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Estabelecimento de protocolo de glicerolizacao de membranas
amnioticas para uso como curativo biologico

Establishment of amniotic membranes glycerolization protocol for use as biological dressing
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RESUMO

ABSTRACT

Introducao: Pesquisadores tém procurado explorar varias alternativas
terapéuticas, bioldgicas ou sintéticas, capazes de assegurar condi¢bes
ideais ao leito da ferida, que favorecam o processo de cicatrizacdo. Uma
opcdo menos onerosa é o uso de membranas amnidticas. Os curativos
constituidos de amnion formam uma barreira protetora contra as bacté-
rias ambientais, aceleram a reepitelizagdo das lesdes e diminuem a dor
local. Objetivo: O objetivo deste trabalho foi estabelecer protocolo de
processamento de membranas amnidticas em altas concentracdes de
glicerol. Método: Foram obtidas 3 amostras de membranas amnidticas,
que preenchiam os critérios de inclusédo e que as gestantes concordaram
em ceder o material para pesquisa. Resultados: Os exames de cultura
do material no momento da captacdo mostravam auséncia de crescimento
bacteriano ou de fungos. As sorologias das pacientes eram todas negativas.
Conclusao: Nesse trabalho, buscamos estabelecer um protocolo de
conservacdo de membranas amnidticas baseado na glicerolizagdo, pois
se trata de um método de baixo custo, relativamente simples e de facil
estocagem do material. Apresenta como desvantagem a sua alta toxicidade
celular, resultando em destruicdo das células do tecido, porém preserva a
integridade estrutural tecidual, conforme demonstrado em nossos resul-
tados macroscdpicos e microscdpicos.

DESCRITORES: Queimaduras. Curativos bioldgicos. Projetos de pesquisa.

Background: Researchers have attempted to explore various alternative
therapies, biological or synthetic, capable of providing ideal conditions to
the wound bed to promote the healing process. An option less costly is
the use of amniotic membranes. Dressings consist of amnion forms a pro-
tective barrier against environmental bacteria, accelerate reepithelialization
of lesions and reduce local pain. Objective: The aim of this study was to
establish protocol processing of membranes in high concentrations of glyce-
rol. Methods: Three samples were obtained from amniotic membranes
who met the inclusion criteria and that the pregnant agreed to donate the
material for research. Results: The examinations of material culture at
the time of capture showed no bacterial or fungal growth. The serology of
the patients was all negative. Conclusion: In this paper, we established a
protocol for the conservation of membranes based on glycerol because it
is a low-cost, relatively simple and easy storage of the material. Presents
the disadvantage of its high cell toxicity, resulting in destruction of tissue
cells, but preserves the structural integrity of tissue as shown in our results
the microscopic and macroscopic.
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objetivo primario do tratamento do grande queimado é

eliminar o tecido desvitalizado e cobrir prontamente a fe-

rida, buscando evitar complicacdes sépticas, metabdlicas
e funcionais que uma lesdo colonizada e aberta pode acarretar'.
Em éreas de queimaduras de 2° grau superficial ou profundo,
procuramos ainda proporcionar condi¢des locais ideais para a
ocorréncia eficiente dos fendmenos da cicatrizagdo e de reepite-
lizagdo espontanea no menor prazo de tempo. Evitando, assim,
contaminagdes bacterianas excessivas ou depdsitos exagerados de
matriz extracelular, que podem resultar em sequelas funcionais e
estéticas tardias?,

Na medida em que se consolidam os conceitos de microam-
biente da ferida e da sua interacdo com os materiais de curativo, os
pesquisadores tém procurado explorar vdrias alternativas terapéu-
ticas bioldgicas ou sintéticas, capazes de assegurar condicoes ideais
ao leito da ferida, que favoregcam aos processos de cicatrizagdo e
reepitelizacdo. No entanto, apesar da grande variedade de materiais
disponiveis no mercado, a maior parte deles ndo esta disponivel
em nosso pafs, exigindo sua importacao com elevado custo para o
sistema de satde pUblica®.

Uma opcdo menos onerosa € o uso de membranas amnidticas.
Os curativos constituidos de amnion formam uma barreira prote-
tora contra as bactérias ambientais, aceleram a reepitelizacdo das
lesdes e diminuem a dor local por proteger as terminacdes nervosas
e reduzir a inflamagdo local®. O uso de membranas amnidticas
frescas ou processadas para curativo bioldgico tem sido consagrado
na literatura internacional pelos inimeros trabalhos publicados nas
Ultimas décadas.

Rejzek et al.” utilizaram a membrana em 50 pacientes, em sua
maioria com queimaduras de segundo grau, sendo que os curati-
vos eram removidos em quinze dias, ndo necessitando de outros
cuidados; neste estudo, os autores relataram menor formacao de
cicatrizes em relagdo ao tratamento com curativos convencionais.
Ravishanker et al.® observaram restauracido em feridas superficiais
em todos os 61 casos estudados, ocorridos entre 7 a 10 dias.

