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RESUNMO

Desde a Antiguidade, a Medicina se preocupa em tratar as feridas cutaneas. Ainda hoje, os mais diversos materiais tém sido utilizados na
tentativa de acelerar a cicatrizaco dos diferentes tipos de feridas. Com o avanco do conhecimento sobre os mecanismos celulares e molecu-
lares do processo de cicatrizagdo, a Membrana Amniética Humana (MAH) vem sendo considerada como um curativo bioldgico ideal, por apre-
sentar fatores de crescimento, citocinas e componentes de matriz extracelular favoraveis a cicatrizagao. Inimeros centros de salide mundiais ja
utilizam a MAH como recurso no tratamento de feridas como queimaduras, lesoes oftalmoldgicas pos-cirlrgicas, lesdes cutaneas de pacientes
diabéticos, dentre outras. O Hospital Naval Marcilio Dias (HNMD), por meio do Instituto de Pesquisas Biomédicas, vem realizando o processa-
mento de MAH de parturientes do proprio Hospital, a fim de fornecer um curativo de baixo custo e grande vantagem aos usuarios do Sistema
de Saude da Marinha portadores de feridas passiveis da utilizacdo do mesmo. Por se tratar de uma unidade hospitalar de grande porte e de
alta complexidade, o HNMD recebe, por ano, milhares de usudrios com feridas. Dentre as ocorréncias, destacam-se as queimaduras térmicas,
elétricas e quimicas, as ulceras por pressdo e lesdes pds-cirdrgicas. Os exemplos histdricos de acidentes radiolégicos de grande magnitude, a
eminéncia de guerras com uso efetivo de armas nucleares e radioldgicas, além do aumento recentemente observado nas praticas de rotina do
submarino nuclear da Marinha do Brasil parecem nortear para uma nova utilizagao deste curativo biolégico.
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INTRODUGAO
Uma ferida é definida como a perda de continuidade do tegumento cuténeo (pele), acompanhada ou ndo da perda de tecido subjacente,
seja ele muscular, dsseo ou nervoso." A pele é o maior érgdo do corpo humano, tendo sua importancia como barreira e elemento de contato
do organismo com o meio externo. Por isso, na ocorréncia de uma ferida, imediatamente € ativada uma cascata de eventos celulares e mole-
culares no local a fim de regenerar, reconstituir e restaurar o tecido.2® As feridas podem ser classificadas de acordo com a causa, a morfolo-
gia, o grau de contaminagdo, a caracteristica do leito da ferida, a caracteristica do exsudato, a cultura da secrecéo e a presenca de fistulas,
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a fase de evolugao cicatricial e o tipo de cicatrizagdo.* Os principais
tipos de feridas incluem aquelas causadas por agentes fisicos, qui-
micos, térmicos e elétricos, ou decorrentes de doencas associadas
como Ulcera diabética ou carcinomas.®®

REFERENCIAL TEORICO
Cicatrizacdo de Feridas

Independente da classificagdo, o reparo da ferida deve ocorrer
para que seja garantida a integridade do tecido e a homeostase.?
Sob condigdes fisiologicas, este reparo tem inicio a partir da insta-
lagdo do dano. Baseadas nas alteragdes morfoldgicas que ocorrem
ao longo do processo cicatricial, as feridas podem ser divididas em
trés fases.’

Na primeira fase — Inflamatéria - uma matriz provisoria preenche
o sitio da ferida e promove a migracao de uma variedade de tipos
celulares para a regido. A hemostasia permite o reparo inicial do da-
no, desencadeando a formacéo dos coagulos sanguineos a partir da
fibrina e fibronectina. Plaquetas liberam citocinas, tais como PDGF
(fator de crescimento derivado de plaqueta) e TGF (fator de cresci-
mento transformador), que induzem o recrutamento de macréfagos
e outras células inflamatérias e ainda, induzem a quimiotaxia e o re-
crutamento de fibroblastos e células endoteliais."®

A segunda fase do processo de cicatrizagdo — Proliferativa — é
caracterizada pela proliferagéo de fibroblastos, tipo celular dominan-
te no local da ferida. Esta proliferagéo ocorre devido & angiogénese
local estimulada pela perda da perfus@o sanguinea quando da ins-
talacdo da ferida.® No tecido de granulacéo formado, os fibroblastos
estao ativados e passam a exibir propriedades contrateis gracas a
expressdo de a -SM (actina muscular alfa) tornando-se, entdo, mio-
fibroblastos.' Estes miofibroblastos exibem papel fundamental na
contragdo/fechamento da ferida'' e secretam componentes de ma-
triz extracelular (MEC), tais como coldgeno, glicosaminoglicanos, fi-
bronectina, laminina e elastina, que substituem a matriz proviséria
formada inicialmente.™

