 

O blefarostato14 foi colocado.   

Com o auxílio de um microscópio cirúrgico, dois fragmentos de limbo 

corneoescleral foram removidos do olho direito de cada animal. Com um paquímetro, 

os tecidos foram mensurados (2 mm) e em seguida coletados das posições de 10 às 

12h e de 4 às 6h com bisturi angulado de 15 graus15 e pinça colibri16. O endotélio e o 

estroma posterior (cerca de 2/3) dos limbos foram descartados. Na sequência, os 

fragmentos límbicos foram divididos em duas metades iguais, acomodados sobre 

filtros de nitrocelulose17 e acondicionados em tubos estéreis contendo DMEM18. 

Dezoito fragmentos de limbo destinaram-se ao cultivo celular. Os demais foram 

                                                             
10 Dopaser® - Hertape Calier, Madri, Espanha 
11 Ketamina agener 10%® - Agener União, São Paulo, Brasil 
12 Colírio anestésico® - Allergan, São Paulo, Brasil 
13 TegadermTM film® - 3M, São Paulo, Brasil 
14 Blefarostato barrequer® - Steel inox, São Paulo, Brasil 
15 Slit knife 15 degrees® - Alcon, São Paulo, Brasil 
16 Pinça colibri - Steel inox, São Paulo, Brasil 
17 Filtros de nitrocelulose - Ophthalmos, SP, Brasil 
18 DMEM, Sigma Company, St. Louis, USA 
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fixados em parafomaldeído19 4% e destinaram-se a confecção de cortes 

histológicos. 

Para a analgesia pós-operatória, empregou-se tramadol20 na dose de 4 

mg/kg, em intervalos regulares de 8h, por cinco dias consecutivos. Os coelhos não 

manifestaram alterações oftálmicas e foram encaminhados para utilização em outra 

pesquisa. 

 

 

3.3   Cultivo celular  
 
 

Os procedimentos foram executados no Laboratório de Cultivo Celular do 

Departamento de Medicina Veterinária Preventiva e Reprodução Animal, da 

FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal. Empregou-se protocolo de cultura em 

explante (SANGWAN et al., 2006).   

Os fragmentos de MA foram fixados dentro de “inserts”21 posicionados em 

placas de seis poços, para não emergirem durante o cultivo. Previamente, eles 

foram removidos dos filtros de nitrocelulose17 e lavados em tampão fosfato4, pH 7,4, 

0,01 M, para remoção dos traços de glicerina. Os explantes límbicos foram 

igualmente removidos dos filtros de nitrocelulose e acomodados sobre os 

fragmentos de MA (Figura 4), com o epitélio orientado para cima. Todo o material foi 

manipulado em capela de fluxo laminar22.  

 

 

 

 

 

 

 

 
                                                             
19 Paraformaldeído - Synth, São Paulo, Brasil 
20 Tramadol® - Cristália, São Paulo, Brasil 
21 Corning netwells inserts® - Sigma Company, St. Louis, USA 
22 Capela de fluxo laminar - Veco, São Paulo, Brasil 
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Figura 4. Imagem fotográfica da membrana amniótica fixada dentro de um “insert” 

para cultivo celular. A seta ( ) aponta para o explante límbico. Laboratório 
de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, Câmpus de 
Jaboticabal, SP, Brasil, 2015.  

 

As condições (incubadora com 5% de CO2 e temperatura constante de 37ºC) 

e o meio de cultura foram os mesmos para todos: DMEM/HAM-F1223 contendo 10% 

de soro fetal bovino24, 0,5% de dimetilsulfóxido25, 5 ng/mL de selenato de sódio26, 5 

ug/mL de apo-transferrina27, 2 ng/mL de fator de crescimento epidermal28, 0,1 μg/mL 

de toxina colérica29, 1 μg/mL de insulina30, 5 μg/mL de hidrocortisona31, penicilina32, 

estreptomicina33 e anfotericina B34 (LOUREIRO et al., 2013). As amostras foram 

cultivadas por dois, sete e 15 dias. Dois dias correspondem ao tempo necessário 

para adesão do explante ao substrato. Sete dias correspondem ao início da 

migração das células epiteliais do explante límbico em direção à membrana basal da 

MA. Quinze dias correspondem ao tempo médio de cultivo calculado de 28 estudos 
                                                             
23 DMEM/HAM-F12 - Sigma Company, St. Louis, USA 
24 Soro fetal bovino - Sigma Company, St. Louis, USA 
25 Dimetilsulfóxido - Sigma Company, St. Louis, USA 
26 Selenato de sódio - Sigma Company, St. Louis, USA 
27 Apo-transferrina - Sigma Company, St. Louis, USA 
28 Fator de crescimento epidermal - Sigma Company, St. Louis, USA 
29 Toxina colérica - Sigma Company, St. Louis, USA 
30 Insulina - Sigma Company, St. Louis, USA 
31 Hidrocortisona - Sigma Company, St. Louis, USA 
32 Penicilina - Sigma Company, St. Louis, USA 
33 Estreptomicina - Sigma Company, St. Louis, USA 
34 Anfotericina B - Sigma Company, St. Louis, USA 
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revisados por Baylis et al. (2011). Todos os sistemas de cultivo foram estabelecidos 

ao mesmo tempo. O meio de cultura foi trocado a cada três dias. Cada amostra 

recebeu 2,5 mL de meio de cultura (por troca). As culturas foram monitoradas 

diariamente, em relação ao crescimento, migração e morfologia celulares, em 

microscopia de luz invertida35. 

As áreas de crescimento epitelial foram mensuradas, em “pixels”, no décimo 

quinto dia de cultivo, empregando-se “software”36. Ao término dos procedimentos em 

cultivo celular, as amostras foram encaminhadas à confecção de cortes histológicos.  

 

 

3.4   Confecção de cortes histológicos 

 
 
 Os cortes foram confeccionados no Laboratório de Histotecnologia do 

Departamento de Patologia Veterinária, da FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal. 

 As amostras (cultivadas ou não) foram fixadas em paraformaldeído17 diluído 

a 4% em tampão fosfato3, pH 7,4, 0,01 M; desidratadas em soluções decrescentes 

de etanol37; diafanizadas em xilol38; e processadas para inclusão rotineira em 

Histosec®39. Cortes longitudinais com sete micrômetros de espessura foram 

confeccionados para os estudos em anisotropias ópticas como recomendado pela 

literatura (ALDROVANI; VIDAL, 2007, RIBEIRO et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                             
35 Axio Observer - Zeiss, Göttingen, Germany 
36 Image J® - disponível em: http://srbweb.nih.gov/ij/ 
37 Etanol - Synth, São Paulo, Brasil 
38 Xilol - Ecibra, São Paulo, Brasil 
39Histosec® - Merck, Darmstadt, Germany  
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3.5   Grupos da pesquisa     
 

 

Cinco grupos compuseram a pesquisa (Figura 5), cada um com seis 

amostras, a saber: grupo I, composto por fragmentos não cultivados de MA 

(controle); o grupo II, por amostras cultivadas durante dois dias; o grupo III, por 

amostras cultivadas durante sete dias; o grupo IV, por amostras cultivadas durante 

quinze dias; e o grupo V, composto por explantes não cultivados de limbo (controle). 

 

 

 

 

 

 

 
 
  MA, membrana amniótica 
 
Figura 5. Representação esquemática dos grupos que compuseram a pesquisa. 

Laboratório de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, 
Câmpus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2015. 

 
 
3.6   Anisotropias ópticas, organizações supramoleculares 
 
 

Os estudos em anisotropias ópticas foram conduzidos no Laboratório de 

Pesquisa do Serviço de Oftalmologia do Hospital Veterinário “Governador Laudo 

Natel”, da FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal. Empregaram-se dois cortes de 

cada amostra, nos quais se avaliaram seis campos (imagens) de microscopia. No 

total, 432 análises foram realizadas para cada grupo.     

Relativamente às MAs, as avaliações foram conduzidas na MEC das áreas 

estromais subjacentes à membrana basal. Nos explantes de limbo, examinaram-se 

áreas dos estromas superficial e profundo. A escolha dos campos de avaliação foi 

randômica para os grupos I e V (controles). Nos grupos de II a IV, as análises 

 

Grupos da pesquisa 

I V III II 

MA  
não cultivada 

(controle) 

Limbo  
não cultivado 

(controle) 

MA + limbo 
cultivados por 7 dias 

MA + limbo 
cultivados por 15 dias 

MA + limbo 
cultivados por 2 dias 

IV 
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ficaram confinadas às regiões que apoiavam o explante límbico e as células 

epiteliais que dele migraram (Figura 6).   