O desenvolvimento de técnicas para o processamento de
membranas amnidticas em territorio nacional poderia consolidar
mais uma opcao de tratamento ao paciente queimado. Entre os
possiveis métodos de preservacao de material biolégico, o uso do
glicerol em altas concentragdes (> 85%) pode ser considerado
como bastante atrativo aos bancos de tecido, pois apresenta custo
reduzido, torna os materiais biologicos menos antigénicos ao tornar
as células ndo viaveis, apresenta efeito antibacteriano e antiviral e
permite a conservacio dos tecidos por até 5 anos a -4°C.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer protocolo de pro-
cessamento de membranas amnidticas em altas concentragbes
de glicerol (>85%) no Banco de Tecidos do Instituto Central do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo (BT-ICHCFMUSP), com o uso de esterilizacdo terminal

(irradiacdo) quando necessério, assegurando sua qualidade para
uso clinico.

METODO

O projeto teve aprovacao pela Comissao de Ftica em Pesquisa
do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo.

Origem das membranas

As membranas foram provenientes de doa¢des voluntarias de
trés gestantes jovens (20-35 anos) com gestacdes sem intercorrén-
cias, pds partos cesarea com produtos normais, sem antecedentes
médico-sociais que precluam esta doagdo e confirmadas como
sorologicamente negativas, apds duas baterias de exames, para
contato com HIV, hepatite B e C, HTLV e doenca de Chagas.

Método de preparo das membranas

Apds coleta estéril e separacdo do corion, as membranas amni-
dticas foram transportadas ao Banco de Tecido (BT-ICHCFMUSP).
A partir deste momento, todo o manuseio ocorreu dentro da
protecdo do fluxo laminar. Apds sua higiene e coleta de amostras
para provas microbiolégicas, foram colocadas em solucao salina
com antibidticos (penicilina cristalina - 1.000.000 U/L e sulfato
de estreptomicina - Ig/L) entre 6 a 12 horas a 4°C. Em seguida,
apds a remogdo de residuos remanescentes, as membranas foram
expostas a uma solugdo de glicerol >85% com antibidticos e sob
movimentagdo a 37°C durante duas horas. Transcorrido este inter-
valo de tempo, as membranas foram colocadas em solucio fresca
de glicerol >85%, abertas, apostas a papel de filtro e recortadas no
formato desejado. Apds amostragem do material para analise mi-
crobioldgica (bactérias aerdbicas / anaerdbicas Gram +, Gram — e
fungos), as membranas foram embaladas em material validado para
esta finalidade e conservadas em 4°C. Metade de cada uma destas
membranas foi enviada ao IPEN (Instituto de Pesquisa Energéticas
e Nucleares) e submetida a esterilizacdo terminal por irradiacdo a
25 kGy por 2 diferentes metodologias: aceleragdo de elétrons e
radiacido gama do cobalto 60. Depois disto, as membranas foram
re-hidratadas em soro fisiolégico por 30 minutos, para observar se
retomavam suas caracteristicas biomecanicas iniciais.

Analise macroscopica e histolégica das membranas

As membranas amnidticas foram divididas em 3 grupos:

¢ gliceroladas e ndo irradiadas;

* gliceroladas e irradiadas a 25 kGy em acelerador de elétrons;
¢ gliceroladas e irradiadas a 25 kGy em cobalto 60.

Amostras de membranas dos 3 grupos foram re-hidratadas e
avaliadas macroscopicamente quanto a suas caracteristicas fisicas
apés os diferentes tipos de processamento a que foram submetidas.
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Foram também enviadas amostras para inclusio em parafina,
cortes e coloragdo com hematoxilina-eosina (HE) para andlise em
microscopia Optica.

RESULTADOS

Obtengdo das membranas

Foram obtidas 3 amostras de membranas amnidticas, que pre-
enchiam os critérios de inclusdo e que a gestantes concordaram em
ceder o material para pesquisa. Os exames de cultura do material
no momento da captacdo demonstravam auséncia de crescimento
bacteriano ou de fungos. As sorologias das pacientes eram todas
negativas.

Processamento das membranas amniéticas (glicerolizagao)

As trés membranas amnidticas foram submetidas com sucesso
ao processo de glicerolizagdo, sendo estocadas a 4°C até que todos
os resultados de cultura e sorologia se confirmassem negativos.
Depois disto, foram divididas em 3 grupos, sendo que 2 deles
foram enviados ao IPEN para irradiacdo em acelerador e o outro
em cobalto 60.