Além disso, fibroblastos também secretam TGF, FGF (fator de
crescimento de fibroblasto), TIMPs (inibidores teciduais de metalopro-
teinases) e KGF (fator de crescimento de queratindcitos), sendo este
ultimo essencial para o processo de re-epitelizagdo e, assim, para a
reestruturagao das funcdes da epiderme perdidas com a ferida.™

Na terceira fase — Regenerativa — ocorre o remodelamento do
tecido de granulagao e apoptose de células endoteliais e miofibro-
blastos.™ A sintese de elementos da matriz extracelular (MEC) é re-
duzida e hd modificacéo estrutural destes constituintes por enzimas
proteoliticas liberadas na MEC, principalmente metaloproteinases
(MMPs) e seus inibidores (TIMPs). Progressivamente, o coldgeno ti-
po lIl (principal componente do tecido de granulagdo) é substituido
pelo colageno tipo | (principal componente estrutural da derme) e
proteinas fibrosas como a elastina, ausentes no tecido de granula-
¢éo, sdo incorporadas a matriz remodelada.

No entanto, em alguns casos, como nas feridas cronicas ou com-
plexas ou em pacientes com doencas associadas, 0 processo de
cicatrizagdo né@o ocorre de forma fisiologicamente esperada.’ Para
estes casos, pesquisadores na drea de medicina regenerativa vém
procurando curativos alternativos bioldgicos ou sintéticos capazes
de fornecer condicdes que favorecam os processos de cicatriza¢do
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e re-epitelizagdo.™ Todavia, além do fato de que a maior parte dos
curativos disponiveis no mercado nao s@o encontrados no Brasil, 0s
produtos nacionais ainda representam um alto custo para o sistema
de saude publica."

Os custos com o tratamento das feridas de diversas classifica-
¢oes também € um importante fator a ser considerado.* A venda de
insumos para o tratamento de feridas em todo mundo atingiu a mar-
ca de 13 bilhdes de dolares em 2013.6 Os recursos financeiros do
paciente e/ou da unidade de satde representam um dos aspectos a
serem considerados na escolha do tratamento da ferida.”

A procura por um curativo menos oneroso e que resulte em bons
resultados clinicos fez com que pesquisadores e profissionais da
area da saude voltassem & ateng@o para o uso da membrana amni-
dtica humana (MAH).

Membrana Amnidtica Humana (MAH)

A MAH é a camada mais interna da placenta,’® com espessura
de 20-50 pm'® e constituida por trés camadas: uma camada unica de
células epiteliais cuboidais a colunares de origem ectodérmica; uma
membrana basal composta de uma rede de fibras reticulares; e por
Ultimo, uma matriz estromal avascular dividida em Iamina compacta,
lamina fibrorreticular e 1amina espongiforme.’®2 A |amina fibrorreti-
cular é a camada mais espessa da membrana amnidtica compos-
ta por fibroblastos que repousam sobre uma rede reticular.2' Dentre
estas camadas, vale ressaltar que a membrana basal € morfologi-
camente similar aquela encontrada na pele humana e consiste de
laminina e coldgeno tipo IV, VIl e XVII.2

A MAH apresenta caracteristicas favordveis a sua utiliza¢do co-
mo curativo bioldgico, devido & presenca de varios fatores de cres-
cimento ja citados, como KGF, FGF, PDGF, além de fator de cresci-
mento epidermal (EGF) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF). Destes, o FGF estimula a sintese e depdsito de proteinas
da MEC."?" Além disso, a MAH apresenta alguns componentes
presentes também na MEC, como coldgenos tipos I-VII, elastina,
laminina e fibronectina.?'

Os fatores de crescimento e os componentes de MEC confe-
rem a MAH caracteristicas de re-epitelizagao, reducéo da fibrose,
inibicao da dor, da infec¢éo e da inflamagéo.? A formagéo da MEC
é essencial para a cicatriza¢do de feridas e a MAH representa, pe-
las caracteristicas supracitadas, uma excelente ferramenta no tra-
tamento de feridas de pele.