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 6. Representação esquemática das áreas estromais amnióticas e límbicas, 

dos grupos de II a IV, cuja matriz extracelular foi examinada, relativamente 
aos parâmetros de anisotropia óptica que informam sobre a organização 
supramolecular dos colágenos fibrilares e dos proteoglicanos. Figura 
adaptada de Li et al., 2007.  

 

Estudaram-se parâmetros birrefringentes relacionados à supraorganização 

das fibras colágenas, e parâmetros dicroicos relacionados à supraorganização dos 

proteoglicanos (poliânions). 

 
 

3.6.1   Parâmetros birrefringentes, fibras colágenas   
 
 

As amostras foram desparafinizadas, hidratadas e coradas com solução 

acídica de Ponceau SS40, pH 2,5, por três minutos. Em seguida, foram lavadas em 

solução aquosa de ácido acético glacial41 3%, secadas ao ar, diafanizadas em xilol42 

                                                             
40 Ponceau SS - Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
41 Ácido acético glacial - Synth, São Paulo, Brasil  
42 Xilol - Synth, São Paulo, Brasil 
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e montadas com bálsamo do Canadá natural43 (VIDAL; MELLO, 2006). Os estudos 

foram conduzidos em microscópio44 munido de luz linearmente polarizada, objetiva 

de 20X, filtro monocromador passa banda em 546 nm45 e lâmpada de halogênio com 

iluminação de Köhler. Com vídeo-câmera46, as imagens foram transmitidas do 

microscópio para um computador, digitalizadas e processadas. As condições de 

trabalho, notadamente a intensidade da luz emitida pela lâmpada de halogênio, 

foram as mesmas para todas as amostras.       

As fibras birrefringentes visibilizadas sob luz monocromática (546 nm) foram 

convertidas para sistema binário (8-bits), contendo 256 “pixels”, variando de zero a 

255, e analisadas em “software”47. As intensidades dos brilhos das birrefringências 

foram estudadas em fibras posicionadas a 45 graus dos planos da luz polarizada, 

como descrito por Aldrovani e Vidal (2007). O processo de segmentação das 

imagens foi manual. As imagens foram divididas em quadrantes, para quantificação 

“in situ” dos valores médios dos níveis de cinza (GA), dos valores máximos do cinza 

médio (GAmax) e dos valores mínimos do cinza médio (GAmin). Os graus de 

paralelismo das fibras foram calculados dividindo-se os valores médios de GAmax 

pelos valores médios de GAmin. Os contrastes dos brilhos das birrefringências foram 

expressos pela fórmula GAmax - GAmin. Gráficos de topografia de superfície foram 

construídos para representar a variabilidade tridimensional dos valores de “bitmap” 

associados aos brilhos das birrefringências, em imagens digitais tratadas com 

pseudocores. 

As cores de interferência causadas pela dispersão anômala da birrefringência 

foram estudadas em fibras visibilizadas sob condições policromáticas, ou seja, o 

filtro monocromador foi removido do trajeto da luz. Os percentuais de áreas 

birrefringentes cobertas por fibras verde, amarelas ou vermelhas foram calculados 

em “software”47.  

 

 

 

                                                             
43 Balsamo do Canadá natural - Vetec,Rio de Janeiro, Brasil  
44 Axiopot - Zeiss, Göttingen, Germany  
45 Filtro monocromador - Edmund Optics, Barrington, USA 
46 S 500® - Bell Photonics, São Paulo, Brasil  
47 Image J® - disponível em http://srbweb.nih.gov/ij/ 
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3.6.2   Parâmetros dicroicos, proteoglicanos  
 

As amostras foram desparafinizadas, hidratadas e coradas com solução de 

azul de toluidina 0,025%, em tampão Mcllvaine 0,1M, pH 4,0, por 15 minutos. Em 

seguida, foram lavadas em água destilada, secadas ao ar, diafanizadas em xilol e 

montadas com bálsamo do Canadá natural (ALDROVANI; GUARALDO; VIDAL, 

2007). As avaliações foram conduzidas em microscópio de luz48 equipado com 

objetiva de ×40, lâmpada de halogênio, iluminação de Köhler, conjunto de filtros 

polarizador e analisador49, luz monocromática50 com comprimentos de onda de 500, 

520, 540, 546, 560, 580 ou 600 nm e vídeo-câmera51. As condições de trabalho, 

notadamente a intensidade da luz emitida pela lâmpada de halogênio, foram as 

mesmas para todas as amostras.    

As imagens de material iluminado com fóton polarizado de 546 nm foram 

convertidas para sistema binário (“8-bits”) contendo 256 “pixels”, variando de zero a 

255. Parâmetros densitométricos da MEC foram mensurados, empregando-se 

“software”52, de consoante com o que segue: valores médios dos níveis de cinza 

(GA), valores máximos do cinza médio (GAmax), valores mínimos do cinza médio 

(GAmin) e desvio padrão dos valores médios dos níveis de cinza (SDtd) 

(ALDROVANI; VIDAL, 2007).       

Para se estudar a absorção espectral e o DL, o filtro analisador foi removido 

do trajeto da luz e o polarizador foi mantido em campo. As medidas absorciométricas 

foram sequencialmente efetuadas, empregando-se fótons com comprimentos de 

onda de 500, 520, 540, 560, 580 e 600 nm. Para cada comprimento de onda, os 

eixos estruturais foram posicionados paralela e perpendicularmente ao azimute do 

vetor elétrico da luz. Empregaram-se técnicas em análise de imagens, em módulo de 

densidade óptica calibrada. O “background” da lâmina, sem material biológico, foi 

usado para calibração do sistema (100% de transmitância). Curvas de absorção 

espectral foram construídas plotando-se os valores médios de absorção paralela 

(APA) e perpendicular (APE) ao azimute do vetor elétrico “versus” os comprimentos 

                                                             
48 Eclipse E200® - Nikon, Tokyo, Japan  
49 Conjunto de filtros polarizadores - Proteon, São Paulo, Brasil  
50 Filtros de interferência- Proteon, São Paulo, Brasil 
51 S 500® - Bel photonics, São Paulo, Brasil 
52 Image J® - disponível em http://srbweb.nih.gov/ij/ 
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de onda do fóton. Valores de DL foram calculados, nos pontos máximos de absorção 

das curvas, empregando-se a fórmula APA - APE (ALDROVANI; VIDAL, 2007). Para 

eliminação de vieses ou biases causados por variações nas espessuras dos cortes 

(artefato de microtomia), índice dicroicos (ID) foram calculados valendo-se da 

fórmula APA/APE.  

 
 
3.7   Estatística    

 

 

As amostras foram testadas para a normalidade estatística, empregando-se 

Kolmogorov-Smirnov. Variáveis qualitativas foram comparadas, empregando-se o 

teste do quiquadrado. Resultados foram expressos em percentuais. Variáveis 

quantitativas contínuas foram comparadas empregando-se ANOVA e pós-teste de 

Tukey ou com teste t pareado. Resultados foram expressos em média ± erro padrão 

(EP) da média.  

As diferenças foram consideradas significativas quando p igual ou menor que 

5%, com intervalo de confiança de 95% (±2 EP). Os cálculos, os gráficos e as 

comparações estatísticas foram implementados em “software”53.  
 

 

4   RESULTADOS   
 
 
4.1   Cultivo celular    
 
 

No segundo dia de cultivo, os explantes límbicos mostraram-se aderidos aos 

substratos (MA). Migração e crescimento celulares foram observados entre o quinto 

e o sétimo dias de cultivo. A área média de crescimento celular, estimada em 

“pixels”, no décimo quinto dia de cultivo, foi de 302,06±40,08.   

                                                             
53 MedCalc® - MedCalc, Mariakerke, Belgium  
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As células em migração apresentavam formato globular (Figura 7). As células 

aderentes tinham aspecto poliédrico (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 7. Imagem fotográfica de cultura celular observada à microscopia de luz 

invertida, em aumento de ×100. A parte escura no campo esquerdo 
corresponde ao explante de limbo. A seta ( ) aponta para células 
epiteliais límbicas corneais globulares, não aderidas, em processo de 
migração, em cultura de dois dias. Laboratório de Pesquisa do Serviço de 
Oftalmologia, FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2015. 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 8. Imagem fotográfica de cultura celular observada à microscopia de luz 

invertida, em aumento de ×100. A parte escura no campo esquerdo 
corresponde ao explante de limbo. Os asteriscos ( ) delimitam a área de 
crescimento, contendo células epiteliais límbicas corneais poliédricas. 
Laboratório de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, 
Câmpus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2015. 