Analise macroscopica e histologica das membranas

Em todos os trés grupos, quando ainda conservadas em glicerol,
as membranas amnidticas possufam aspecto inelastico e brilhante
(Figura 1). Uma vez removido o glicerol pela exposicao em solugao
salina por 30 minutos, ocorreu o retorno da opacidade e da maior
elasticidade do tecido (Figura 2) nos trés grupos.

Apesar do retorno da opacidade e da elasticidade nos trés
grupos, isto ndo ocorreu igualmente entre eles. Verificamos que as
membranas ndo irradiadas preservam muito mais as caracteristicas
mecanicas do tecido, sendo mais resistentes a tracdo, mais faceis de

serem manipuladas e esticadas e com coloragdo mais semelhante
ao tecido fresco. Enquanto isso, as amostras irradiadas tanto por
acelerador como cobalto 60 geram membranas com alteracoes sig-
nificativas de sua resisténcia mecanica, pois acabam por romper com
mais facilidade. Além disso, apresentam coloragao mais acastanhada e
sao extremamente dificeis de serem manipuladas e esticadas.

Pode-se ainda perceber que um dos lados da membrana é mais
brilhante que o outro. O lado de maior brilho é aguele em que se
encontra o epitélio do tecido, isto deve ser informado ao usuario no
momento do transplante para que o tecido seja posicionado corre-
tamente sobre a ferida, ou seja, com o epitélio voltado para cima.

Analise histologica

Naandlise histoldgica, podemos perceber que amembrana sem
irradiagdo apresenta células epiteliais mais intactas com estrutura
preservada e as ldminas conjuntivas sem vacuolizagdo e com pouca
delaminagéo (Figura 3A). Em contrapartida, as membranas irradia-
das apresentam células epiteliais mais deterioradas, com pequenas
extensdes de membrana se soltando em dreas apicais e tecido
conjuntivo com delaminacdes mais perceptiveis (Figuras 3B e C).

DISCUSSAO

A membrana amnidtica é histologicamente muito similar a pele,
uma vez que € originada do ectoderma embriondrio, sendo um
andlogo a pele do embrido’. Assim, apresenta muitas das caracte-
risticas da pele humana, podendo funcionar como barreira contra a
invasdo bacteriana, reduzira perda de fluidos corpéreos e proteinas,
aportar fatores de crescimento e moduladores da cicatrizagdo;
enfim restabelecer as condi¢des ideais para que os processos de
cicatrizacdo progridam satisfatoriamente®,

Alinvasdo bacteriana é um obstaculo importante para o processo
de restauragdo, ao aumentar o processo inflamatério local'®. Os

Figura | - Amnion glicerolado.

Figura 2 - Arnion apos re-hidratacdo.
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Figura 3 - A: sem irradiacdo; B: acelerador; C: cobalto 60.

curativos de membrana amnidtica formam uma barreira protetora
contra as bactérias ambientais. O efeito antimicrobiano parece
ocorrer devido ao contato intimo da membrana com a ferida,
promovendo uma inibicio bacteriana por contato''; ou ainda,
a restauragdo da microcirculacdo local permitiria um “turn-over”
acentuado de fagdcitos e de fatores bacteriostaticos séricos®.

Um efeito importante e frequentemente relatado com o uso de
membranas amnidticas é sua capacidade em acelerar a reepiteliza-
¢ao das feridas'2. As células do &mnio produzem e liberam diversos
fatores de crescimento: fator de crescimento epidérmico, fator de
crescimento transformador, fator de crescimento semelhante a
insulina, fator de crescimento do hepatdcito, fator de crescimento
neural e fator de crescimento vascular endotelial. Todos estes
fatores foram apontados como a causa da influéncia positiva da
membrana amnidtica sobre a proliferagdo epitelial’, mesmo que
as células do @mnion sejam destruidas em varios protocolos de
conservacao®,

Ao proteger as terminagdes nervosas, prevenir a invasao bacte-
riana, diminuir a inflamacio local, manter a hidratacdo local ideal e,
principalmente, reduzir o nimero de trocas do curativo, o dmnio
é capaz de promover uma ferida menos dolorosa'*. Sendo que
a incidéncia de queimaduras na infancia ¢ alta, este pode ser um
argumento importante para sua eleicio como curativos em criangas.
Ravishanker et al.? relataram que as criangas se acalmavam logo
apds a aplicacdo da membrana e os adultos afirmavam que o alivio
era muito significante comparado com os curativos convencionais
onde 80% de seus pacientes queixavam-se de dor e desconforto.