Outra caracteristica da MAH de extrema importancia é a ausén-
cia de imunogenicidade, visto que uma das preocupagdes da medi-
cina regenerativa € a rejeicéo de enxertos e curativos. Os curativos
baseados em MAH n&o apresentam tal problema uma vez que, s@o
descritos como implantes de natureza orgénica, inertes, compostos
quase que exclusivamente por colageno, desprovidos de leucécitos?
e apresentam pouca ou nenhuma expressao do antigeno leucocita-
rio humano -A, B ou DR.™®2+%

Por que usar a membrana amnidtica como curativo?
Historicamente, 0 uso da membrana amnidtica origina-se na tra-
dicional Medicina Chinesa. O primeiro relato cientifico do seu uso
data de 1910, quando Davis a utilizou como material cirdrgico no tra-
tamento de queimaduras na pele em pacientes humanos no Johns
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Hopkins Hospital.?® Mais tarde, Sabella descreveu seu uso a fresco
para tratamento de queimaduras e ulceragdes de pele e observou
a redugdo da dor e aumento na velocidade de re-epitelizagdo.”® Na
segunda metade do século XX, 0 uso da MAH ganhou popularidade
como curativo bioldgico no manejo de queimaduras e feridas de pe-
le por &cidos, Ulcera e escara, entre outras, além da sua utilizagéo
como substituto de tecidos oculares,’® demonstrando assim ser um
excelente suporte bioldgico para o crescimento e migragao celular.?

Apesar das vantagens, o uso da MAH foi abandonado duran-
te anos devido ao risco de infec¢do oriundo de partos normais de
mulheres ndo testadas sorologicamente. No entanto, atualmente o
material oriundo de cesdrea pode ser congelado e testado sorologi-
camente, além de esterilizado por diferentes meios. %%

Como ja mencionado, a MAH n&o é uma simples membrana
avascular. Ela possui atividades metabdlicas, como transporte de
agua e de materiais soluveis, produgéo de fatores bioativos como
peptideos vasoativos, fatores de crescimento e citocinas.®* Como
curativo, a MAH atua como um substrato que facilita a migragéo
celular epitelial, melhora a ades@o das células epiteliais* e pro-
move diferenciagao celular.®*® Também atua na reparagao da lesao
tecidual por liberar fatores de crescimento e citocinas que atuam
facilitando a migragéo celular e contribuindo para a aceleragéo do
processo de granulagdo.®3

De especial importancia € a dor do paciente durante o trata-
mento principalmente de feridas complexas. O uso de MAH reduz a
dor por aderir a superficie da ferida, cobrindo as terminagdes ner-
vosas, reduzindo a contaminagao bacteriana e diminuindo assim a
inflamag&o local.*-4

Todas essas caracteristicas da MAH contribuem para o seu po-
der oclusivo sobre feridas (incluindo areas irregulares como maos e
face) e consequentemente na diminuicdo do tempo de tratamento do
paciente. Além disso, seu baixo custo, por ser um material de descar-
te, a torna vantajosa pela disponibilidade e facilidade de aceitacao de
doagdo pelas gestantes,*“ além da diminui¢&o da frequéncia de tro-
cas e facilidade de retirada do curativo, 0 que leva a um menor custo
dos procedimentos e menor incdmodo ao paciente.”

Alguns autores apontam como uma solu¢ao economicamente vi-
avel para o tratamento de feridas em paises em desenvolvimento.*4

Possibilidades de uso da MAH

Atualmente a MAH é mais comumente usada na Oftalmologia
para tratar queimaduras térmicas ou quimicas, Sindrome de Ste-
vens-Johnson e cirurgia de pterigio,*®s' mas seu emprego tem se
estendido a outras areas da medicina como curativos bioldgicos para
Ulceras diabéticas dos pés, queimaduras, Ulceras venosas, Ulceras
de pressao e na prevencéo de adesdo tecidual em cirurgias da cabe-
ca, abddmen, pelve, vagina e laringe.5%

Dados coletados no Prontudrio Informatizado (PIN) e no ser-
vico de estatistica do Hospital Naval Marcilio Dias (HNMD) mos-
tram que uma demanda de usudrios atendidos no ano de 2014
poderiam ter sido beneficiados pela utilizagdo do curativo bioldgico
a partir de MAH. Por exemplo, quatorze pacientes foram hospitali-
zados devido a lesdo por queimadura na Clinica de Cirurgia Plés-
tica e Reparadora e 166 cirurgias de pterigio foram realizadas na
Clinica de Oftalmologia. No Departamento de Enfermagem foram
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observados dados ainda mais expressivos, sendo enumeradas 814
internagdes de usuarios que desenvolveram Ulceras por pressao e
374 atendimentos de Ulceras diabéticas. Por sua vez, a MAH é de
facil captagdo no HNMD, visto que em 2014 foram realizados 714
cesareas neste Hospital.