 
 
 

explante 

explante 
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4.2   Parâmetros birrefringentes, fibras colágenas  
 
 
4.2.1   Matriz extracelular amniótica        
 
 

Na Tabela 1, exibem-se as médias e os EP estabelecidos para GA, GAmax e 

GAmin relacionados às intensidades dos brilhos das fibras colágenas da  MEC 

amniótica (grupos I a IV), após coloração com Ponceau SS e visibilização com luz 

monocromática de 546 nm. Os grupos II e IV apresentaram-se com valores 

reduzidos de GA e de GAmin, quando comparados ao controle (p<0,05). Os valores 

de GAmax do grupo II não diferiram dos do controle (p>0,05).   

 

Tabela 1.  Parâmetros de análise de imagem relacionados às intensidades dos 
brilhos das birrefringências das fibras colágenas amnióticas, após 
coloração com Ponceau SS e visibilização com luz polarizada 
monocromática. Laboratório de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, 
FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2015. 

 

 

 
 
 
 
 Os graus de paralelismo das fibras colágenas amnióticas foram de 1,02 no 

grupo I (controle), 1,17 no grupo II, 1,26 no grupo III e de 1,17 no grupo IV.  

 Os contrastes dos brilhos das birrefringências foram de 2,0 no grupo I, 13,25 

no grupo II, 19,26 no grupo III e de 13,23 no grupo IV.   

 

Parâmetros 
 
Grupos  

  

Controle (I)  II  III  IV 
GA   92,90±0,23    86,48±0,38  90,34±0,45  87,20±0,59 
GAmax   93,50±0,30    88,21±0,37  93,20±0,61  88,63±0,74 
GAmin   91,50±0,15    74,96±0,37  73,94±0,36  75,40±0,13 

GA, valores médios dos níveis de cinza; GAmax, valores máximos do cinza médio; GAmin, valores mínimos do cinza médio 
Valores em vermelho diferiram significativamente dos obtidos para o controle não cultivado (p<0,05) 
Grupo I, membrana amniótica não cultivada (controle) 
Grupo II, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por dois dias  
Grupo III, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por sete dias 
Grupo IV, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por 15 dias 
 
 
 



24 
 

 

Os gráficos na prancha da Figura 9 (A-D) mostram a variabilidade e o 

contraste dos valores de “bitmap”, que compuseram as imagens birrefringentes da 

MEC amniótica, em cada grupo da pesquisa, após atribuição de pseudocores. 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

Os estromas amnióticos de todas as amostras coradas com Ponceau SS 

(grupos I a IV), após visibilização com luz policromática, apresentaram cores de 

interferência causadas pela dispersão anômala da birrefringência (Figura 10). 

Figura 9. Gráficos de topografia de superfície construídos para representar a 
variabilidade dos valores de “bitmap” que compuseram as áreas 
birrefringentes analisadas nos estromas amnióticos. Em A, grupo 
controle. Em B, amostra cultivada por dois dias. Em C, amostra cultivada 
por sete dias. Em D, amostra cultivada por 15 dias. Laboratório de 
Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, Câmpus de 
Jaboticabal, SP, Brasil, 2015. 



25 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Imagem fotográfica das cores de interferência observadas no estroma 
amniótico de amostra do grupo IV, após coloração com Ponceau SS e 
visibilização com luz polarizada policromática. Au: ×100. Laboratório de 
Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, Câmpus de 
Jaboticabal, SP, Brasil, 2015. 

 

 

Na Tabela 2, apresentam-se as proporções de fibras verdes, amarelas e 

vermelhas contidas nas imagens birrefringentes. Encontram-se diferenças entre os 

grupos da pesquisa (p<0,05).    

 

Tabela 2. Proporção de fibras verdes, amarelas e vermelhas, em amostras coradas 
com Ponceau SS e visibilizadas com luz polarizada policromática. 
Laboratório de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, 
Câmpus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2015.  

 
 
 
 
 
 
 

Cor 
 
Grupos  

  

Controle (I)  II  III  IV 
Verde 75  80,66  61,78  51,68 
Amarelo 25  16,31  31,01  31,66 
Vermelho zero    3,03    7,21  16,66 

Valores em vermelho diferiram significativamente dos obtidos para o controle não cultivado (p<0,05) 
Grupo I, membrana amniótica não cultivada (controle)  
Grupo II, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por dois dias 
Grupo III, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por sete dias 
Grupo IV, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por 15 dias 
 
 



26 
 

 

4.2.2   Matriz extracelular límbica            
 
 

Na Tabela 3, exibem-se as médias e os EP estabelecidos para GA, GAmax e 

GAmin relacionados às intensidades dos brilhos das fibras colágenas da MEC 

límbica (grupos II a V), após coloração com Ponceau SS e visibilização com luz 

monocromática de 546 nm. O grupo III apresentou valores elevados de GA, quando 

comparado ao grupo V (p<0,05). Em contrapartida, o grupo IV apresentou-se com 

valores reduzidos (p<0,05). Os valores de GAmax dos grupos de II a IV diferiram dos 

do controle (p<0,05). Os valores de GAmin foram menores nos grupos II e III 

(p<0,05).  

 

Tabela 3. Parâmetros de análise de imagem relacionados às intensidades dos 
brilhos das birrefringências das fibras colágenas límbicas, após 
coloração com Ponceau SS e visibilização com luz polarizada 
monocromática. Laboratório de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, 
FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2015.  

 
 

 

 
 

 

 Os graus de paralelismo das fibras colágenas límbicas foram de 1,33 no 

grupo controle (V), 1,17 no grupo II, 1,25 no grupo III e de 1,44 no grupo IV.  

 Os contrastes dos brilhos das birrefringências foram de 23,01 no grupo 

controle, 13,39 no grupo II, 19,90 no grupo III e de 30,31 no grupo IV.  

 

 

Parâmetros 
 
Grupos  

  

Controle (V)  II  III  IV 
GA   89,35±0,10    88,61±0,90  95,02±0,18  85,05±0,39 
GAmax   91,50±0,31    90,34±0,54  98,80±0,28  98,80±0,46 
GAmin   68,49±0,13    76,95±0,10  78,90±0,38  68,49±0,13 

GA, valores médios dos níveis de cinza;  GAmax, valores máximos do cinza médio; GAmin, valores mínimos do cinza 
médio 
Valores em vermelho diferiram significativamente dos obtidos para o controle não cultivado (p<0,05) 
Grupo II, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por dois dias 
Grupo III, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por sete dias 
Grupo IV, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por 15 dias 
Grupo V, explante límbico não cultivado (controle) 
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Os gráficos na prancha da Figura 11 (A-D) ilustram a variabilidade e o 

contraste dos valores de “bitmap” que compuseram as imagens birrefringentes da 

MEC límbica, em cada grupo da pesquisa, após atribuição de pseudocores.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Gráficos de topografia de superfície construídos para representar a 
variabilidade dos valores de “bitmap” que compuseram as áreas 
birrefringentes analisadas nos estroma límbicos. Em A, grupo controle. 
Em B, amostra cultivada por dois dias. Em C, amostra cultivada por sete 
dias. Em D, amostra cultivada por 15 dias. Laboratório de Pesquisa do 
Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal, SP, 
Brasil, 2015. 



28 
 

 

Os estromas límbicos de todas as amostras coradas com Ponceau SS 

(grupos II a V), após visibilização com luz policromática, apresentaram cores de 

interferência causadas pela dispersão anômala da birrefringência (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Imagem fotográfica das cores de interferência observadas no estroma 
límbico de amostra do grupo V, após coloração com Ponceau SS e 
visibilização com luz polarizada policromática. Au: ×200. Laboratório de 
Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, Câmpus de 
Jaboticabal, SP, Brasil, 2015. 

 
 

Na Tabela 4, descrevem-se as proporções de fibras verdes, amarelas e 

vermelhas contidas nas imagens birrefringentes. Encontraram-se diferenças entre os 

grupos da pesquisa (p<0,05). 

.  

Tabela 4.  Proporção de fibras verdes, amarelas e vermelhas, em amostras coradas 
com Ponceau SS e visibilizadas com luz polarizada policromática. 
Laboratório de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, 
Câmpus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2015.  