Apesar destas vantagens, sua principal desvantagem resi-
de no fato de ser um material bioldgico, de origem humana.
Consequentemente, pode ser um veiculo potencial de doencas
infecto-contagiosas. Para reduzir ao grau minimo o risco de trans-
missdo de doengas infecto-contagiosas através das membranas,
¢é rotineiramente realizada a triagem das doadoras seguindo-se
protocolos internacionalmente reconhecidos. Estes protocolos
incluem a investigacao de fatores de risco, determinados por meio
do histérico médico-social e da realizagdo de testes soroldgicos que
afastem o risco de HIV, hepatites B e C, HTLV, sffilis e, em nosso

meio, doenca de Chagas. Os exames soroldgicos para a deteccao
de HIV e hepatite B e C séo repetidos novamente transcorridos
seis meses da doagao, com o intuito de eliminar janelas de risco
biolégico. Ainda, sdo aceitas membranas fetais apenas de partos
cesarea, de parturientes sem histérico de doengas ginecoldgicas
(ex: endometrite ou doenga inflamatéria pélvica, endometriose,
etc), alteragdes patoldgicas na gestacdo (ex: ruptura prematura da
bolsa, toxemia, sinais de sofrimento fetal, mecdnio, etc) ou suspeita
e sinais de mal-formacdo congénita do concepto. As membranas
séo testadas ainda quanto a possiveis contaminacdes bacterianas
e fungicas, sendo que faz parte dos protocolos de conservagao a
adicdo de medidas bactericidas e bacteriostaticas, tais como banhos
em agentes anti-sépticos.

Sabe-se que alguns tipos de processamento dos tecidos podem
gerar exposicao a agentes virucidas e bactericidas, reduzindo o risco
de transmissdo de agentes infecciosos. Em seu estudo, van Baare
et al.”® observaram que a conservacao de pele em glicerol 70 ou
85% é capaz de inativar o HIV-1 intra e extracelular.

A glicerolizagdo foi descrita pela primeira vez por Basile, em
1982, para preservacio de pele de porco. O glicerol desidrata a
pele, removendo o fluido intracelular. Porém, ele ndo altera a con-
centragdo de fons das células, desta forma mantendo a integridade
estrutural do tecido e servindo como um método de preservacao.
Apbs re-hidratacdo em soro fisiolégico, o tecido recupera sua
pliabilidade’.

Nesse trabalho, buscamos estabelecer um protocolo de con-
servagdo de membranas amnidticas baseado na glicerolizacao,
pois se trata de um método de baixo custo, relativamente simples
e de facil estocagem do material. Apresenta como desvantagem a
sua alta toxicidade celular, resultando em destruicdo das células do
tecido, porém preserva a integridade estrutural tecidual, conforme
demonstrado em nossos resultados macro e microscépicos.

Como resultado de sua citotoxidade, o glicerol em altas concen-
tragdes provoca um efeito benéfico, pois apesar de ser considerado
um cldssico método de preservacio, acarreta também a destruicao
de virus e bactérias, ocasionando um efeito sinérgico esterilizante do
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material. Gajiwala et al.* utilizaram como método de preservacio
a exposicao ao glicerol 85% e armazenamento a 4°C, relatando a
auséncia de crescimento bacteriano por mais de um ano.

Apesar deste efeito “esterilizante”, a maior parte dos bancos de
tecido do mundo sé considera o tecido completamente estéril quando
submetido a um processo complementar de esterilizagao. Atualmente,
0 mais consagrado na literatura é a radioesterilizagdo, que pode ser
realizada por dois mecanismos principais: o acelerador de elétrons e
as fontes de cobalto 60. Em nossos estudos, submetemos amostras
de amnions glicerolizadas a estas duas fontes de energia, ndo sendo
encontradas diferencas significativas entre os dois, tanto macro como
microscopicamente. Porém, quando se compara otecido ndoirradiado
com o irradiado percebem-se diferengas claras entre os tecidos.

O material ndo irradiado apresenta um epitélio e estruturas do
tecido conjuntivo mais intactos quando comparados ao irradiado.
Estas alteracdes estruturais podem gerar resultados clinicos menos
favoraveis, entretanto o tecido transplantado oferece muito maior
seguranca ao individuo receptor. Desta forma, o banco de tecidos
deve levar em consideragdo todas estas informagdes para indicar o
uso de radioesterilizagdo complementar. Em nosso caso, indicamos
sb para aqueles materiais comprovadamente contaminados com
bactérias gram positivas, que podem ser eliminadas pela irradiacdo.
Enquanto isso, para as bactérias gram negativas contraindica-se a
radioesterilizacdo pelo risco da liberagdo de fatores pirogénicos.

O estabelecimento de um protocolo de processamento de mem-
branas amnidticas em um banco de tecidos é fundamental para que este
possa fornecer um tecido com rigoroso controle de qualidade, garan-
tindo a menor possibilidade de riscos ao usudrio. Em um pais como o
nosso, com extremas dificuldades financeiras para sustentabilidade da
salde publica, o uso das membranas amnidticas glicerolizadas surge
como um promissor método de substituto cutaneo de baixo custo e
alta disponibilidade para o tratamento de pacientes queimados.
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