A capacidade de apresentar uma resposta efetiva e rapida em
acidentes de grande magnitude representa uma vantagem estraté-
gica, além de garantir uma melhoria no atendimento dos pacientes
graves. O incéndio ocorrido na Boate Kiss (Santa Maria, RS), em
janeiro de 2013, revelou a importancia da criagdo de um banco de
tecidos para estocagem e pronto fornecimento de curativo bioldgi-
co em casos de acidentes envolvendo um grande nimero de pa-
cientes. Na ocasido, tendo em vista a grande demanda de vitimas
do acidente, o Brasil teve que realizar a importagao de grande vo-
lume de membranas amnidticas de bancos de tecidos da Argentina
e do Uruguai, demonstrando a necessidade imediata da criagdo de
um banco nacional.%

Normatizacao

No Brasil, a remocéo de tecidos do corpo humano para fins de
transplante e tratamento esté regulamentada pelas leis n® 9434/1997
e n°10.211/2001. A realizacdo de transplantes ou enxertos de teci-
dos s6 poderd ser autorizada apds a realizagao, no doador, de todos
os testes de triagem para diagndstico de infecgéo e infestacéo exi-
gidos em normas regulamentares expedidas pelo Ministério da Sau-
de.5™ Hg, ainda, a necessidade de aprovagao prévia do Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital para o uso de MAH nos pacientes.®
A legislagéo nacional carece de uma regulacéo técnica especifica a
respeito da obtencéo, preparacéo e utilizacdo de MAH.%!

PREPARO DA MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA
PELO INSTITUTO DE PESQUISAS BIOMEDICAS
(IPB])

Diversas séo as metodologias de coleta, esterilizacao e estoca-
gem de MAH descritas na literatura, com suas diferentes aplicacoes
e vantagens. Considerando a infraestrutura j& existente no IPB do
HNMD, bem como a andlise comparativa de dados coletados na lite-
ratura, a metodologia a seguir foi eleita para o desenvolvimento dos
projetos associados.

Apds aprovagao do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), usudrias eletivas para a cirurgia cesariana e que apresen-
tam sorologia negativa para HIV-1 e -2, HTLV-1 e -2, Hepatite B e
C, CMV e Sifilis tém a placenta coletada. Sob condices estéreis, a
placenta ¢ lavada em solugéo tampéao fosfato-salino (PBS; pH 7,4)
varias vezes para retirada de debris, sangue e codgulos.® A placenta
€ entdo seccionada a 2 centimetros do disco placentario, pois nesta
area da MAH é maior a concentracdo de fatores de crescimento.® A
placenta é lavada com solucéo salina contendo 10.000 Ul de penici-
lina, 50ug/mL de estreptomicina e 50 pg/mL de anfotericina B27,62
e entdo a membrana amniética é separada manualmente do cdrion.
Para a retirada do epitélio (descelularizagéo), a MAH é mantida em
solugdo de tripsina-EDTA 0,25% em banho-maria (37° C) por 30 mi-
nutos. Apds neutralizac@o da tripsina com DMEM, realiza-se a ras-
pagem suave com o lado cego de uma l&mina de bisturi.® A MAH
é esterilizada em solugéo de acido paracético (PAA) 0,1% (v/v) em
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PBS sem calcio e magnésio (pH 7,2-7,4) por 3 (trés) horas a 25° C
sob agitacdo suave, sequido por 3 (trés) lavagens de TBS.18 Apos,
a MAH ¢ apoiada em papel de nitrocelulose com a superficie epité-
lio/membrana basal voltada para cima.®? O papel contendo a MAH
€ entdo estocado a -80° C em solugdo de Meio Eagle Modificado
por Dulbecco (DMEM) e glicerol (proporgéo 1:1).%2 A MAH é assim
mantida por 3 (trés) meses, até a repeticdo dos exames da doadora.
Com os resultados negativos dos exames de sorologia, a MAH esta
pronta para uso, apds descongelamento em temperatura ambiente e
lavagem com soro fisioldgico (Figura 1).

DISCUSSAO

E alto o indice de pacientes com alteragdes na integridade da
pele, constituindo assim um sério problema de saude publica.*Nes-
se contexto, a substituicdo de tecidos é um dos principais desafios
da medicina regenerativa atual. Em fungdo das caracteristicas ex-
tremamente favoraveis e do potencial uso como curativo bioldgico,
a utilizagéo clinica da membrana amniética voltou a tona nos ulti-
mos anos. Com 0s avangos no conhecimento sobre o processo de
cicatrizacdo, cada vez mais a MAH revela-se como uma opgao de
curativo por minimizar o risco de infec¢des oportunistas, diminuir a
dor e promover o desenvolvimento de tecido de granulagao sauda-
vel que propiciara a cicatrizag&o.