 

Cor 
 
Grupos  

  

Controle (V)  II  III  IV 
Verde 40,54  30,41  31,52  37,95 
Amarelo 39,55  38,34  51,41  34,42 
Vermelho 19,91  31,25  17,07  27,63 

Valores em vermelho diferiram significativamente dos obtidos para o controle não cultivado (p<0,05) 
Grupo II, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por dois dias  
Grupo III, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por sete dias 
Grupo IV, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por 15 dias 
Grupo V, explante límbico não cultivado (controle) 
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4.3   Parâmetros dicroicos, proteoglicanos 
 
 
4.3.1   Matriz extracelular amniótica   
 
 

Na Tabela 5, apresentam-se as médias e os EP estabelecidos para GA, 

GAmax, GAmin e SDtd das MEC amnióticas (grupos I a IV), após coloração com 

azul de toluidina e visibilização com luz polarizada monocromática de 546 nm. Os 

grupos II e III apresentaram-se com valores reduzidos de GA, de GAmax e de 

GAmin, quando comparados ao grupo I (p<0,05). Todas as amostras cultivadas 

(grupos II a IV) exibiram valores de SDtd menores do que os observados no controle 

(p<0,05). 

 

 
Tabela 5. Parâmetros de análise de imagem da matriz extracelular amniótica, após 

coloração com azul de toluidina e visibilização com luz polarizada 
monocromática. Laboratório de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, 
FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2015.  

 

 

 

 

 

Relativamente aos valores absorciométricos, amostras do grupo controle 

absorveram mais luz polarizada, em todos os comprimentos de onda do fóton, 

quando os eixos longos das fibrilas estromais foram posicionados 

perpendicularmente ao azimute do vetor elétrico (p<0,05 para todos, APA x APE). 

No grupo II, os valores de APE foram maiores que os de APA, para os comprimentos 

Parâmetros 
 
Grupos  

  

Controle (I)  II  III  IV 
GA   98,89±1,03    90,14±2,01    91,55±0,98    98,85±0,18 
GAmax 126,37±1,13  114,20±2,25  117,03±1,28  123,84±0,26 
GAmin   75,21±0,88    67,17±1,14    72,64±0,84    78,49±1,94 
SDtd     9,26±0,41      6,47±0,52      6,17±0,21      6,14±0,39 
GA, valores médios dos níveis de cinza; GAmax, valores máximos do cinza médio; GAmin, valores mínimos do cinza médio; 
SDtd, desvio padrão dos valores médios dos níveis de cinza 
Valores em vermelho diferiram significativamente dos obtidos para o controle não cultivado (p<0,05) 
Grupo I, membrana amniótica não cultivada (controle) 
Grupo II, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por dois dias  
Grupo III, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por sete dias 
Grupo IV, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por 15 dias 
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de onda de 480, 520, 580 e de 600 nm (p<0,05). No grupo III, o foram para todos os 

comprimentos de onda empregados, exceto 560 nm (p<0,05). No grupo IV, o foram 

para os comprimentos de onda de 480, 500 e de 560 nm (p<0,05).   

As curvas de absorção espectral revelaram que MEC amnióticas (de todos os 

grupos) apresentam dois picos de absorção máxima da luz polarizada, os quais 

coincidem para APA (Figura 13) e APE (Figura 14). Membranas dos grupos I, III e IV 

apresentaram picos de absorbância máxima em 540 e em 600 nm. No grupo II, o 

primeiro dos picos foi observado em 520 nm e o segundo o foi em 600 nm.  

Os valores de APA e de APE dos grupos de II a IV foram maiores que os do 

grupo controle (p<0,05), em todos os comprimentos de onda do fóton.   

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Curvas de absorção espectral construídas com valores médios de APA 
plotados em função dos diferentes comprimentos de onda do fóton. APA, 
absorção paralela ao azimute do vetor elétrico. Laboratório de Pesquisa 
do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal, SP, 
Brasil, 2015. 

Grupo I 
Grupo II 
Grupo III  
Grupo IV 
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Na Tabela 6, arrolam-se os valores de DL e de ID calculados nos pontos de 

absorbância máxima estabelecidos para as MEC amnióticas em cada grupo, após 

coloração com azul de toluidina e análise das curvas espectrais.  

 

Tabela 6.  Valores de dicroísmo linear e de índice dicroico calculados nos pontos de 
absorbância máxima estabelecidos para os grupos de I a IV. Laboratório 
de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, Câmpus de 
Jaboticabal, SP, Brasil, 2015.  

 

 
 
 

Dicroísmo linear Índice dicroico 

Absorção  
Grupos 
Controle II III  IV  

Grupos 
Controle II III IV 

520 nm ... -0,030 ... ...  ... 0,97 ... ... 
540 nm -0,004 ... -0,019  0,008 0,99 ... 0,98 1 
600 nm -0,005 -0,009 -0,016  0,033 0,99 0,99 0,98 1 

Figura 14. Curvas de absorção espectral construídas com valores médios de APE 
plotados em função de diferentes comprimentos de onda do fóton. APE, 
absorção perpendicular ao azimute do vetor elétrico. Laboratório de 
Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, Câmpus de 
Jaboticabal, SP, Brasil, 2015. 

Grupo II, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por dois dias  
Grupo III, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por sete dias 
Grupo IV, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por 15 dias 

Grupo I 
Grupo II 
Grupo III  
Grupo IV 
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4.3.2   Matriz extracelular límbica        
 
 

Na Tabela 7, encontram-se as médias e os EP calculados para GA, GAmax, 

GAmin e SDtd das MEC límbicas (grupos II a V), após coloração com azul de 

toluidina e visibilização com luz polarizada monocromática de 546 nm. O grupo IV 

apresentou valores elevados de GA, em comparação ao grupo V (p<0,05). Todas as 

amostras cultivadas exibiram valores elevados de GAmax (p<0,05). O grupo II 

mostra valores de GAmin menores que os do controle (p<0,05). Valores de SDtd 

foram menores para o grupo V (p<0,05).  

 

Tabela 7. Parâmetros de análise de imagem da matriz extracelular límbica, após 
coloração com azul de toluidina e visibilização com luz polarizada 
monocromática. Laboratório de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, 
FCAV/UNESP, Câmpus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2014.  

 

 

 

 

 

Os valores de APE do grupo controle foram maiores que os de APA, para os 

comprimentos de onda de 500, 520,540, 560 e de 600 nm (p<0,05, APA x APE). No 

grupo II e III, o foram para os comprimentos de onda de 500, 520 e de 580 nm 

(p<0,05). No grupo IV, o foram para todos os comprimentos de onda, exceto 560 nm 

(p<0,05). Curvas de absorção espectral revelaram que as MEC límbicas (todos os 

grupos) apresentam picos de absorbância máxima em 540 e em 600 nm, os quais 

coincidiram para APA (Figura 15) e APE (Figura 16). Encontraram-se diferenças em 

absorções, medidas em 540 nm, entre os grupos IV e V (p<0,05). 

Parâmetros 
 
Grupos  

  

Controle (V)  II  III  IV 
GA 124,17±1,23  122,60±1,82  126,75±1,18  126,54±1,11 
GAmax 144,79±2,13  150,54±2,36  155,59±1,34  157,65±0,88 
GAmin 119,11±1,27  110,87±1,85  118,55±1,03  118,86±1,02 
SDtd     4,53±0,27      8,59±0,59      7,66±0,44      8,46±0,46 

GA, valores médios dos níveis de cinza; GAmax, valores máximos do cinza médio; GAmin, valores mínimos do cinza médio; 
SDtd, desvio padrão dos valores médios dos níveis de cinza 
Valores em vermelho diferiram significativamente dos obtidos para o controle não cultivado (p<0,05). 
Grupo II, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por dois dias 
Grupo III, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por sete dias 
Grupo IV, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por 15 dias 
Grupo V, explante de limbo não cultivado (controle) 
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Figura 15. Curvas de absorção espectral construídas com valores médios de APA 
plotados em função dos diferentes comprimentos de onda do fóton. 
Laboratório de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, 
Câmpus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2015.  

Figura 16. Curvas de absorção espectral construída com valores médios de APE 
plotados em função dos diferentes comprimentos de onda do fóton. 
Laboratório de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, 
Câmpus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2015. 

Grupo V 
Grupo II 
Grupo III  
Grupo IV 

Grupo V 
Grupo II 
Grupo III  
Grupo IV 
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Na Tabela 8, arrolam-se os valores de DL e de ID calculados nos pontos de 

absorbância máxima estabelecidos para a MEC límbica de cada grupo, após 

coloração com azul de toluidina e análise das curvas espectrais.  

 

Tabela 8. Valores de dicroísmo linear e de índice dicroico calculados nos pontos de 
absorbância máxima estabelecidos para os grupos de II a V. Laboratório 
de Pesquisa do Serviço de Oftalmologia, FCAV/UNESP, Câmpus de 
Jaboticabal, SP, Brasil, 2015.  