As caracteristicas de um curativo ideal s&o facilmente encon-
tradas na MAH: rapida utilizac@o e vida de prateleira aceitavel, facil
esterilizacao, resistente a manipulagéo, hipoalergénico, nao corro-
sivo, ndo teratogénico, retirado sem morbidade e, ainda, moldavel
ao local de aplicagao.®©

O novo interesse pelo uso da MAH tem gerado uma série de no-
vas indicacoes clinicas, tendo em vista a demanda crescente de no-
vos e intrigantes quadros patolégicos. Como todos 0s novos proce-
dimentos em Medicina, estas indicacdes devem ser continuamente
avaliadas e sdo necessarios mais trabalhos clinicos controlados para
a comprovagao das novas hipéteses.®

A ocorréncia de acidentes radioldgicos de grande magnitude
em todo o0 mundo, juntamente com a possibilidade concreta de uso
de materiais de origem nuclear ou radioldgica em atentados ou
ataques terroristas, associada a necessidade do uso estratégico
de energia nuclear no meio naval militar, demonstram a necessi-
dade de um arsenal cada vez maior para o tratamento de lesdes
induzidas por radiagdo. Por sua vez, o HNMD apresenta-se como
hospital de referéncia nacional para o atendimento de vitimas de

Figura 1: Processamento da MAH para
utilizagdo como curativo bioldgico. Em
A, a placenta recém-coletada € lavada
em PBS (pH 7,4) para retirada de coa-
gulos e debris. O 4mnion/cdrion € reco-
lhido e incubado em solugdo contendo
antibiéticos por 2 horas (B) e, em se-
guida a MAH é separada manualmente
do corion (C). Apds descelularizagdo e
esterilizagdo, a MAH é lavada em solu-
¢do tampéo salina (D), colocada sobre
papel de nitrocelulose com a superficie
epitelial voltada para cima (E) e manti-
da, pronta para uso, a -80o C em solu-
¢do de DMEM : glicerol (1:1) (F).
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acidentes radiolégicos e nucleares, com acreditacdo junto a Comis-
sdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN).

CONCLUSAO

O HNMD, além de atender a uma significativa demanda de pa-
cientes portadores de feridas passiveis da utilizacdo da MAH, apre-
senta potencial para o uso deste curativo biolégico em feridas mais
complexas em que a MAH ainda n&o foi testada.

O objetivo da pesquisa com MAH iniciada no IPB é desenvolver
curativos que envolvam tecnologias mais simples, de facil obtengao
e baixo custo, mas igualmente eficientes quando comparados aos
curativos sintéticos oferecidos pelo mercado internacional, permitin-
do a continuidade na busca incessante pela melhoria da qualidade
de vida do usudrio.
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ABSTRACT

Since ancient times medicine is concerned about how to treat wounds. Even today, several materials have been used in an attempt to ac-
celerate the healing process of various types of wounds. With the advancement of knowledge about the cellular and molecular mechanisms
of the healing process, the Human Amniotic Membrane (HAM) has been considered as an ideal biological dressing due to the presence of
growth factors, cytokines and extracellular matrix components favorable to the healing process. Numerous world health centers already use
HAM as a resource for the treatment of wounds such as burns, post-surgical eye injuries, skin lesions in diabetic patients, among others. The
Marcilio Dias Naval Hospital (HNMD), by its Institute of Biomedical Research, has been the processing HAM from parturient women attend-
ing this Hospital, in order to provide a wound dressing of low-cost and of great gain to the patients from the Navy Health System with wounds
that could be treated with this dressing. Because of the fact that HNMD is a large and high complexity hospital, this unit receives each year,
thousands of wounded patients. Among these cases, there are the thermal, electrical and chemical burns, pressure ulcers and post-surgical
lesions. Historical examples of radiological accidents of great magnitude, the imminence of war with effective use of nuclear and radiological
weapons, besides the recently increased routine practices in the Brazilian Navy nuclear submarine seem to guide for a new use of this bio-
logical dressing.

Keywords: Wound healing; Biological dressings.

INTRODUCTION
Wound is defined as the discontinuity of the cutaneous tegument (skin), which can involve the loss of the underlying tissue, such as mus-
cle, bone or nerve tissue.' The skin is the largest organ of the human body, being of great importance as a barrier and contact element of the
organism with the external environment. Therefore, the establishment of a wound immediately triggers a cascade of cellular and molecular
events on the site of the wound in order to regenerate, replenish and restore the tissue.?*
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Wounds can be classified according to its cause, morphology,
degree of contamination, the feature of the wound bed, the charac-
teristic of the exudate, the culture secretion, the presence of fistula,
and the evolution and the type of the healing.* The main types of
wounds include those caused by physical, chemical, thermal and
electrical agents or due to underlying diseases such as diabetic ul-
cers or carcinomas.>®

THEORETICAL
Wound Healing

Regardless of the classification, the repair of the wound must
occurs so that the tissue integrity and homeostasis can be guar-
anteed.? Under physiological conditions, this repair begins from the
installation of the damage. Based on morphological changes that
occur during the healing process, the wounds can be divided into
three phases.’

During the first phase - Inflammatory phase - a provisional matrix
fills the wound site and promotes the migration of various cell types
to the region. Hemostasis allows the initial damage repair, triggering
the formation of blood clots from the fibrin and fibronectin. Platelets
release cytokines such as PDGF (platelet-derived growth factor) and
TGF (transforming growth factor), which induce the recruitment of
macrophages and other inflammatory cells besides inducing chemo-
taxis and the recruitment of fibroblasts and endothelial cells.'®

The second phase of the healing process - Proliferative phase -
is characterized by the proliferation of fibroblasts, the main cell type
at the wound site. This proliferation occurs due to the local angio-
genesis stimulated by the loss of blood perfusion when the wound is
installed.® In the created granulation tissue, fibroblasts are activated
and start to show contractile properties due to the -SMA expression
(alpha-smooth muscle actin) then turning into myofibroblast cells.™
These myofibroblasts have a key role in the contraction/closure of
the wound™ and secrete extracellular matrix components (ECM)
such as collagen, glycosaminoglycans, fibronectin, laminin and elas-
tin, replacing the provisional matrix initially created.!?

In addition, fibroblasts also secrete TGF, FGF (fibroblast growth
factor), TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) and KGF (ke-
ratinocyte growth factor), being this particular one essential to the
re-epithelialization process, thus, essential to the restructuring of the
epidermal functions lost in the wound.'

During the third phase — Regenerative phase — the events of
remodeling of the granulation tissue and apoptosis of endotheli-
al and myofibroblast cells occur.™ The synthesis of components of
the extracellular matrix (ECM) is reduced and its components have
the structure modified by proteolytic enzymes released in the ECM,
particularly metalloproteinases (MMPs) and their inhibitors (TIMPs).
Progressively, type Ill collagen (the main component of the granula-
tion tissue) is replaced by type | collagen (the main structural compo-
nent of the dermis), and fibrous proteins such as elastin, which were
absent in the granulation tissue, are now incorporated into the new
remodeled matrix.

However, in some cases, such as chronic or complicated wounds
or patients with concomitant diseases, the healing process does not
occur in the physiologically expected way.”® To these cases, regen-
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erative medicine researchers have been looking for biological or
synthetic wound dressing alternatives capable of providing proper
conditions to the cicatrization and re-epithelialization of the wound.'
Nevertheless, besides the fact that most of the wound dressings
available in the market are not found in Brazil, domestic products still
represent a high cost to the public health system.®

The economic cost of the wound care of different classifications
is also an important factor to be considered.* Worldwide sale of
wound healing inputs reached the mark of 13 billion dollars in 2013.5
The financial resources of the patient and/or the health facility repre-
sent one of the aspects to be considered when choosing the wound
management."”

The search for a less expansive wound dressing with good out-
comes made researchers and health professionals to turn their at-
tention to the use of humam amniotic membrane (HAM).

Human Amniotic Membrane (HAM)

HAM is the innermost layer of the fetal placenta'® ranging from
20 to 50 m™ in thickness and consisting of three layers: a single layer
varying from colummar to cuboidal epithelial cells of ectodermal; a
basement membrane consists of a network of reticulum; and finally
an avascular stromal matrix divided divided into a compact layer, a
fibroreticular layer, and a spongy layer.'®® The fibroreticular layer is
the thickest layer of the amniotic membrane compounded by fibro-
blasts resting on a reticular network.2" Among these layers, it worth
to note that the basement membrane is morphologically similar to
that found in the human skin and consists of laminin and collagen
type IV, VIl and XVII.22

HAM possesses favorable characteristics in favor of its use as a
biological dressing, due to the presence of different growth factors
such as the already mentioned KGF, FGF, PDGF, besides EGF (epi-
dermal growth factor) and VEGF (vascular endothelial growth factor).
Among them, FGF stimulates the synthesis and storage of ECM pro-
teins. Also, HAM has some components also presented in the ECM,
such as |-Vl type collagens, elastin, laminin and fibronectin.?'

Growth factors and ECM compounds give to the HAM some char-
acteristics, such as re-epithelialization, reduction of fibrosis, and inhibi-
tion of the pain, infection and inflammation features.?' The ECM forma-
tion is essential for wound healing and HAM represents an excellent
tool for treating skin wounds due to the above mentioned features.