 

 

 

 

 
5   DISCUSSÃO 
 
 
 

A evolução da díade risco-benefício que acompanha o uso de tecidos de 

bioengenharia destinados à reconstrução da superfície ocular com deficiência 

límbica depende de novas ideias e abordagens metodológicas diferenciadas para se 

estudar a regulação microambiental das CTs epiteliais límbicas corneais e se 

buscarem ou desenvolverem substratos de retroalimentação adequados à expansão 

“ex vivo” das mesmas. A MA desepitelizada e criopreservada a -80 C, como usada 

nesta pesquisa, representa o substrato de expansão mais empregado na terapia 

límbica (BAYLIS et al., 2011). Por esta razão, foi escolhida como substrato biológico 

a ser estudado como um modelo a ser reproduzido sinteticamente. 

A utilização da MA de uma única doadora está recomendada para estudos 

comparativos controlados, visando à eliminação de vieses associados com fatores 

biológicos inerentes à gestação (HOPKINSON et al., 2006). As condições 

nutricionais da gestante doadora, o tempo de gestação e o sexo do bebê parecem 

modular a síntese de fatores de crescimento, notadamente do fator transformador de 

Dicroísmo linear Índice dicroico 

Absorção  
Grupos 
Controle II III  IV  

Grupos 
Controle II III IV 

540 nm -0,007 0,041  0,019 0,004  0,00 1 1 1 
600 nm -0,022 0,014 -0,020 -0,20  0,97 0,98 0,97 0,97 

V 

Grupo II, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por dois dias  
Grupo III, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por sete dias 
Grupo IV, membrana amniótica contendo células epiteliais límbicas cultivadas por 15 dias 
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crescimento beta (TGF-beta) e do fator de crescimento epidérmico (EGF) 

(HOPKINSON et al., 2006, WOLBANK et al., 2009). Discutia-se, no passado, sobre o 

risco da seleção controlada de MA humana constituir fator limitante para a 

reprodutibilidade e a transferibilidade dos resultados publicados por diferentes 

autores (DUA; MAHARAJAN; HOPKINSON, 2005). Todavia, na atualidade, os 

critérios de seleção da MA, tanto no âmbito das ciências básicas quanto para 

aplicação clínica, tornam-se cada vez mais padronizados e rigorosos. Há também de 

se considerar que os agentes empregados na criopreservação da MA reduzem a 

biodisponibilidade de moléculas solúveis e o quantitativo de células viáveis, 

permitindo a obtenção de substratos quimicamente mais homogêneos, por diferentes 

centros de pesquisa (AKLE et al., 1981). Diante destas afirmações, empregou-se, no 

presente estudo, MA criopreservada de única gestante. 

Connon et al., (2010) estabeleceram que o índice de refração, a transparência 

e a espessura da MA humana variam de acordo com sua localização topográfica na 

placenta. As propriedades físicas da MA representam condições decisivas para seu 

sucesso como enxerto, notadamente para o tratamento de afecções da superfície 

ocular. Seguindo-se a recomendações internacionais (CONNON et al., 2010), 

apenas fragmentos de MA provenientes da zona central da placenta e proximal ao 

cordão umbilical foram utilizados.  

A remoção do epitélio da MA, previamente ao seu emprego como substrato 

para expansão de células epiteliais límbicas corneais, é uma prática rotineiramente 

adotada, em diferentes centros de pesquisa e de tratamento da superfície ocular. 

Koizumi et al. (2007), ao compararem as características de células tronco epiteliais 

límbicas corneais expandidas sobre MAs íntegras ou desepitelizadas, observaram 

que a desepitelização da MA favorece a formação de culturas com progênie mais 

diferenciada, estratificada e rica em estruturas de adesão. A desepitelização pode 

ser conseguida empregando-se uma variedade de agentes químicos, enzimáticos ou 

físicos. Optou-se, no presente estudo, pelo EDTA, uma vez que ele implica na 

remoção de componentes celulares sem comprometer a integridade da MEC e a 

biomecânica da estrutura (GRUETERICH; ESPANA; TSENG, 2002). O emprego de 

agentes quelantes, como o EDTA, forma um anel central em torno de um complexo 

molecular e isola um íon metálico central, geralmente um cátion divalente (Ca2+ ou 

Mg2+), cuja participação na montagem das fibras de colágeno e da fibronectina já foi 
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demonstrada. O EDTA ao se ligar com cátions divalentes das adesões focais 

permite a remoção das células sem danificar o microambiente ao redor 

(FRANCISCO, 2012).  

Relativamente às células empregadas na pesquisa, optou-se por obtê-las de 

rimas corneoesclerais de coelhos, por se tratar de modelo experimental amplamente 

empregado em oftalmologia. Conhecimentos sobre o potencial terapêutico e a 

biologia das CTs foram gerados por estudos em que se utilizaram xenoenxertos 

construídos com MA humana e células epiteliais límbicas corneais de coelhos da 

Nova Zelândia Branco (RENDAL-VÁZQUEZ et al., 2012). Os fragmentos de limbo 

corneoescleral foram removidos do olho direito, nas posições de 10 às 12h e de 4 às 

6h, por se tratarem de regiões ricas em paliçadas de Vogt (DUA; AZUARA-BLANCO, 

2000, MIRI et al., 2012, OVADIA; NIE, 2013). As paliçadas constituem os nichos 

primários das CTs epiteliais e correspondem a elevações fibrovasculares radiais, 

que favorecem aporte sanguíneo próximo à camada basal do epitélio límbico (DUA; 

AZUARA-BLANCO, 2000, MIRI et al., 2012, OVADIA; NIE, 2013).    

Os cultivos celulares, no presente estudo, foram estabelecidos seguindo-se 

um método de cultura em explante, descrito por Sangwan et al. (2006). É importante 

creditar que os princípios do método foram descritos por Carrel, em 1910. Seu 

objetivo é promover a liberação de células e favorecer a migração em direção 

centrípeta, a partir de fragmento tecidual posicionado na superfície do substrato. O 

intento está recomendado para o estabelecimento de culturas de primárias, quando 

se dispõe de pouca quantidade de tecido ou de exemplar biológico de difícil 

obtenção, visando-se a minimizar o risco de lise ou de perdas celulares, por 

desagregação enzimática. No presente estudo, o emprego da técnica de cultura em 

explante era imprescindível, uma vez que a manutenção da MEC límbica era 

desejável.    

Há registros sobre a ocorrência de transição epitélio-mesenquimal em culturas 

de células epiteliais obtidas de explantes límbicos cultivados sobre MA (KAWAKITA 

et al., 2015). Acredita-se que esse evento reflita um processo muito ativo de 

recrutamento celular, estando associado com desenvolvimento tecidual, processos 

reparativos ou, até mesmo, neoplasias (MICALLIZZI; FARABAUGH; FORD, 2010). 

No presente estudo, nenhum indício de transição epitélio-mesenquimal foi 

observado. As células epiteliais límbicas corneais migraram do explante límbico em 
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direção à membrana basal da MA. Migração e crescimento celulares foram 

observados entre o quinto e o sétimo dias de cultivo, corroborando achados de 

estudos prévios (BAYLIS et al., 2011).  

O comportamento das CTs, tanto “in vivo”, no nicho biológico, quanto “ex 

vivo”, na MA, é modulado por fatores extrínsecos relacionados com vias múltiplas de 

sinalização célula-MEC (DANIELS et al., 2001, LI et al., 2007, OVADIA; NIE, 2013). 

Evidências sugerem que rearranjos espaço-temporais na supraorganização dos 

biopolímeros de MEC constituem mecanismos regulatórios das atividades celulares, 

incluindo adesão, migração e crescimento (HAY, 1991, ROY, 2010, TSENG, 2012, 

HAO et al., 2015, HUANG; DAI; ZHANG, 2015, TAN et al., 2015).     

Com ineditismo, neste estudo, avaliaram-se organizações supramoleculares 

da MEC amniótica e da límbica. Estudaram-se procedimentos em cultivo celular e se 

(ou como) eles alteram parâmetros de anisotropia da MEC amniótica e da límbica. 

Fenômenos ópticos resultantes da interação da MEC supraorganizada com a 

radiação eletromagnética constituíram a base física das análises aqui realizadas.  

No presente trabalho, a incidência de ondas eletromagnéticas polarizadas 

sobre a MEC amniótica e a límbica acarretou em mudanças na fase e na amplitude 

dos componentes ortogonais do vetor elétrico, gerando efeitos ópticos e espectrais, 

cujas causas e naturezas têm sido estudadas por diferentes autores (WIED, 1966, 

BENNET, 1967, CASSIM; TOBIAS; TAYLOR, 1968, KIERMAN, 1990; KIM et al., 

2000, LOUIS-DORR et al., 2004, SAVENKOY; SYDUROK, 2005, SILVA et al., 2006, 

ALDROVANI; VIDAL, 2007, VIDAL; MELLO, 2009, JACQUES, 2013). 