Another HAM feature of great importance is the lack of immuno-
genicity, once graft and dressings rejection is one of the big concerns
of the regenerative medicine. HAM based dressings do not present
this kind of issue since they are described as organic nature, inert
implants, composed almost exclusively of collagen; devoid of leuko-
cyte cells?® and express little or no amount of human leukocyte A, B
or DR antigens.'® 2%

Why use amniotic membrane as a wound dressing?

Historically, the use of amniotic membrane originates in the
traditional Chinese Medicine. The first scientific report of its use is
from 1910, when Davis used it as surgical treatment of skin burns in
human patients at the Johns Hopkins Hospital.?® Later, Sabella de-
scribed its fresh use for treating burns and skin ulcers and noted the
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reduction of pain and increased of the re-epithelialization rate.?® In
the second half of the twentieth century, the use of MAH gained pop-
ularity as a biological dressing in the management of skin wounds of
acid ulcers and bedsores origin, among others, in addition to its use
as a substitute for ocular tissues,' thus proving to be an excellent
biological support for the cell growth and migration.?

Despite the advantages, the use of HAM was abandoned for
years because of the risk of infection originating from natural child-
birth of non serologically tested women. However, nowadays the
products obtained from cesarean section can be frozen and tested
serologically and also sterilized by different methods. 0%

As already mentioned, the MAH is not just a simple avascular
membrane. It has multiple metabolic functions such as water and sol-
uble materials transport and also production of bioactive factors such
as vasoactive peptides, growth factors and cytokines.®* As a wound
dressing, HAM acts as a substrate which facilitates epithelial cell mi-
gration, improves the adhesion of epithelial cells** and promotes cell
differentiation.® HAM also acts on the repair of tissue damage by re-
leasing growth factors and cytokines that act facilitating cell migration
and contributing to the acceleration of the granulation process.**

Of particular importance is the pain of the patient during the treat-
ment specially of complex wounds. The use of MAH reduces pain by
adhering to the wound surface, covering the nerve endings, reducing
bacterial contamination and thus reducing local inflammation. -4

All these characteristics contribute to its potential occlusive
wound (including irregular areas such as hands and face) and con-
sequently, to the reduction of patient treatment time. Additionally, its
low cost, as a waste material, makes it advantageous for the avail-
ability and ease of acceptance of donation by pregnant women*-4,
in addition to the decreasing frequency of exchanges and dressing
withdrawal facility, which leads to a lower cost of the procedures and
less discomfort to the patient.*

Some authors suggest the HAM as an economically viable solu-
tion for the treatment of wounds in developing countries. 8

Possibilities of HAM use

Currently, the HAM is most commonly used in ophthalmology
to treat thermal or chemical burns, Stevens-Johnson syndrom and
in pterygium surgery,“*' but its use has extended to other areas of
medicine as biological dressings for diabetic foot ulcers, burns, ve-
nous ulcers, pressure ulcers and for the prevention of tissue adhe-
sion in surgery of the head, abdomen, pelvis, vagina and larynx.%%

Data collected from the computerized medical records (PIN)
and the Statistical Office of the Marcilio Dias Naval Hospital (HNMD)
show that a demand of patients attended in 2014 could have been
benefited by the use of biological dressing from HAM. For example,
fourteen patients were hospitalized due to burn injury at the Clinic of
Plastic Surgery and Reconstructive and 166 surgeries of pterygium
were performed at the Clinic of Ophthalmology. Even more signifi-
cant data were observed in The Department of Nursing, being listed
814 cases of developed pressure ulcers and diabetic ulcers in pa-
tients underwent hospitalization and 374 attended due to diabetic
ulcers. By the other hand, HAM is of easy capitation in the HNMD,
once 714 cesarean sections were performed in 2014.
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The ability to come up with an effective and rapid response to an
accident of large magnitude represents a strategic advantage and
ensures care improvement of critically ill patients. The fire occurred
at Kiss Nightclub (Santa Maria, RS) in January 2013 revealed the
importance of creating a tissue bank for storage and readily supply
of biological dressing in cases of accidents involving large numbers
of patients. At that time, due to the large demand of victims of the fire
accident, Brazil had to import a large volume of amniotic membrane
from tissue banks of Argentina and Uruguay, demonstrating the im-
mediate need of creation of a national bank.%

Regulation

In Brazil, the removal of body tissues for transplantation and treat-
ment is regulated by 9434/1997 and 10,21/2001 laws. The transplanta-
tion or tissue grafts is authorized only after the realization of all screen-
ing tests, in the donor, for diagnosis of infection and infestation required
by the Health Ministry regulation.”% There is also the need of previous
approbation of the Hospital Ethics Committee to the use of HAM in pa-
tients.% The National legislation needs a specific technical regulation
concerning the procurement, preparation and use of HAM. ¢!

PREPARATION OF HUNMAN AMNIOTIC
MEMBRANE BY THE INSTITUTE OF BIOMEDICAL
RESEARCH ([IPB)

There are countless of described methods of achievement, ster-
ilization and storage of HAM, in different situations of application and
advantage. Considering the existing IPB infrastructure in the HNMD
as well as the comparative analysis of data collected in the literature,
the following methodology was chosen for the development of asso-
ciated projects.

After the approval of the Informed Consent (IC), elective cesare-
an section women negatively tested for HIV-1 and -2, HTLV-1 and -2,
hepatitis B and C, syphilis and CMV, have the placenta collected. Un-
der sterile conditions, the placenta is washed in phosphate-buffered
saline solution (PBS; pH 7.4) several times to remove debris, blood
and clots.® The placenta is then sectioned 2 cm from the placental
disc because in this area there is a higher concentration of growth
factors.® The placenta is washed with saline containing 10,000 1U
of penicillin, 50 ug/ml of streptomycin and 50 ug/ml of amphoteri-
cin B27,6% and then the amniotic membrane is manually separated
from the chorion. To remove the epithelium (decellularization), HAM
is maintained in 0.25% trypsin-EDTA solution into a water bath (37°
C) for 30 minutes. After neutralization of trypsin with DMEM, a gentle
scraping is performed by the use of the blind side of a scalpel blade.®
HAM is sterilized in peracetic acid solution (PAA) 0.1% (v /v) in PBS
without calcium and magnesium (pH 7.2-7.4) for three (3) hours at
25° C under gentle shaking followed by three (3) washes of TBS.18
Then HAM is spread epithelial side up, on nitrocellulose paper.62
This paper containing HAM is storage under -80° C in Medium Eagle
solution Modified Dulbecco's Medium (DMEM) and glycerol (1: 1).22
HAM is maintained this way for three (3) months when the re-test of
the donor is performed. With the negative results of the serological
examination of the donor, the MAH is ready for use after thawing at
room temperature and washing with saline solution (Figure 1).
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DISCUSSION

The rate of patients with disturbance in the integrity of the skin
is high, thus constituting a serious public health problem.* In this
context, the tissue replacement is one of the major challenges for
the current regenerative medicine. Due to the extremely favorable
characteristics and the potential use as a biological dressing, the
clinical use of amniotic membrane came to light in recent years.
With the advances in knowledge about the healing process, more
and more the HAM is revealed as a wound dressing option for min-
imizing the risk of opportunistic infections, decreasing pain and
promoting the development of healthy granulation tissue that will
provide healing.

The characteristics of an ideal dressing are easily found in the MAH:
rapid use and acceptable shelf life, easy sterilization, resistant to manip-
ulation, hypoallergenic, non-corrosive, non-teratogenic, easily removed
without morbidity, and also moldable to the application site.®-%

The new interest of using HAM has generated a number of new
clinical indications, as the demand of new and intriguing pathological
conditions grows. Like all new procedures in medicine, these indica-
tions have to be continually evaluated and more controlled clinical
trials are needed in order to prove the new hypothesis.®!

The occurrence of radiological accidents of great magnitude all
over the world, together with the solid possibility of using nuclear or
radiological source materials in assaults or terrorist attacks associ-
ated with the need for strategic use of nuclear energy in the naval
environment, demonstrate the need for an increasingly large arsenal
for the treatment of radiation-induced injury. In turn, HNMD presents
itself as a national reference hospital for the care of radiological and
nuclear accident victims, with accreditation by the National Nuclear
Energy Commission (CEN).

CONCLUSION

The HNMD, besides the assessment of a large demand of pa-
tient suffering from wound susceptible to the use of HAM, also has
the potential for the use of this biological dressing in more complex
wounds in which HAM has not been tested yet.

The goal of the MAH research started at IPB is to develop dress-
ing of simple technologies, readily available and inexpensive but
equally effective compared to synthetic dressings offered by the in-
ternational market, allowing the continued search for the improve-
ment of the patient quality of life.

Figure 1: Processing HAM for use
as a biological dressing. In A, newly
collected placenta is washed in PBS
(pH 7.4). Amnion/corion is collected
and incubated in antibiotic solution for
2 hours (B) and, then HAM is manually
separated from corion (C). After
decellularization and sterilization, MAH
is washed in saline buffer (D), gently
placed on nitrocellulose paper with the
epithelial face up (E), stored at - 800C,
in DMEM : glycerol solution (1:1) and
ready-to-use.
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