 Desde que propriedades anisotrópicas podem, do ponto de vista físico, 

serem consideradas medidas do grau de ordenamento em cristais líquidos 

nemáticos (FRANCISCO, 2012), os fenômenos ópticos aqui detectados permitem 

propor que o nicho biológico (limbo) e o substituto (MA) das células epiteliais 

límbicas corneais correspondem a sistemas líquido-cristalinos fisiologicamente 

ativos, cuja dinâmica foi comprovada por variações ou mudanças nos parâmetros 

birrefringentes e dicroicos dos grupos que compuseram a pesquisa. O conceito de 

cristal líquido já está sendo usado para descrever outras estruturas, como córneas e 

tendões (GIRAUD-GUILLE; BESSEAU; MARTIN, 2003, GULINO et al., 2005). Ele 

fundamenta-se na observação de que os colágenos fibrilares apresentam 

características mesofasogênicas e propriedades piezo-piroelétricas, que geram 
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sinalização celular (ATNENSTAED, 1974, FUKADA, 1974, GIRAUD-GUILLE; 

BESSEAU; MARTIN, 2003, VIDAL; MELO, 2010).  

Na presente pesquisa, parâmetros birrefringentes, relacionados à 

supraorganização de fibras colágenas, foram estudados em microscópio óptico 

munido com luz polarizada (ALDROVANI; VIDAL, 2007, RIBEIRO et al., 2013). As 

fibras colágenas foram complexadas com Ponceau SS, um corante azoico que, ao 

alinhar seus elétrons ressonantes em paralelo com os do colágeno, amplifica o sinal 

da birrefringência (ALDROVANI; GUARALDO; VIDAL, 2007, VIDAL; MELLO, 2009).  

Em oftalmologia, o emprego de luz polarizada tem auxiliado na compreensão 

e no diagnóstico de afecções da córnea (NEWTON; MEEK, 1998, MARTINS, 2005). 

Luz circularmente polarizada, luz elipticamente polarizada ou luz linearmente 

polarizada podem ser empregadas. A polarização circular ou elíptica da luz está 

restrita para estudos em que se pretende quantificar as fibras colágenas 

(WHITTAKER et al., 1994). Para estudos quali-quantitativos, em que se pretende 

estabelecer a morfologia, a orientação espacial e o estado de agregação das fibras, 

recomenda-se empregar luz linearmente polarizada, conforme o protocolo seguido 

nesta pesquisa, uma vez que variações no brilho da birrefringência emergem como 

alterações no ângulo formado entre as fibras e o plano da luz polarizada (SILVA et 

al., 2006, ALDROVANI; GUARALDO; VIDAL, 2007, RIBEIRO et al., 2013). Sabe-se 

que fibras colágenas exibem brilho máximo quando um de seus eixos de propagação 

está posicionado a 45º do plano da luz polarizada (VIDAL; MELO,  2010). Assim, a luz sai 

da fibra em duas frentes de onda, após percorrê-la. Tais frentes apresentam uma 

diferença de fase. Quanto maior a diferença de fase, maior o ordenamento das estruturas 

em torno dos eixos ordinário e extraordinário (SILVA et al., 2006).      

Vidal e Melo (2010), ao estudar tendões do calcâneo de ratos, e Aldrovani e 

Vidal (2007), em pesquisa envolvendo córneas porcinas, estabeleceram que os 

valores de RO, fornecidos pelos compensadores de fase, se correlacionam com os 

valores de “pixels”, fornecidos por “softwares” de análise de imagens. O emprego de 

“software” oferta vantagens, em relação aos compensadores de fase, pois permite 

que os parâmetros de birrefringência sejam avaliados em larga escala (tamanho 

amostral amplo) e fornece descrição detalhada da organização supramolecular 

(ALDROVANI; VIDAL, 2007).  
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Nesta pesquisa, o brilho da birrefringência foi avaliado e quantificado, em 

“software”, como sendo uma função do GA e de suas derivações (GAmax e GAmin). 

O GA é um parâmetro densitométrico que, no caso de imagens birrefringentes, 

representa a soma das frações intrínseca e total que compõem a amostra 

anisotrópica (OJALA; PIETIKAINEN; MAENPAA, 2002).   

Relativamente aos resultados desta pesquisa, deve-se primeiro atentar à 

observação de que fibras colágenas límbicas controles (variando entre 68,49±0,13 e 

91,50±0,31) apresentam menores valores de GA, em relação às fibras colágenas 

amnióticas controles (variando entre 91,50±0,15 e 93,50±0,30). Este achado sugere 

que a MEC amniótica e a límbica, em amostras não cultivadas, diferem quanto à 

cristalinidade e o grau de empacotamento dos colágenos fibrilares (VIDAL et al., 

1975, RIBEIRO, 2013). Segundo Aldrovani (2004), diferenças no passo da hélice, na 

concentração, na composição química e na interação dos colágenos com outros 

componentes de MEC, especialmente poliânions de proteoglicanos, contribuem para 

os valores de GA. A MEC amniótica é composta por colágenos dos tipos I e III 

(WYNN; CORBETT, 1969; DUA; MAHARAJAN; HOPKINSON, 2005), enquanto a 

MEC estromal límbica, à similitude da MEC estromal corneal, possui predomínio de 

fibras heterotípicas, compostas por colágenos dos tipos I e V (AHMADI; JAKOBIEC, 

2002).   

Estudos prévios mostraram que quanto maior os valores de GA ou de RO da 

amostra birrefringente, maior o número vibrações eletrônicas e de ligações cruzadas 

intermoleculares (ALDROVANI; GUARALDO; VIDAL, 2007). No caso das fibras 

colágenas, as ligações cruzadas estabelecem o alinhamento, a estabilidade e o 

estado ordenado de agregação; condições estas que se correlacionam com as 

propriedades biomecânicas do tecido (VIDAL; MELLO, 2009, RIBEIRO et al., 2013). 

A MA humana possui grande resistência biomecânica. Ela é capaz de suportar a 

carga de pressão do líquido amniótico e as contrações de Braxton-Hicks, durante a 

gestação (RIAU et al., 2010).  

Não há informações, na literatura compulsada, sobre os valores de GA 

associados à birrefringência de córneas de coelhos. Entretanto, Aldrovani e Vidal 

(2007) estabeleceram parâmetros de GA relacionados à intensidade do brilho das 

birrefringências de fibras colágenas da córnea axial de porcos. Os valores obtidos 
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por esses autores foram maiores do que os observados no presente estudo, tanto 

para limbo quanto para MA.  

Um estudo prévio, baseado nos efeitos polarizantes da luz, revelou que fibras 

colágenas do estroma límbico de seres humanos, em regiões adjacentes à 

membrana basal, apresentam-se mais densas e empacotadas, quando comparadas 

às fibras colágenas da córnea axial (BUENO; VARGAS-MARTIN, 2002). Admite-se 

que as forças tensionais atuantes sobre a córnea sejam maiores na região do limbo 

(GASSET; DOHLMAN, 1968).   

Tseng et.al.  (2002) demonstrou que células epiteliais migram de regiões de 

maior para menor tensão, na tentativa de reduzir o estresse anisotrópico ao seu 

redor. É possível que diferenças em supraorganização, entre colágenos límbicos e 

corneais, representem estratégia mecânica favorável à migração centrípeta de 

células progenitoras epiteliais. Sendo assim, também é possível que a 

supraorganização das fibras colágenas, juntamente com outros fatores, estimulem 

células epiteliais remanescentes de córneas lesionadas a migrarem em direção aos 

enxertos que lhe são transplantados, inclusive os de MA. Tais hipóteses necessitam 

de investigação “in vivo”, porém, têm o amparo científico dos resultados de estudos 

“ex vivo”, envolvendo cultivo celular, realizados nesta pesquisa.      

Os procedimentos em cultivo celular, adotados nesta pesquisa, reduziram os 

valores de GA associados à birrefringência das fibras colágenas amnióticas, em 

todos os grupos da pesquisa. O mesmo foi observado para as fibras límbicas, em 

todos os grupos cultivados, exceto no III. Chama a atenção o fato dos valores de GA 

das fibras colágenas amnióticas, em amostras cultivadas por sete dias, período este 

de migração e proliferação celular, terem sido inferiores (variando entre 73,94±0,36 e 

93,20±0,61, média de 90,34±0,45) aos obtidos para fibras colágenas límbicas 

(variando entre 78,90±0,38 e 98,80±0,28, média de 95,02±0,18). Um estudo prévio 

mostrou que células epiteliais límbicas corneais captam atributos topográficos e 

mecânicos emitidos por substratos nanofibrosos (SHARMA; SHARMA; SHUKLA, 

2011), cujas confecções seguem princípios reversíveis de automontagem molecular, 

característicos de colágenos supraorganizados (LEHN, 2002). Em geral, as células, 

em cultura, migram de superfícies mais rígidas para superfícies moles ou macias 

(KIM et al., 2012).     
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O grau de paralelismo e o contraste dos brilhos das birrefringências 

constituem importantes parâmetros associados à supraorganização dos colágenos, 

às vias de sinalização célula-MEC e às propriedades biomecânicas do tecido. Eles 

decorrem de alterações na ondulação e nos planos e orientações espaciais das 

fibras (KIM et al., 2012). Na presente pesquisa, as fibras colágenas amnióticas do 

grupo controle apresentam brilho homogêneo (contraste de 2,0). Em contrapartida, 

as fibras colágenas límbicas apresentaram brilho heterogêneo (contraste de 23,01). 

Esses achados indicam que a MA possui fibras, preferencialmente, orientadas em 

sentido espacial único, ou seja, ao longo de seu eixo estrutural, à similitude do que 

foi reportado para tendões, por Vidal e Melo (2010). Já as fibras colágenas límbicas, 

corroborando com dados de estudos prévios, apresentaram mais de uma direção 

preferencial dentro do estroma, além de arranjo lamelar (MEEK; FULLWOOD, 2001). 

Estima-se que, seres humanos, possuem 300 lamelas de colágeno na região central 

da córnea e 500 na zona límbica (JARONSKI; KASPRAZAK, 2003). Em cada lamela, 

as fibras de colágeno se orientam paralelamente umas às outras, porém, formam 

diferentes ângulos com as fibras localizadas em lamelas adjacentes (MEEK; 

FULLWOOD, 2001). Em seres humanos, camundongos, porcos e coelhos, 60% das 

lamelas de colágeno estão orientadas em sentidos súpero-inferior e têmporo-nasal, 

as demais (40%) se orientam em sentido oblíquo (DAXER; FRATZEL, 1997, 

NEWTON; MEEK, 1998, BOOTE et al., 2004).    

Fibras colágenas não são planares. Correspondem à supraorganizações 

helicais, que periodicamente mudam de plano e de direção espacial, segundo os 

requerimentos fisiológicos ou biomecânicos que recebem (VIDAL; MELO, 2010). Na 

presente pesquisa, os procedimentos em cultivo celular suscitaram mudanças na 

direção e no plano espacial das fibras colágenas amnióticas. Essas mudanças foram 

suficientes para elevar os valores de contraste de brilho para patamares próximos 

aos obtidos para fibras límbicas, especialmente nos grupos II e III. O remodelamento 

do colágeno, em termos de orientação espacial, é modulado por forças emitidas 

pelas células (TSENG et al., 2012). Admite-se que, neste trabalho, a presença de 

fibroblastos no estroma dos explantes límbicos pode ter contribuído para o 

remodelamento de fibras, como proposto por Vidal (1994). Foi observado, em outros 

testudos, que eles também podem alterar a biomecânica estrutural e acarretar 

mudanças na topologia e na topografia dos colágenos fibrilares, podendo ainda inibir 
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ou estimular a montagem de macromoléculas do sítio de adesão focal e a síntese de 

fatores de crescimento (KIM et al., 2012, TSENG et al, 2012).    

Outro aspecto crucial e intimamente relacionado à regulação de células “ex 

vivo” seria a espessura das fibrilas da matriz de expansão. A espessura das fibrilas, 

aparentemente, está associada com a geração e a transmissão de forças que 

facilitam o reposicionamento das junções celulares (WANG; THAMPATTY, 2008). 

Nesta pesquisa, a espessura das fibrilas de colágeno foi estabelecida com base nas 

cores de interferência causadas pela dispersão anômala da birrefringência, em 

amostras iluminadas com luz polarizada policromática, segundo proposto por 

Whittaker; Boughner; Kloner (1989). Admitiu-se que fibras espessas brilharam em 

amarelo e vermelho, e fibras finas (entre 20 e 40 nm) brilharam em verde (LATOUF  

et al., 2014). 

 Associações entre cores de interferência e tipos de colágenos não foram 

estabelecidas neste estudo, apesar de as fibras de colágeno tipo III, presentes em 

grande quantidade na MEC amniótica, serem mais finas que as de colágeno tipo I 

(RICH; WHITTAKER, 2005). A leitura dos resultados considerou que fibras 

colágenas tipo I, quando imaturas ou cortadas obliquamente, também brilham em 

verde (LATTOUF et al., 2014). Alterações nas proporções de fibras finas e espessas, 

como observadas neste estudo, devem ser atribuídas ao grau de maturidade das 

fibras colágenas e ao “turnover” da MEC (RICH; WHITTAKER, 2005). O 

aparecimento de fibras vermelhas, na MEC amniótica, em amostras cultivadas, é 

sugestivo de aumento na taxa de degradação do colágeno e de afrouxamento de 

fibras (LATTOUF et al., 2014), o que estaria de acordo com a supraorganização 

revelada pelos valores de GA, o grau de paralelismo e o contraste do brilho da 

birrefringência.    

Os colágenos fibrilares interagem ordenadamente com outros biopolímeros de 

MEC, incluindo os proteoglicanos, os quais interferem em suas propriedades físico-

químicas (SCOTT et al., 1981, YOON; HALPER, 2005). A biodisponibilidade e a 

distribuição dos proteoglicanos variam em função dos estímulos que a MEC recebe; 

o que resulta em alterações na maturação das fibras colágenas (SCOTT et al., 1981, 

YOON; HALPER, 2005). Segundo Matavelli  et al. (2009), mudanças no perfil de 

proteoglicanos, em tecidos saudáveis, sem inflamação, correlacionam-se com 

remodelamento tecidual e proliferação celular. Sob condições “ex vivo”, mudanças 
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em proteoglicanos modulam a organização dos filamentos de actina e a adesão 

celular (RUOSLATI, 1988). Os mecanismos extracelulares de transdução de sinais 

(mecanotransdução) são mediados por alterações na biodisponibilidade ou no 

arranjo dos proteoglicanos, os quais podem, ainda, interagir com diferentes fatores 

de crescimento (ALMEIDA e al., 2010). 

Observaram-se, nesta pesquisa, que procedimentos em cultivo celular 

suscitaram mudanças na biodisponibilidade (parâmetros densitométricos associados 

ao GA) dos poliânions de proteoglicanos das MECs amnióticas e límbicas. Houve 

redução dos valores de SDtd da MEC amniótica e aumento dos valores de SDtd da 

MEC límbica, em comparação aos controles. Galanternik; Kramer; Piotrowskic 

(2015) observaram o aumento da biodisponibilidade de proteoglicanos ricos em 

leucina, os quais são encontrados na MEC límbica, estimulam a migração celular.    

Os proteoglicanos, através de seus glicosaminoglicanos, formam uma ponte 

entre fibrilas de colágeno adjacentes, facilitando o deslizamento das mesmas, 

quando uma força é aplicada (PAOLI, 2007). Ademais, constituem mecanismos de 

controle do diâmetro das fibras colágenas (MICHELLACI et al., 2003). Vários autores 

notaram que proteoglicanos contribuem para a supraorganização das fibras 

colágenas. Eles representam aproxidamente 13% da birrefringência de forma, em 

tendões (ALDROVANI, 2004). Estudos envolvendo fenômenos ópticos espectrais, 

caracterizados por absorção seletiva de luz e DL, têm sido conduzidos na tentativa de se 

estabelecerem modelos de interação entre proteoglicanos e colágenos (VIDAL; 1963, 

MATHEWS, 1965, JACKSON; BENTLEY, 1968, SCOTT, 1995, MÜLLER et al., 2004).   

O DL pode ser definido como uma anisotropia de absorção. Ele se manifesta em 

macromoléculas que absorvem a luz polarizada diferentemente, na dependência da 

direção do grupo cromofórico em relação ao do azimute do vetor elétrico (LOUIS-DORR 

et al., 2004, ALDROVANI; VIDAL, 2007). Os proteoglicanos, à similitude de outras 

macromoléculas biológicas, não apresentam DL no espectro visível da luz. Nesta 

pesquisa, o corante azul de toluidina foi empregado, para se promover o fenômeno 

extrinsecamente (ALDROVANI; VIDAL, 2007, de ARO; VIDAL; PIMENTEL, 2012). A 

ligação do azul de toluidina aos poliânions de proteoglicanos é do tipo eletrostática e 

se caracteriza por reações de metacromasia (de ARO; VIDAL; PIMENTEL, 2012).   

A metacromasia responde pelos picos de absorbância detectados em curvas 

espectrais (VIDAL, 1963), como as que foram construídas nesta pesquisa. Trata-se 
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de efeito espectral caracterizado pelo abaixamento do pico original de absorção da 

luz (i.e., hipocromismo), até muitas vezes o seu desaparecimento, simultaneamente 

ao deslocamento dos valores maiores de absorbância para comprimentos de onda 

menores (i.e., hipsocromismo) (ALDROVANI, 2004). Sua manifestação se deve à 

formação de dímeros, trímeros e tetrâmeros, orquestrada pelo empilhamento 

ordenado de moléculas de azul de toluidina frente a um biopolímero ácido (LISON, 

1960, VIDAL, 1963).  

Neste estudo, tanto as MEC amnióticas quanto as límbicas, cultivadas ou não, 

apresentaram dois picos de absorção da luz polarizada. Este achado indica que 

poliânions com diferentes graus de agregação encontravam-se biodisponíveis nos 

tecidos, o que corrobora com estudos prévios envolvendo córneas de camundongos 

(ALDROVANI; GUARALDO; VIDAL, 2007) e tendões flexores digitais superficiais de 

frangos (PAOLI, 2007). Em comum, todas as estruturas supramencionadas sofrem a 

ação, concomitante, de forças compressivas e tensionais.  

Quando o azul de toluidina se liga aos poliânions de proteoglicanos, ele 

orienta seus eixos ressonantes perpendicularmente ao maior eixo da molécula de 

colágeno (LISON, 1960, MELLO; VIDAL, 1973, SILBERMAN; FROMER, 1973). Com 

base nessa observação, foi proposto que os glicosaminoglicanos de proteoglicanos 

encontram-se estatisticamente alinhadas em paralelo ao eixo longitudinal das fibrilas 

de colágeno (VIDAL, 1963). Estudos prévios mostraram que essa orientação 

preferencial gera um DL negativo, nos picos das curvas espectrais, uma vez que a 

absorção paralela de luz polarizada é menor do que a perpendicular (VIDAL, 1984).  

Na presente pesquisa, detectaram-se valores negativos de DL nos picos 

máximos de absorção das curvas construídas para a MEC amniótica e a límbica, em 

amostras não cultivadas. Após o cultivo celular detectaram-se alterações no sinal 

dicroico. A MEC amniótica, em culturas de 15 dias, apresentou alterações na 

ordenação dos glicosaminoglicanos, cuja reorientação espacial se aproximou do 

modelo de isotropia proposto por Henninger et al. (2009). Na MEC límbica, a 

reorientação espacial e isotrópica de glicosaminoglicanos foi parcial, uma vez que 

valores positivos de DL foram detectados em apenas um dos pontos máximos de 

absorção da curva espectral. Estudos prévios sugerem que a reorientação espacial e 

isotrópica de glicosaminoglicanos aumenta a resiliência e a permeabilidade dos 
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tecidos (LIAO, VESELEY, 2007, HENNINGER et al., 2009). Aparentemente, este 

estudo é o primeiro a detectar o fenômeno em sistemas de cultivos celulares. 

 

 

6 CONCLUSÕES      
 
 

 A incidência de ondas eletromagnéticas polarizadas sobre a MEC amniótica e 

a límbica acarretou em mudanças na fase e na amplitude dos componentes 

ortogonais do vetor elétrico. MEC amniótica e límbica devem, portanto, ser tratadas 

como sistemas líquido-cristalinos, compostos de biopolímeros supraorganizados e 

fisiologicamente ativos.   

As supraorganizações de MEC, ou seja, colágenos fibrilares e proteoglicanos, 

se alteraram em função de estímulos interpostos pelos procedimentos em cultivo 

celular, o que suscitou em mudanças nos parâmetros birrefringentes e dicroicos 

estudados. Supraorganizações de colágenos sofreram alterações quanto ao grau de 

empacotamento molecular e à orientação preferencial de fibras dentro dos estromas 

amniótico e límbico. Supraorganizações de proteoglicanos sofreram alterações 

quanto à biodisponibilidade e ao alinhamento das cadeias de glicosaminoglicanos. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Nome: "membrana amniótica na reconstrução  da superfície ocular”  
Local: Departamento de Oftalmologia / UNIFESP-EPM      
 Rua Botucatu, 821 - São Paulo-SP, 04023-062        

Fone: (0xx11) 5085-2010   
 

A membrana amniótica é a camada interna da placenta, a bolsa que envolve 
o feto dentro do útero materno. Após o parto tipo cesárea, a placenta é removida e 
submetida a limpeza com soro fisiológico. Em seguida, a membrana amniótica é 
separada do resto da placenta e submetida a lavagens com soluções antibióticas. 
Após isso é cortada em pequenos fragmentos que são colocados em meio de 
preservação e congelados em temperatura muito baixa para posterior utilização. 
Exames do sangue da placenta são feitos para a pesquisa de doenças como sífilis, 
hepatite e AIDS. A membrana só será utilizada se estiver sem infecção, com os 
resultados dos exames negativos.   

A membrana amniótica já vem sendo utilizada com sucesso no tratamento de 
doenças em várias áreas da medicina, como nas queimaduras, úlceras da pele, 
cirurgias de cabeça abdômen, pelve e olho, entre outras.   

No olho, o transplante de membrana amniótica vem sendo utilizado na 
reconstrução da superfície ocular nos casos de doenças cicatriciais, tais como 
queimaduras, penfigóide e síndrome de Stevens Johnson, entre outras; no 
tratamento de afinamento e perfuração da córnea e esclera; no tratamento de 
pterígio e tumores conjuntivais; associação a enxertos de conjuntiva e limbo. 

Essas informações estão sendo fornecidas para a sua participação voluntária 
nesse estudo, que tem como objetivo A DOAÇÃO DA PLACENTA, visando somente 
a utilização da membrana amniótica para a reconstrução da superfície ocular.   

 
 

Procedimentos realizados  
As pacientes incluídas nesse estudo serão doadoras de placenta, durante a 

cirurgia de parto cesárea que a voluntária estiver sendo submetida. O médico 
obstetra cirurgião, após o nascimento do bebê, irá colocar a placenta em uma bacia 
estéril, que será levada para o laboratório pelo responsável.  

No laboratório, o responsável irá separar a membrana amniótica do córion, irá 
proceder várias lavagens com soro fisiológico a fim de retirar todos os resíduos de 
sangue. Posteriormente irá lavar com solução PBS contendo antibióticos e 
antifúngicos, e cortar em pequenos fragmentos para preservação em meio próprio. 
Os fragmentos de membrana amniótica serão armazenados em freezer -80ºC até o 
momento do uso.   

 
Cirurgia    

A cirurgia será realizada no Amparo Maternal, sob responsabilidade do pessoal 
do hospital.   
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Possíveis Benefícios do Estudo   
Participar deste estudo que poderá ajudar muitos pacientes que possuem 

falência límbica ou outras doenças que prejudicam a sua visão.   
 
Possíveis Riscos do Estudo   

Não há riscos associados a essa doação, além dos que as pacientes já estão 
sendo submetidas no procedimento eletivo (cirurgia de parto cesárea).   
 
Garantia de Acesso   

Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais 
responsáveis pela pesquisa, para esclarecimento de eventuais dúvidas. O médico 
responsável é o Dr. José Álvaro Pereira Gomes que poderá ser encontrado na Rua 
Botucatu, 821, fone: 11-5085-2010.    

Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre 
em contato com a Comissão de Ética em Pesquisa (CEP) - Rua Botucatu, 572 - 1º 
andar conj 14: tel 55 (11) 5571-1062 / 55 (11) 5539-7162  

 É garantida a liberdade da retirada de consentimento, a qualquer momento, 
sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na instituição.   
 
Direito de Confidencialidade  

As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outras pacientes, 
não sendo divulgada a identificação de nenhuma paciente.   

 Os pesquisadores têm o compromisso de utilizar os dados e o material 
coletado somente para pesquisa.   

 
Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informações que li 

ou que foram lidas para mim. 
 
Eu discuti com meu médico sobre a minha decisão de participar desse 

estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos, os procedimentos a serem 
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de 
esclarecimentos permanentes. Concordo voluntariamente em participar deste estudo 
e poderei retirar o meu consentimento, sem penalidades ou prejuízo ou perda de 
qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento nesse 
serviço.    

 
 

_____________________________________                    Data:    /     / 
Assinatura do paciente/representante legal    
 
_____________________________________                    Data:    /     / 
Assinatura do médico responsável    
 
_____________________________________                    Data :    /    / 
Assinatura da testemunha 
  


